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“Sin duda alguna, es
precisamente el asombroso
progreso de las ciencias
naturales el que constantemente
vuelve abrirnos los ojos acerca
de nuestra ignorancia, incluso en
el campo mismo de las ciencias
naturales. Esto da un nuevo
sesgo a la idea socratica de
ignorancia. Con cada paso que
damos hacia adelante, con cada
problema que resolvemos, no
solo descubrimos nuevos e
irresueltos problemas, sino que
también vamos descubriendo
gue, cuando mas creiamos estar
pisando terreno firme y seguro,
mas evidente se hace que todas
las cosas son, en verdad,
inestables y estan siempre
cambiando.”

K.R. Popper



AGRADECIMIENTOS

A mi madre y mis hermanos que han sido mi mayor motivacion para seguir adelante
en el desarrollo de mi vida académica y profesional.

Al Dr. Carlos Villarreal Lujan por apoyar con su valioso tiempo y consejos el
desarrollo de este trabajo.

A la Dra. Maria Ester Brandan por sus valiosas observaciones que permitieron que
este trabajo mejorara notablemente.

A los miembros del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador
Zubiran”, principalmente a la Dra. Monica Viveros, por su valiosa contribucion con los
datos experimentales.

A mis sinodales por tomarse el tiempo de revisar este trabajo y enriquecerlo con sus
puntuales observaciones.

A mi queridas Universidades: La Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo y la Universidad Nacional Auténoma de Mexico. Siendo ambas formadoras de mi
espiritu critico y humanista.

Al Instituto de Fisica por las facilidades prestadas durante mi estancia como
estudiante en esta Institucion.

A mis maestros por sus valiosos conocimientos y su orientacion en el proceso de
aprendizaje durante mi estancia en el posgrado.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por el apoyo econémico prestado
durante dos afios para que yo pudiera realizar mi labor académica sin contratiempos.

A mis entrafiables amigos Reynaldo y Marco por acompariarme durante todo este
proceso.

A todos mis amigos, viejos y nuevos, que forman parte de mi vida y han
manifestado sus buenos deseos hacia mi.

Atodos, mil gracias.



INDICE

PREFACIO ..ottt sttt sttt e s e et st etente e atennennas 6
(07N =] 1 0 @ 1 TR 10
1. EL SISTEMA INMUNITARIO ..ottt sne s 10
1.1. Células del Sistema INMUNIEAIIO ......ccveiuerueiiiiieieiieee e e 11
L1110 CAIUIAS B ...t ne e 11
I O 0] S OSSPSR 12
1.1.3. Células asesinas NALUFAIES ..........ccuoieieieiieieieiee ettt 13
1.1.4. FagOCit0S MONONUCIBAIES ......cveveieieiieieieie ettt sttt b e 13
1.1.5. CEIUIAS AENAITLICAS .....veueereeiieiieieieie ettt ettt e 15
1.2. Organos del SiStema iNMUNILAMIO .........c.ov.evevceeeceeeeceeeeeee e 16
1.3. Organos liNfOIdes PriMAIIOS ............cceveeeevceerieeeiceesecee s sesaeseneeseseeseseesesee st en s eneeseneesns 16
G 00 O o SO SS 16
I B V<o 0] - oL LTS 16
1.3.3. SiStemMa lINFALICO .....cveiiiciccece e 17
1.4. Organos liNfoides SECUNUATIOS ...........ccevverveeeeieeeieeeeiese e e st ssess st 17
1.4.1. Ganglios INFALICOS .......cuiiieiiiiiiiie e 17
R - V. o SR PRURRRR 18
1.4.3. Tejido linfoide relacionado CON MUCOSAS ......c..eeveriieierieeiesieesie st 18
1.4.4. Tejido liNfOIAE CULANEO ......cuveuieeieiieieeee et e 20
CAPITULO 2 .ttt ettt 21
2. LA INFECCION DEL VIH/ SIDA ..ottt s 21
2.1. Inmunopatologia de la infeccion por el VIH ........cccooviiiiiiiic e 23
2.1 1 EStructura del VIH ..o e 24
2.1.2. Ciclo biolOgico el VIH ......covoiiiicececce ettt 26
2.1.3. Etapas de la infeccion por el VIH iN VIVO ......c.cooiiiiiiiiiic e 28
2.1.3.1. Etapas tempranas de 12 iINfECCION ..........ccoviiiiiiiiiiicee e 28
2.1.3.2. Fase cronica de 12 INFECCION .........coeiiiiiiie e 28
2.1.3.3. EStAdiO 08 SIDA ..ottt e 29
2.1.4. Mecanismos de liNfoCIitopenia CD4 .........ccvoiiiiieiiiie e 30
2.1.4.1. Destruccion de CD4 por efecto CItOPALICO ......cveveverieiieiieieeeee e 30
2.1.4.2. Destruccion mediante mecanismos iINMUNITAIIOS ..........ccovrerrerieinensieneese e 30
2.1.4.3. Destruccion secundaria a la accion de proteinas toxicas del Virus ..........c.ccccevvenenens 31
2.1.4.4. Bloqueo en la regeneracion linfoCitaria ............cccooveveiiiiiiciciccceee e 31
2.1.4.5. Alteraciones en la redistribucion linfocitaria ...........ccocooeeiiiiiiinneieee 32
2.1.4.6. Hiperactivacion y agotamiento del sistema inmunitario.............cc.ccoevevviiviveicricieenene. 32
2.1.5. Respuesta inmunitaria frente a la infeccion por VIH ..., 32
2.1.5.1. ReSpUESTa NUMOTAL ........ccviiiiiiiieie e 32
2.1.5.2. RESPUESTA CRIUIAN .....oovviiieiiciec e 33
2.1.5.3. Fase cronica de 12 INFECCION ........ooeiiiiiiie e 33
2.1.5.4. Estadio avanzado de la enfermedad.............cccoeieiiiiiiiicceee e 33
2.1.6. Mecanismos de €SCAPE VIFAl .......cccoeiieieiieeieiieie e ee s 34
2.1.6.1. Variabilidad geNELICA ........ccceiiiiriiiieiecie e 34
2.1.6.2. Mutaciones en los epitopos virales reconocidos por linfocitos T citotoxicos (CTL) 34
2.1.6.3. Caracteristicas bioguimicas de la envoltura viral ...........c.cccovevevieiiiieniee e 34
2.1.6.4. Rapidez en el establecimiento de 1a iNfeCCION .........c.ccoveviiieiicic i 35



2.1.6.5. Latencia Y reaCIVACION ......cc.oouiiiiiiieiieeie ettt 35

CAPITULO 3 ..ot 37
3. TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL ..ottt 37
3.1. Inhibidores de la tranSCriptaSa FEVEISA ..........coevererereresie et 37
3.2. INNIDIAOIES 08 PrOLEASA .....veveeeiiieerieiiesie ettt sttt sttt e ens 38
3.3. Tratamiento COMBDINAUO .....cc.ooviiieiiieie et ens 39
3.4. Otros enfoques aNtIVIFAIES ...........oviiiieiiieeee e 40
3.5. Efectos del tratamiento antirretroviral sobre el VIH en otros tejidos ..........cccccoeeeeeenee. 41
3.6. Presencia de células infectadas latentemente ...........cooveveiiiiiiiinisiese e 42
(07N 2] 1 0 @ OO 44
4. DINAMICA DEL VIH IN VIVO .....ooooiceeeeeeceeeeeeeeeeeeee e e sae e sn s, 44
4.1. Dinamica del VIH: un modelo multicompartimental ............cccccooiiiinininiiice 50
4.1.1. PrediCCIONES TEOFICAS ...euveueereerieriesieieieieeeee et et ettt besbesbeebeebeebesbesbeebessesseenesnesnenneas 61
(07N 2] 1 0 @ OO TR 68

5. ESTUDIO TEORICO — CLINICO DE LA DINAMICA VIRAL TEMPRANA ANTE LA
APLICACION DE FARMACOS ANTIVIRALES EN PACIENTES INFECTADOS POR EL

VT ettt R R et Re e e Re R et e te e e e neete e ene et e e erenes 68
5.1 OBUIETIVOS ...ttt sttt sttt st eete st e e te st eneste e enennan 68
5.1.1. Objetivo general del EStUTIO ........c.ooviiiiiiiiiiiee s 68
5.1.2. ObjJetivOS ESPECITICOS ...c.viviiiiiiiieiieiesierte ettt e ens 68
5.2. MATERIAL Y METODOS .......oiiiiiieieie ettt 68
5.2.1. Poblacion de pacientes y disefio del €StUAIO ......cveveieieieieieicecce e 68
5.2.2. Cuantificacion de ARN Viral €n plasma ..........cocoviiiiiiiiniiieiiseseseese e 69
5.2.3. Conteo de lINFOCITOS CD4 ..o 70
5.2.4. GENOLIPO VITAL ... ettt bbb sreene s 70
5.2.5. ANAIISIS ESTAAISTICO .....vveeeiiiieeieei e b 70
5.3. RESULTADOS ..ottt ettt sttt ettt ebens 71
5.4, DISCUSION ..ottt sttt s 85
5.5. CONCLUSIONES ..ottt bbb bbb 90
APENDICE | ..ottt sttt 92
SELECCION DE LOS PACIENTES .....oiiiiiiitiiienieere st 92
APENDICE 1 1ottt 93
CONSENTIMIENTO INFORMADO .....ooiiiiieiiiieiieie ettt 93
APENDICE T 1ottt 102
Guia de manejo antirretroviral para las personas que viven con VIH/SIDA 2005-2006 de
CENSIDA .t b et bbbt bRt bt E bt b e et be e e n et 102
APENDICE IV ..ottt 103
Declaracion de HEISINKI .......c.viiieiiiiieiiecse e 103
REFERENCIAS ...ttt bbbttt sttt 107



CAPITULO5

1. ESTUDIO TEORICO - CLINICO DE LA DINAMICA VIRAL
TEMPRANAANTE LAAPLICACION DE FARMACOS
ANTIVIRALES EN PACIENTES INFECTADOS POR EL VIH

1.1.0BJETIVOS

1.1.1. Objetivo general del Estudio

Realizar un estudio tedrico — clinico de la dindmica viral temprana en cohortes de
pacientes infectados con el VIH — 1 una vez sometidos a terapia antirretroviral, con ayuda

de un modelo matematico multicompartimental.

1.1.2. Objetivos especificos

1. Verificar la existencia de una elevacion en los niveles virales en las horas

siguientes al inicio de la terapia HAART en pacientes virgenes al tratamiento.

2. Estimar los pardmetros méas importantes (cs, 01 Y kr) que reproduzcan el
comportamiento de la dinamica viral una vez iniciada la terapia antirretroviral, mediante el

ajuste del modelo matematico multicompartimental a datos de pacientes.

3. Determinar los distintos ritmos de decaimiento del virus durante la aplicacion del

tratamiento.

4. Establecer posibles correlaciones entre la elevacion de la carga viral al inicio del
tratamiento y una buena prognosis.



PREFACIO

El Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) contintda siendo un problema de
salud mundial de una magnitud sin precedentes. Desde su surgimiento, el VIH ha
provocado un estimado de 25 millones de fallecimientos en todo el mundo y ha generado

profundos cambios demograficos en los paises mas afectados (http://www.unaids.org/).

Los datos epidemioldgicos internacionales mas recientes son portadores de algunas
buenas noticias. En algunos paises de Asia, América Latina y Africa subsahariana, el
namero anual de nuevas infecciones producidas por el VIH se encuentra en disminucion.
Tambien ha disminuido la tasa estimada de fallecimientos por el Sindrome de
Inmunodeficiencia Humana (SIDA), en parte como resultado del éxito alcanzado en la
ampliacion del acceso a los medicamentos antirretrovirales en los lugares de recursos
limitados. Aun asi, estas tendencias favorables no se manifiestan de manera uniforme ni
dentro de las regiones ni entre ellas, lo que subraya la necesidad de un avance integral en la

puesta en practica de politicas y programas eficaces (http://www.unaids.org/).

A escala mundial, la epidemia de VIH se ha estabilizado, pero los niveles de nuevas
infecciones 'y de fallecimientos por SIDA son inaceptablemente altos
(http://www.unaids.org/):

e Se estima que en todo el mundo, 33.4 millones [31.1 millones — 35.8 millones] de

personas vivian con el VIH en el 2008.

e El nimero anual de nuevas infecciones por el VIH disminuyé de 3.0 millones [2.6
millones — 3.5 millones] en el 2001 a 2.7 millones [2.4 millones — 3.0 millones] en

el 2008.

e En total, 2.0 millones [1.7 millones — 2.4 millones] de personas fallecieron a causa

de SIDA en el 2008, mientras que las estimaciones para el 2001 fueron de 1.7

millones [1.5 millones — 2.3 millones].

e Mientras que el porcentaje de personas que viven con el VIH se ha estabilizado a
partir del 2000, el nimero total de personas que viven con el VIH ha ido

aumentando de manera uniforme debido a las nuevas infecciones que ocurren cada



afio, a los tratamientos que prolongan la vida, y a que las nuevas infecciones adn
superan en nimero a los fallecimientos provocados por SIDA.

e Las mujeres representan la mitad de las personas que viven con el VIH en todo el
mundo y mas del 60% de las infecciones por el VIH en Africa subsahariana.
Durante los Gltimos afios, la proporcion de mujeres entre personas que viven con el
VIH ha permanecido estable a nivel mundial, pero ha crecido en muchas regiones.

e Los jovenes entre 15 y 24 afios representan el 45 % estimado de las nuevas
infecciones por el VIH en todo el mundo.

e Se estima que en el 2008, 430 000 [240 000 — 610 000] nifios menores de 15 afios se
infectaron con el VIH. A nivel mundial, el nimero de nifios menores de 15 afos que
viven con el VIH aument6 de 1.6 millones [1.4 millones — 2.1 millones] en 2001 a
2.1 millones [1.2 millones — 2.9 millones] en el 2008 (ONUSIDA).

En el caso de América Latina, el total estimado de nuevas infecciones por el VIH en
2008 fue de 170 000 [150 000 — 200 000] y el nimero de personas que viven con el VIH
asciende a 2.0 millones [1.8 millones - 2.2 millones]. Segun las estimaciones,
aproximadamente 77 000 [66 000 — 89 000] personas fallecieron a causa del SIDA durante
el 2008 (http://www.unaids.org/).

México ocupa el tercer lugar en el continente americano, después de Estados
Unidos y Brasil. El primer caso de SIDA en México fue diagnosticado en 1983. Desde esa
fecha y hasta el hasta el 15 de noviembre del 2007, en el Registro Nacional de Casos de
SIDA se han contabilizado en forma acumulada 115 651 casos de SIDA, de las cuales 83%
son hombres y 17% son mujeres. Por cada cinco casos acumulados de SIDA en hombres se
ha observado un caso en mujeres; y en los casos sexuales esta relacion se conserva. Las
personas de 15 a 44 afios de edad constituyen el grupo mas afectado con 78.6% de los casos
registrados. El intervalo de edades que comprende de 15 a 44 afios acumula 78.6% de los
casos, seguido por 19% en personas con 45 y mas afos; los menores de 0 a 14 afios
albergan el 2.4% restante. 50% de los casos se concentra en solo cinco entidades
federativas: Distrito Federal (20 881), Estado de México (12 183), Veracruz (10 420),
Jalisco (9 911) y Puebla (5 676). Se puede mejorar la apreciacion del tamafio de la

incidencia de los casos histéricamente acumulados al construir cifras relativas que



consideran el monto de la poblacion de cada entidad. Las tasas de incidencia acumulada de
SIDA muestran al Distrito Federal como la entidad mas castigada por la infeccion con
236.9 casos por cada cien mil habitantes; seguido por Baja California (169.6), Yucatan
(153.2), Morelos (150.2), Jalisco (143.2), Veracruz (142.1) y Quintana Roo (132.2). La tasa
nacional es de 106.2 casos por cada cien mil habitantes (Magis RC y Hernandez MA).

Las cifras anteriores dan un panorama general de la magnitud del problema, asi
mismo, plantean la necesidad de nuevas investigaciones que no solo busquen el desarrollo
de vacunas y tratamientos sino también la evaluacion de la eficiencia y efectividad de los

Mmismos.

Algunos ensayos clinicos nos indican cuales farmacos antirretrovirales deben
utilizarse en el tratamiento y como tomar en consideracion la toxicidad potencial de los
medicamentos. Actualmente en muchos casos se evitan los inhibidores de proteasa (IP)
debido a los desordenes clinicos ligados particularmente a estos farmacos. El uso de la
terapia combinada tomando un IP una vez al dia ha aumentado la adherencia al tratamiento
antirretroviral de las personas infectadas con el VIH, y de esta manera se espera contener el
desarrollo de la resistencia viral. En este sentido, ahora se reconoce la importancia del

tiempo de inicio en la administracion de farmacos en las personas con infeccion cronica.

Actualmente, el estudio del estado latente del virus ha empezado a recibir mayor
atencion. El interés proviene del descubrimiento de células residuales infectadas por el
virus que permanecen en los individuos que reciben terapia anti — VIH altamente eficaz. A
pesar de que estos tratamientos anti — VIH pueden evitar que la progenie del virus sea
infecciosa (inhibidores de proteasa) o hacer que no pueda replicarse (inhibidores de la
transcriptasa inversa). Dichos tratamientos dejan reservorios celulares del virus, los cuales,
aun siendo pocos, pueden comenzar el ciclo infeccioso y dar lugar a cepas resistentes. Es

por esto que son importantes los estudios de los reservorios celulares.

La modelacién matematica puede tener un impacto sustancial en la comprensién de
la infeccion por el VIH. Debido a la dificultad para hacer experimentos en humanos, se
carece de informacion fundamental sobre la dinamica de la infeccion por el VIH. El

modelacion matematica de esta dindmica combinada con los experimentos apropiados ha
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revelado que el VIH es una enfermedad cambiante en las diferentes escalas de tiempo, que
van de horas a dias, hasta semanas, meses o afios, correspondiendo, estas escalas, a
procesos bioldgicos importantes subyacentes a la infeccion por VIH. Esto ha ayudado a
dilucidar la naturaleza de varios reservorios para el virus, surgiendo asi, una discusion seria
sobre la posibilidad de que la terapia prolongada con la combinacion de farmacos altamente

efectivos produzca como efecto final la erradicacion del virus.

En este trabajo se plantea como objetivo principal la caracterizacion teérico - clinica
de la dindmica viral temprana en los pacientes infectados por el VIH con ayuda de un
modelo matematico multicompartimental, considerando tres compartimentos: las células
foliculares dendriticas (FDC), los espacios intersticiales del tejido linfoide (LT) y el plasma
sanguineo (BP). Esta tesis se divide en 5 capitulos. El capitulo 1 ofrece un panorama
general de lo que es el sistema inmunitario: sus 6rganos y células. En el capitulo 2 se hace
una revision sobre la infeccion del VIH: su estructura e inmunopatologia. El capitulo 3
abarca una descripcion de los abordajes terapéuticos que se han usado para combatir a la
infeccion por el VIH. En el capitulo 4 se realiza un revision de los principales modelos
matematicos que se han utilizado para la descripcion de la dinamica viral, ademas se
presenta el modelo multicompartimental y se ofrecen algunas predicciones teoricas. El
capitulo 5 corresponde a un estudio tedrico — clinico de la dinamica viral temprana en
pacientes infectados con VIH sometidos a terapia antirretroviral, se muestran resultados
concernientes a la estimacion de los pardmetros considerados como importantes en la
dinamica viral utilizando el modelo multicompartimental, se hace la discusion de estos

resultados y se establecen las conclusiones del trabajo.



CAPITULO 1

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) infecta a células del sistema
inmunitario, principalmente a aquéllas que tienen en su superficie la proteina de membrana
CD4 (linfocitos T colaboradores y macrofagos). Las células foliculares dendriticas (FDC
por sus siglas en inglés Follicular Dendritics Cells) no son infectadas por el virus pero
sirven de portadoras de éste. Exiten diversos mecanismos de interaccion entre los distintos
tipos de células y el virus lo que hace importante entender como funciona el sistema
inmune ante la presencia en el organismo de agentes propios y extrafios. En este capitulo se
da informacion general sobre el sistema inmunitario: sus 6rganos y células. Aparecen datos
y conceptos generales ampliamente conocidos. La informacion aqui plasmada fue tomada,
en su mayoria del libro de texto Inmunologia de Kuby de TJ kindt asi como del Tratado de
Fisiologia Médica de Guyton.

1. EL SISTEMA INMUNITARIO

El sistema inmunitario esta constituido por los dérganos generadores de celulas
responsables de proteger al organismo de agentes patdgenos como son virus, hongos,
bacterias, parasitos o proteinas extrafias, y otros érganos donde se produce la activacion e

interaccidn de estas células con los agentes patdgenos.
El sistema inmunitario tiene a su cargo dos tipos de inmunidad, a saber:

1) Lainmunidad innata, incluye a los mecanismos moleculares y celulares que ocurren
antes de una infeccion y cuyo fin es prevenirla o eliminarla. Los mecanismos de
reconocimiento de este sistema distinguen de manera precisa entre lo propio y
extrafio, pero no estan especializados para distinguir diferencias pequefias en las
moléculas extrafias. La inmunidad innata consta de las defensas contra la infeccion
gue aun antes del ataque de un patdgeno estan listas para activarse de inmediato. El
sistema de inmunidad innata incluye barreras fisicas, quimicas y moleculares. Las
principales barreras fisicas son piel y membranas mucosas. Entre las barreras
quimicas se incluyen la acidez del contenido estomacal y las moléculas solubles

especializadas con actividad antimicrobiana. La linea celular de defensa innata



comprende una serie de células (neutrofilos, macr6fagos, monocitos, células
asesinas naturales y células dendriticas) con receptores sensibles que detectan

productos microbianos e instigan un contraataque.

2) La inmunidad adaptativa se establece en respuesta a las infecciones y se adapta para
reconocer, eliminar y mas tarde recordar al patégeno invasor. La inmunidad
adaptativa se desarrolla a partir de la innata y comienza pocos dias después de la
infeccion inicial. Constituye una segunda linea de defensa contra los agentes
patdégenos que evaden las reacciones innatas 0 que persisten a pesar de éstas. Una
propiedad importante de la reaccién inmunitaria adaptativa es la memoria. Si el
mismo agente patdgeno u otro estrechamente relacionado infectan al organismo en
una segunda ocasion, las células de memoria aportan los medios para que el sistema
inmunitario adaptativo monte un ataque rapido y a menudo muy eficaz contra el

invasor.

Los sistemas inmunitarios innato y adaptativo funcionan en un sistema altamente
interactivo y cooperativo produciendo una respuesta combinada mas eficaz de lo que

cualquiera de las dos ramas podria producir por si sola.

1.1.  Células del sistema inmunitario

Una reaccion inmunitaria eficaz incluye dos grupos principales de células: linfocitos
y células presentadoras de antigeno. Los linfocitos son uno de muchos tipos de globulos
blancos que se producen en la médula 6sea por el proceso de hematopoyesis (0 sea, la
formacidn de los glébulos rojos y los globulos blancos). Constituyen del 20 al 40 % de los
glébulos blancos del cuerpo y el 99 % de las células de la linfa. En términos generales, los
linfocitos pueden, con base en la funcion y los componentes de la membrana celular,
subdividirse en tres poblaciones principales: células B, células T y células asesinas

naturales.

1.1.1. CélulasB

Las células B o linfocitos B maduran dentro de la médula dsea. Cuando la
abandonan, expresan un receptor de union a antigeno Unico en su membrana. Este receptor

de unién a antigeno o receptor de célula B es una molécula de anticuerpo que esta unida a
11



la membrana. Los anticuerpos son glucoproteinas que constan de dos cadenas
polipeptidicas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras también idénticas (figura 1.1.). Cada
cadena pesada esté unida a una ligera por enlaces disulfuro, y los pares de cadenas pesada y
ligera se conservan unidos entre si mediante enlaces disulfuro adicionales. Los extremos
amino terminales de los pares de cadenas pesada y ligera forman una hendidura dentro de la
cual se unen antigenos. Cuando una célula B virgen halla por primera vez el antigeno que
corresponde a su anticuerpo unido a la membrana celular, la union del antigeno al
anticuerpo hace que la célula se divida con rapidez y su progenie se diferencie en células B
de memoria y células B efectoras llamadas células plasmaticas. Estas Gltimas producen el
anticuerpo en forma que puede secretarse y tienen poco o nada de anticuerpo unido a su

membrana.

COO~ COO~

Figura 1.1 Diagrama esquematico de la estructura de los
anticuerpos (TJ Kindt et al, 2007).

1.1.2. CélulasT

Las células T también se generan en la médula 6sea. A diferencia de las células B,
gque maduran dentro de ésta, las células T migran al timo para madurar. Las células T en
maduracion expresan en su membrana una molécula de unién a antigeno Unica,
denominada receptor de célula T (TCR, del inglés T — Cell receptor). Existen dos
subpoblaciones de células T bien definidas: células T colaboradoras (Ty) y células T
citotoxicas (Tc). Ambos tipos pueden distinguirse entre si por la presencia de
glucoproteinas de membrana CD4 y CD8 en su superficie, respectivamente. La mayoria de

los receptores de células T Unicamente pueden identificar antigenos unidos a proteinas de
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membrana celular llamadas complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, del inglés
major hiscompatibility complex). Las moléculas del MHC son glucoproteinas polimorficas
que se encuentras en las membranas celulares. Existen dos tipos principales de complejos:
MHC clase I, que expresan casi todas las células nucleadas de las especies de vertebrados,
y moléculas MHC clase |1, que s6lo expresan las células presentadoras de antigeno (APC,
del inglés antigen — presenting cells). Cuando una celula T virgen encuentra antigeno
asociado con una molécula MHC en una célula, prolifera y se diferencia en células T de
memoria y células T efectoras.

Una vez que la célula Ty reconoce un complejo de antigeno y molécula MHC clase
Il e interact(a con él, se activa: experimenta una transformacion metabdlica y comienza a
secretar diversas citocinas (proteinas de bajo peso molecular secretadas que regulan la
intensidad y la duracion de la respuesta inmune mediante diversos efectos en los linfocitos
y otras células inmunes). Estas citocinas tienen una funcidn importante en la activacion de
las celulas B, células T¢, macrofagos y otros tipos celulares que intervienen en la respuesta
inmune. Los linfocitos T citotoxicos tienen una funcidn vital en la vigilancia de las células
del cuerpo y la eliminacion de cualquiera que exhiba antigeno, como las células infectadas

por virus, las células tumorales y las células de un injerto de tejido extrafio.

1.1.3. C¢élulas asesinas naturales

Las células asesinas naturales (células NK del inglés natural Killer cell) poseen
actividad citotoxica contra una amplia gama de células tumorales y contra células

infectadas por determinado virus. Forman parte del sistema inmunitario innato.

1.1.4. Fagocitos mononucleares

El sistema fagocitico mononuclear comprende monocitos que circulan en la sangre
y macrofagos que estan diseminados en los tejidos. Los monocitos circulan en el torrente
sanguineo por alrededor de ocho horas, durante las cuales crecen; a continuacién, migran
hacia los diversos tejidos y se diferencian en macrofagos especificos de tejido. Los
macrofagos se dispersan en la totalidad del cuerpo. Algunos residen en tejidos particulares
y se constituyen en macréfagos fijos en tanto que otros permanecen mdviles y se llaman
macrofagos libres o errantes. Las células parecidas a macrofagos tienen diferentes

funciones en distintos tejidos y se denominan conforme a su localizacion tisular como:
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e Macrdfagos intestinales en los intestinos
e Macrdfagos alveolares en el pulmén

e Histiocitos en los tejidos conectivos

e Células de Kupffer en el higado

e Células mesangiales en el rifion

e Células microgliales en el cerebro

e Osteoclastos en el hueso

Los macro6fagos son capaces de ingerir y digerir antigenos exdgenos, como
microorganismos completos y particulas insolubles, y material enddgeno, como células
hospedadoras lesionadas o muertas, desechos celulares y factores de la coagulacion
activados. La adhesion del antigeno (cualquier sustancia que se une de manera especifica
con un anticuerpo o con un receptor en la celula T) a la membrana celular del macréfago da
inicio a la fagocitosis. Los antigenos complejos, como células bacterianas completas o
particulas viricas, tienden a adherirse bien a la membrana y se fagocitan con facilidad; las
proteinas aisladas y las bacterias encapsuladas se adhieren mal y se fagocitan con menor
facilidad. La adhesion induce la generacion de salientes de la membrana, llamadas
seudopodos, envolviendo el material adherido. La fusion de los seuddpodos deja al material
extrafio encerrado dentro de una estructura limitada por una membrana conocida como
fagosoma, que a continuacion ingresa a la via endocitica de procesamiento (figura 1.2.). En
esta via, un fagosoma se mueve hacia el interior de la célula, en donde se fusiona con un
lisosoma para formar un fagolisosoma. Los lisosomas contienen una variedad de enzimas
hidroliticas que digieren el material fagocitado mediante la degradacion del antigeno.
Después se elimina la mayoria del contenido digerido del fagolisosoma mediante un
proceso llamado exocitosis (figura 1.2.). Aunque se degrada y elimina la mayor parte del
antigeno ingerido por macrdfagos algunos productos peptidicos pueden interactuar con
moléculas MHC |1 y formar complejos que se mueven hacia la superficie celular, en donde

se presentan a células Tp.
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Seud6podos

Material degradado expulsado (exocitosis)

Figura 1.2. Fagocitosis y procesamiento de antigeno exdgeno
por macrofagos (TJ Kindt et al, 2007).

1.1.5. Células dendriticas

Las celulas dendriticas (DC, del inglés dendritic cell) estan cubiertas por largas
extensiones membranosas que asemejan a las dendritas de las células nerviosas. Existen
muchos tipos de estas células, y se reconocen al menos cuatro categorias principales: de
Langerhans, intersticiales, derivadas de monocitos y derivadas de plasmacitoides. Las DC
de Langerhans se encuentran en las capas epidérmicas de la piel, y las intersticiales estan
presentes en los espacios intersticiales de todos los 6rganos exceptuando al encéfalo. Las
DC de la tercera categoria surgen de las celulas plasmacitoides. Participan en la defensa

inmunitaria innata y como células presentadoras de antigeno.

Las células dendriticas existen en muchas formas y realizan las funciones de captura
de antigeno en un sitio del organismo y presentacion de antigeno en otro. Fuera de los
ganglios linfaticos, las formas inmaduras de estas células vigilan al organismo en busca de
signos de invasion por patdgenos y capturan antigenos intrusos o externos. Cuando actan
como centinelas en la periferia, las células dendriticas inmaduras toman a su cargo el
antigeno de tres maneras. O bien lo engullen por fagocitosis, lo internalizan mediante
endocitosis mediada por receptor, o lo inhiben por pinocitosis (una modalidad de

endocitosis).

Las ceélulas foliculares dendriticas (FDCs por sus siglas en inglés Follicular

Dendritics Cells) a diferencia de las DCs no se originan en la medula 6sea y tienen
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funciones distintas a éstas. Las FDCs no expresan MHC clase 1. Por lo tanto, no funcionan
como células presentadoras de antigeno para la activacion de los linfocitos Ty. Aunque no
expresan MHC clase 11, las células foliculares dendriticas si expresan concentraciones
elevadas de los receptores de membrana para anticuerpo, lo que permite la formacion
eficiente de los complejos de antigeno y anticuerpo. Este tipo de células se encuentra en los
centros germinales de todos los tejidos linfoides secundarios, donde atrapan y retienen
antigenos en la forma de complejos inmunes (ICs).

1.2.  Organos del sistema inmunitario

Existen varios 6rganos que forman parte de las respuestas inmunitarias y pueden
dividirse en organos linfoides primarios y secundarios. Los organos linfoides primarios
proporcionan microambientes apropiados para el desarrollo y la maduracion de los
linfocitos. Los 6rganos linfoides secundarios atrapan al antigeno, por lo general procedente
de los tejidos proximos o de los espacios vasculares, y son sitios en que los linfocitos

maduros pueden interactuar de manera eficaz con esos antigenos.

1.3.  Organos linfoides primarios

1.3.1. Timo

El timo es el sitio de desarrollo y maduracion de las células T. Es un drgano
bilobulado plano situado arriba del corazén. La funcion del timo es crear y seleccionar un
repertorio de células T que protegeran al cuerpo de infecciones. El timo induce la muerte de
las células T que son incapaces de reconocer complejos de antigeno y MHC y aquellas que
reaccionan con el antigeno propio y MHC con potencia suficiente para representar el
peligro de causar una enfermedad autoinmune. Méas de 95% de los timocitos muere por

apoptosis en el timo sin alcanzar nunca la madurez.

1.3.2. Médula ésea

La médula Osea es el tejido donde se originan los linajes linfoides (células B y

células T), particularmente es el sitio de origen y maduracion de las células B.
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1.3.3. Sistema linfatico

Conforme circula la sangre bajo presion, su componente liquido (plasma) escapa a
través de la pared delgada de los capilares hacia el tejido circundante. Este liquido, llamado
liquido intersticial, permea todos los tejidos y bafia a todas las células. Gran parte del
liquido vuelve a la sangre a través de las paredes de las vénulas. El resto del liquido
intersticial ingresa en una delicada red de tubos de pared delgada llamados vasos linfaticos
primarios. Dentro de estos vasos el liquido, ahora llamado linfa, fluye de la red de tubos

diminutos a una serie de vasos colectores cada vez mas grandes llamados vasos linfaticos.

Cuando un antigeno extrafio penetra en los tejidos, el sistema linfatico lo atrapa y lo
desplaza hacia varios tejidos linfoides organizados, como los ganglios linfaticos, que
atrapan el antigeno extrafio. El sistema linfatico también sirve como un medio para
transportar a los linfocitos y al antigeno de los tejidos conectivos a tejidos linfoides
organizados, donde los linfocitos pueden interactuar con el antigeno atrapado y activarse.

1.4.  Organos linfoides secundarios
1.4.1. Ganglios linfaticos

Los ganglios linfaticos son los sitios en que se activan las reacciones inmunes a
antigenos en la linfa. Son estructuras encapsuladas con forma de habichuela que contienen
una configuracion reticular empacada con linfocitos, macrofagos y células dendriticas. Los
ganglios linfaticos son la primera estructura linfoide organizada que encuentran los
antigenos al penetrar en los espacios tisulares. A medida que se filtra la linfa a través de un
ganglio, cualquier antigeno particulado que se encuentre en ella queda atrapado por la red
celular de células fagociticas y dendriticas. La estructura total de un ganglio linfatico
confiere soporte a un microambiente ideal para que los linfocitos se encuentren y

reaccionen de manera eficaz a los antigenos atrapados.

Desde el punto de vista morfoldgico, un ganglio linfatico puede dividirse en tres
regiones mas 0 menos concéntricas: corteza, paracorteza y médula, cada una de las cuales
da soporte a un microambiente distinto (figura 1.3.). La capa mas externa, la corteza,
contiene linfocitos (sobre todo células B), macréfagos y células foliculares dendriticas

dispuestas en foliculos primarios. Después de un contacto antigénico, los foliculos
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primarios crecen para formar foliculos secundarios y cada uno contiene un centro germinal.
Debajo de la corteza yace la paracorteza, que estd poblada en gran parte por linfocitos T y
contiene asimismo células dendriticas que al parecer migraron de los tejidos al ganglio.
Estas células dendriticas expresan concentraciones elevadas de moléculas MHC clase 11,
que son necesarias para presentar antigeno a las células Ty. La médula estd menos
densamente poblada de células de linaje linfoide, y de las presentes, muchas son células

plasmaticas que secretan de forma activa moléculas de anticuerpo.

Extravasacion
de linfocitos

Foliculo
linfoide <«
primario "\

Capsula

Centros &

germinales —

Linfocito

— Vilvula

Arteria linfitica i
Vena linfatica Vaso linfatico
eferente

Figura 1.3. Estructura de un ganglio linfatico (TJ Kindt et al, 2007).
1.4.2. Bazo

El bazo, situado en la parte alta del lado izquierdo de la cavidad abdominal, es un
organo linfoide secundario, ovoide y grande, que tiene un papel principal en el desarrollo
de reacciones inmunes a antigenos en el torrente sanguineo. El bazo tiene la funcion
particular de filtrar la sangre y atrapar antigenos de origen sanguineo; por consiguiente,

puede reaccionar a infecciones sistémicas.

1.4.3. Tejido linfoide relacionado con mucosas

Las mucosas que recubren a los sistemas digestivo, respiratorio y urogenital tienen
un éarea de superficie combinada de unos 400 m? (casi el tamafio de una cancha de

basquetbol) y son los principales sitios de entrada de la mayor parte de los agentes

18



patdgenos. Estas membranas estan defendidas por un grupo de tejidos linfoides organizados
gue se conocen en conjunto como tejido linfoide relacionado con mucosas (MALT mucosa-
associated lymphoid tissue). El tejido linfoide secundario relacionado con el epitelio
respiratorio se denomina tejido linfoide bronquial (BALT bronchial associated lymphoid
tissue), y el vinculado con el epitelio del tubo digestivo se llama de manera colectiva tejido
linfoide intestinal (GALT gut-associated lymphoid tissue). Desde el punto de vista
estructural, el MALT puede conformar desde grupos laxos, apenas organizados, de células
linfoides en la ldmina propia de vellosidades intestinales, hasta estructuras bien organizadas
de células, como las placas de Peyer, que se encuentran dentro del recubrimiento intestinal.
El MALT también incluye a las amigdalas y al apéndice. Su importancia funcional en las
defensas del cuerpo se comprueba por la considerable poblacion de celulas plasmaticas que
producen anticuerpo, cuyo nimero excede con mucho a la de las células plasmaticas en el

bazo, los ganglios linfaticos y la médula 6sea combinados.

Las células epiteliales de las mucosas desempefian una funcién relevante en la
promocion de la respuesta inmune, al llevar muestras pequefias de antigeno extrafio desde
la luz de las vias respiratorias, digestivas y urogenitales hasta el tejido linfoide relacionado
con la mucosa subyacente. Este transporte de antigeno lo realizan las células M
especializadas, las cuales tienen una invaginacion profunda o bolsa en la membrana
plasmatica basolateral. Esta bolsa esta llena con un grupo de células B, T y macrofagos.
Los antigenos de la luz intestinal se desplazan por endocitosis hacia el interior de vesiculas
que son transportadas desde la membrana luminal (que limita la luz intestinal) hacia la
membrana de la bolsa subyacente. A continuacién las vesiculas se fusionan con la
membrana de la bolsa y llevan a los antigenos a los grupos de linfocitos y células
presentadoras de antigeno contenidos dentro de la bolsa, siendo los mas importantes las

células dendriticas.
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Figura 1.4. Sistema linfoide humano
(http://www.todocancer.com).

1.4.4. Tejido linfoide cutaneo

La piel es una barrera anatomica importante contra el ambiente externo. Constituye
el érgano mas grande del cuerpo, y tiene un papel decisivo en las defensas inespecificas
innatas. La capa epidérmica (externa) de la piel consta en su mayoria de células epiteliales
especializadas llamadas gqueratinocitos. Estas células secretan diversas citocinas que pueden

actuar para inducir una reaccion inflamatoria local.
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CAPITULO 2

Estructuralmente, el VIH estd formado por diversas proteinas que le permiten
efectuar su ciclo biologico dentro de la célula hospedadora, desde la etapa de fusién con el
hospedador hasta su integracion al genoma celular. Una vez que el virus se aloja en el
organismo se inician una serie de etapas infecciosas pasando por una infeccion aguda
caracterizada por un descenso abrupto de los linfocitos CD4, seguida de una fase cronica en
la que se establece un estado de latencia clinica para finalmente desencadenar en un estadio
de SIDA en el que aparecen una serie de enfermedades oportunistas como consecuencia de
la destruccidn progresiva del sistema inmune principalmente de los linfocitos CD4. En este
capitulo se pretende dar una vision detallada de la estructura del VVIH, su ciclo biologico y
sus etapas de infeccion in vivo con la finalidad de lograr el entendimiento y comprension de
los procesos 0 mecanismos involucrados en la interaccion entre el organismo hospedador y

el virus.

2. LAINFECCION DEL VIH/ SIDA

En los altimos afos todas las formas de inmunodeficiencia han quedado opacadas
por una forma epidémica de inmunodeficiencia grave causada por el agente patdgeno
Ilamado virus de inmunodeficiencia humana tipo 1, o VIH — 1. La enfermedad que produce
este virus, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), se inform6 en Estados
Unidos por primera vez en 1981 en las ciudades de Los Angeles, Nueva York y San
Francisco. Los pacientes de cierto grupo evidenciaron infecciones poco comunes, entre
ellas la causada por el hongo patdgeno oportunista Pneumocystis carinii que produce una
neumonia que se conoce como PCP (del inglés P. carinii pneumonia) en personas
inmunodeficientes. Ademas de la PCP, algunos sujetos padecieron sarcoma de Kaposi, un
tipo de cancer muy raro, y otras infecciones por microorganismos oportunistas observadas
también rara vez. La valoracién mas completa de estos individuos puso de manifiesto que
tenian en comin una deficiencia notable en las reacciones inmunes celulares y una
disminucién notoria de la subpoblacidn de células T portadoras del marcador CD4 (células
T colaboradoras). Cuando los epidemi6logos examinaron los antecedentes de los primeros
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pacientes que sufrian este nuevo sindrome, encontraron que, en su mayoria, eran varones
homosexuales. A medida que aumentaba el nUmero de casos de SIDA y se reconocia la
enfermedad en todo el mundo, las personas que se encontraban en alto riesgo de contraerla
eran varones homosexuales, individuos heterosexuales promiscuos de cualquiera de los
sexos, sus parejas, consumidores de sustancias ilicitas por via intravenosa, personas que
habian recibido sangre o sus productos antes de 1985 y lactantes nacidos de madres
infectadas por el VIH. Actualmente, la epidemia del VIH se ha propagado a todo el mundo.
En algunos paises en vias de desarrollo se ha convertido en un verdadero problema de salud
publica y en un reto que vencer dadas las condiciones educativas, econdmicas y sociales
prevalecientes. Por tanto es de suma importancia encontrar terapias efectivas y baratas
accesibles a las comunidades que no cuentan con servicios medicos adecuados, 0

desarrollar métodos para optimizar las terapias actuales (Kindt TJ et al, 2007).

El VIH entra al organismo por via sexual infectando a las células dendriticas (DC)
del sistema inmune, las cuales se encuentran en gran cantidad en todas las mucosas.
Subsecuentemente, el virus puede infectar a los leucocitos que, lo transportan a otras
regiones del organismo. Se sabe que infecta particularmente macrdéfagos y linfocitos CDA4.
El proceso de infeccion consiste en el anclaje del virus en dichas células y la posterior
inyeccion de su material genético en forma de acido ribonucleico (ARN). Mediante la
accion de la enzima retrotranscriptasa proveniente del virus, el ARN viral se transforma en
acido desoxirribonucleico (ADN) y pasa a formar parte de los genes de la célula misma. Al
activarse la célula T CD4 para desarrollar una respuesta inmune, ocurre la transcripcion de
su informacién genética en largas cadenas peptidicas que, mediante la intervencion de la
proteasa (una proteina viral) dan lugar a las proteinas que conformaran los nuevos virus.
Como parte del mecanismo reproductivo del virus, éstos toman parte de la membrana
celular para formar su propia membrana y salen de la célula donde podran iniciar un nuevo
ciclo infeccioso. Este proceso origina durante las primeras semanas posteriores a la
infeccidén una gran cantidad de virus en el torrente sanguineo; y el descenso rapido de la
cantidad de linfocitos T CD4 desde 1000 células por mm?® a 500 células por mm?. Esto hizo
suponer inicialmente que el VIH disminuia los niveles de células T CD4 simplemente
infectandolas y aniquilandolas. Sin embargo este fendmeno de descenso de células T CD4

resultd tener origenes mas complejos (Haase AT, 1999).
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A los pocos dias de que ocurre la infeccidn, aparece una gran cantidad de VIH en
los ganglios linfaticos, asi como en el tejido linfoide intestinal, provocando una respuesta
inmunologica muy intensa para tratar de eliminar al invasor. Aparece una serie de sintomas
comunes a otras enfermedades virales, tales como fiebre, malestar general e hinchazon de
los ganglios linfaticos. Transcurridas de cuatro a seis semanas, los sintomas desaparecen y
la actividad inmunol6gica decrece fuertemente con respecto a los niveles alcanzados
durante estas semanas. La cantidad de virus en el plasma sanguineo disminuye a niveles
dificilmente detectables, mientras que el nimero de linfocitos T CD4 se incrementa hasta
600 por mm® aproximadamente, pero no vuelve a ser tan alto como era antes de la
infeccion.. En tanto, en los tejidos linfaticos disminuye la cantidad de virus. Sin embargo,
el virus no desaparece y se instala de forma crénica y masiva en dichos tejidos, que se
convierten en un reservorio permanente del VIH. A partir de este momento, se inicia un
largo periodo de latencia de la enfermedad, esencialmente asintomatico y durante el cual,
paradojicamente, dia con dia se producen y aniquilan unos mil millones de particulas
virales. El periodo de latencia de la infeccion, dura alrededor de 10 afios, siendo
tipicamente més largo en los jovenes que en los adultos y dependiendo de manera crucial
de los factores genéticos asi como del estado de salud y de nutricion del individuo (Haase
AT, 1999).

2.1. Inmunopatologia de la infeccion por el VIH

Para analizar la inmunopatologia del SIDA es necesario considerar tres aspectos:
1. Los mecanismos mediante los cuales el VIH se adapta y destruye su célula diana.
2. Larespuesta del sistema inmunitario que intenta neutralizar la infeccion por el VIH.

3. Los mecanismos de escape que permiten al VIH eludir esta respuesta inmunitaria.

El ciclo biolégico del VIH, donde intervienen los mecanismos de fusion,
transcripcion inversa e integracion del virus en la célula hospedadora (linfocitos T o
macrofagos), suele llevarse a cabo mediante la intervencion de proteinas virales
fundamentales en cada una de las etapas. El organismo mediante diversos procesos que
abarcan tanto a la inmunidad innata como a la adaptativa se defiende del ataque del virus
manteniéndolo en un estado latente. Sin embargo, los mecanismos de escape viral permiten
al VIH eludir la respuesta inmunitaria del organismo de tal manera que pasa de un estado
de latencia prolongado a uno caracterizado por un conjunto de enfermedades oportunistas
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denominado SIDA (Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida).
2.1.1. Estructura del VIH

Visto por microscopia electronica, el VIH — 1 tiene las caracteristicas de un
lentivirus, con una parte central conica compuesta de la proteina de la capside Gag p24
viral (figura 2.1.). Por convencion, la proteina viral (p) se sefiala con un nimero que
corresponde al tamafio (masa atomica) de la proteina (x1000). El virion mide entre 100 y
120 nm de didametro aproximadamente, y presenta formas morfoldgicas heterogéneas
(Kuznetsov et al, 2003). Los virus infecciosos contienen la envoltura y tres proteinas
estructurales de Gag: la matriz (p17), la capside (p24) y la nucleocapside (NC, p7) (Gomez
C y Hope TJ, 2005). La matriz forma el cascaron interno en la particula, justo debajo de la
membrana viral. La capside forma el centro conico que incluye el ARN genomico viral, y la
nucleocapside interactua con el ARN viral dentro de la capside. Estas proteinas virales son
generadas por la proteasa viral (PR) al procesar la poliproteina precursora del VIH — 1: p55
Gag. La localizacion de las proteinas Gag en el precursor p55 es la siguiente:
pl7/p24/p2/p7/pl/p6. Gag p55, en su forma no escindida, tiene tres dominios: el que apunta
a la membrana (M), de interaccion (1) y tardio (L) (Gomez C y Hope TJ, 2005). EI dominio
M, situado dentro de la region de la matriz, apunta a la proteina de Gag hacia la membrana
plasmatica. EI dominio | es responsable de la accion entre los monomeros de Gag y se
encuentra dentro de la nucleocapside. EI dominio L, también dentro de la nucleocapside,
media la gemacion retroviral, que involucra a la region p6 de la poliproteina de Gag (Freed
EO, 2002).

Dentro del nucleoide o céapside de Gag estan dos filamentos, generalmente
idénticos, de ARN. A éstos se une la polimerasa de ADN viral dependiente de ARN, Pol,

Ilamada también transcriptasa inversa (RT, p66, p51), y las proteinas de la nucleocapside
(P9 y p6).

Las proteinas Vif y Nef se relacionan muy cerca con el centro del virus (Camaur D y
Trono D, 1996, Liu H et al, 1995, Pandori MW, 1996). El producto accesorio viral Vpr
también se encuentra dentro del viridn, y usualmente fuera del centro (Lu YL et al, 1993,
Yu X et al, 1993). La presencia de todas estas proteinas virales dentro de las particulas del

virion sugiere que desempefian un papel durante los acontecimientos tempranos de la
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infeccion por VIH. Las proteinas de la envoltura se derivan de una glucoproteina precursora
de 160 kDa, gp160, que se escinde dentro de la celula (muy probablemente por la accion de
enzimas celulares en el aparato de Golgi) formando una proteina superficial externa de la
envoltura, gp120 y una proteina transmembranal, gp41 (McCune JM et al, 1988). Estas
proteinas se transportan a la superficie de la célula, donde las porciones central y amino
terminal de gp4l se expresan en el exterior del virion. ElI segmento del asa de gp4l es
importante para la fusién de la membrana del virus con la membrana celular (Pascual RM
et al, 2005). La region central de esta proteina transmembranal se une a gp120 viral externa
de manera no covalente, sobre todo en dos regiones hidrofobicas en las terminales amino y
carboxilo de gp120 (Helseth E et al, 1991). La proteina gp120 del virion se localiza en la
superficie del virus y contiene los sitios para el acoplamiento de los receptores celulares y
los principales dominios de anticuerpos neutralizantes (Chang TC et al, 1986). Tat es una
proteina importante implicada en la regulacion positiva de la replicacion del VIH (Greene
WC vy Peterlin BM, 2002, Peterlin BM, 1995). Rev es otra proteina reguladora viral que
participa en las etapas de procesamiento y transporte del ARN mensajero del VIH al

citosol.

p32

Proteasa
pl0

Proteinas MHC — B U Inversotranscriptasa (p64) -l

Figura 2.1. Estructura del VIH. a) Proteinas estructurales del virion (para mas detalle véase el texto) b)
Micrografia electronica de viriones de VIH (TJ Kindt et al, 2007).

La proteina viral Nef parece tener una variedad de posibles funciones, incluidas la
activacion de la célula y el aumento de la infectividad. Interactta con proteinas celulares
para estimular la transduccion de sefiales y la activacion celular (Sawai ET et al, 1996). Por
su parte, las proteinas Vif, Vpr, y Vpu afectan el esamblaje del virus, su ciclo celular,

gemacion e infectividad durante la produccion de virus infecciosos (Greene WC y Peterlin
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BM, 2002, Peterlin BM, 1995). La polimerasa del ADN que depende del ARN actla en los
primeros pasos de la replicacion del virus para formar una copia de ADN de cadena doble
(ADNCc) del ARN viral. La integrasa actta dentro del nicleo de la célula incorporando el
ADNCc viral en el ADN cromosomico del hospedero. A través del procesamiento de las
poliproteinas de Gag y de Gag — Pol dentro del virion gemado, la proteasa induce la

maduracion de la particula viral en un virus infeccioso (Greene WC y Peterlin BM, 2002.

Peterlin BM, 1995).

Tabla 2.1. Proteinas del VIH y sus funciones (Levy JA, 2008)
Proteinas ’\igm:gglﬁigg)y Funcién

p24 Capside (CA) proteina estructural
pl7 Proteina de la matriz (MA), miristilada

Gag p7 Proteina de la nucleocapside (NC); ayuda a la transcripcion inversa

p6 Papel en la gemacién (dominio L)
Polimerasa P66, p51 Transcriptasa inversa (RT)
(Pol)
Proteasa (PR) p10 Procesamiento postraduccional de proteinas virales
Integrasa (IN) p32 Integracion del ADNc viral
Envoltura (Env) gpl20 Superficie de la proteina de la envoltura

gp4l Proteina transmembranal de la envoltura

Tat pl4 Transactivacion

Rev p19 Regulacion de la expresion del ARNm viral

Nef p27 Pleiotrdpico, puede incrementar o disminuir la replicacion viral

Vif p23 Incrementa la infectividad del virus y transmisién de célula a célula,

ayuda en la sintesis de ADN proviral y/o en el ensamblaje del virion

Vpr p15 Ayuda en la replicacion del virus, transactivacion

Vpu p16 Ayuda en la liberacidn del virus, interrumpe los complejos gp160:CD4

Tev p26 Actividades Tat/Rev

2.1.2. Ciclo biologico del VIH

El primer paso en el ciclo bioldgico del VIH es la entrada del virus en la célula del
organismo principalmente linfocitos CD4 (Greene WC vy Peterlin BM, 2002), representa un
proceso secuencial que se produce mediante la interaccion del virus con distintas moléculas
ubicadas en la membrana celular. En la superficie de las células dendriticas existen
determinadas lectinas, como DC — SIGN y L — SIGN a las que se adhieren con alta afinidad

los numerosos virus, entre los que se encuentra el VIH (Van Kooyk Y y Geijtenbeek TB,
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2003). Este proceso “atrapa” y concentra los viriones en la membrana plasmética lo que

facilita enormemente la propagacion viral.

A partir de esta localizacion en la membrana de las células dendriticas, las particulas
virales infectan a los linfocitos CD4 mediante un proceso de varias etapas, en el que
interactian con dos tipos de receptores: un receptor especifico y comin a todas las
variantes del VIH, la molécula de CD4, y dos correceptores (CCR5 y CXCR4)
pertenecientes a la familia de las quimiocinas (Berger EA et al, 1999). En funcién del
correceptor con que se interactia, el VIH se clasifica en tres variantes: R5 (utiliza
exclusivamente el correceptor CCR5); X4 (utiliza exclusivamente el correceptor CXCR4),
0 R5X4 (aquellos virus que pueden entrar en la célula utilizando cualquiera de los dos
correceptores). Tras la interaccion con CD4, la proteina de la superficie viral gp120
experimenta un cambio estructural que le permite la union con los correceptores virales
CCR5 y/o CXCR4 (Wyatt R.y Sodroski J, 1998). Dicha unién es necesaria para inducir la
fusion de la membrana viral con la membrana celular y lleva a la internalizacion de la
capside viral y su desensamblaje parcial en el citoplasma celular (figura 2.2.). Esto permite

la retrotranscripcion del genoma viral constituido por dos hebras de ARN monocatenario.

La retrotranscriptasa (RT) o transcriptasa inversa es la enzima viral responsable de
la retrotranscripcion del genoma viral. Esta polimerasa convierte el ARN monocatenario en
ADN bicatenario proviral. Una vez sintetizado, el ADN proviral se acopla a una serie de
factores celulares y virales formando el “complejo de preintegracion” que es transportado al
nacleo, donde tendra lugar la integracion del ADN viral en el genoma de la célula
hospedadora. A partir de la integracion, el VIH puede seguir un comportamiento variable:
permanecer latente, o experimentar su replicacion masiva con el consiguiente efecto
citopatico sobre la célula infectada. La iniciacién de la transcripcion del genoma viral
depende de factores celulares, entre los que destaca la familia de factores de transcripcion
Rel/NF — kB (Alcami J et al, 1995). Este factor no existe en forma activa en los linfocitos
CD4 en estado de reposo celular. Su produccion es inducida Unicamente en el curso de los
procesos de activacion inmune, por lo que la replicacion del VIH depende absolutamente de
la activacion de los linfocitos infectados (Bermejo M et al, 2004). Una vez iniciada la
sintesis del ARN viral, la expresion de la proteina viral Tat aumenta la tasa de transcripcion

del genoma del VIH vy, en cooperacion con otros factores celulares, permite la elongacion
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completa del ARN mensajero (ARNm) del virus (Emerman M y Malim MH, 1998). El
ARNmM del VIH se sintetiza en forma de un Unico transcrito que debe ser transportado al
citosol y procesado en ARN de distintos tamafos. Ambas etapas, procesamiento y
transporte, son realizadas fundamentalmente por la proteina viral Rev. Después de su
sintesis, las proteinas virales deben ser procesadas antes de ensamblarse para poder formar
particulas virales maduras (Von Schwedler UK et al, 2003). En este proceso participan

proteasas celulares y la proteasa viral.

VIH
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Figura 2.2. Ciclo biolégico del VIH. El ciclo bioldgico se distingue de tres etapas caracteristicas
a saber:fusién, transcripcién inversa e integracion (http://www.ctv.es/USERS/fpardo/virus.htm).

2.1.3. Etapas de la infeccion por el VIH in vivo
2.1.3.1. Etapas tempranas de la infeccion

En la transmision por via sexual las primeras células diana del virus son las células
dendriticas y de Langerhans, situadas en la submucosa y los linfocitos circundantes. La
migracién de células presentadoras y linfocitos infectados, primero a ganglios regionales y
posteriormente a 6rganos linfoides distantes, hace que el virus se disemine a todos los
organos linfoides en una semana (Haase AT, 1999). En este momento el numero de

linfocitos infectados es similar al observado en la fase crénica de la infeccion.
2.1.3.2. Fase cronica de la infeccion

Los érganos linfoides representan el gran reservorio donde se producen los

fendmenos de infeccion y propagacion del VIH. En el estudio de los ganglios linfaticos se
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observa una enorme cantidad de viriones extracelulares que se disponen principalmente en
los espacios interdigitantes de las células dendriticas, en estrecho contacto con los linfocitos
(Haase AT et al, 1996). Esta acumulacion de viriones en la membrana se debe a la
interaccion con la lectina DC — SIGN que potencia la infectividad del VIH. A proporcion
muy baja de linfocitos infectados (inferior al 1%) el VIH se replica activamente, mientras
que la mayoria de linfocitos alberga un genoma proviral latente. Se cree que la poblacion de
linfocitos CD4 activados es la responsable de la ingente produccién de viriones observada
en los pacientes infectados y que representa la poblacion destruida por efecto citopatico
directo, misma que tiene una vida media menor a 24 hr (Perelson AS et al, 1996). La
progenie viral producida infecta a su vez linfocitos activados, especialmente aquellos que
se encuentran en fase de division para “regenerar” los linfocitos destruidos o los linfocitos
CD4 especificos del VIH activados tras reconocer los antigenos virales, lo que les hace
mas susceptibles a la infeccion viral (Douek DC et al, 2002). La poblacion latente
representa el reservorio de la infeccion viral en los linfocitos CD4 y es inaccesible a la

respuesta inmunitaria al no expresar productos virales en su membrana.
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Figura 2.3. Curso de la infeccién por VIH — 1 (www.scielo.org.ar)

2.1.3.3. Estadio de SIDA

A medida que la infeccion progresa, la destruccién del sistema inmunitario tiene
como consecuencia un aumento en la replicacion viral. Esta replicacion acelerada permite
una mayor generacion de mutantes, con lo cual aumenta la posibilidad de evasion viral y de

aparicion de variantes mas citopaticas. La elevacion de la carga viral y el rapido descenso
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en la cifra de linfocitos CD4 son los marcadores de la replicacion “salvaje” del virus en

ausencia de los mecanismos de control inmunologico (Alcami J, 2004).
2.1.4. Mecanismos de linfocitopenia CD4

La destruccion de los linfocitos CD4 representa el evento mas caracteristico de la
infeccion por el VIH. Dada la agresiva cinética de la replicacion viral, se postulo
inicialmente que la destruccion de los linfocitos CD4 era una consecuencia directa de la
replicacion viral y del consiguiente efecto citopético en la célula infectada (Ho DD et al,
1995). Sin embargo, otros mecanismos de destruccion indirecta o de bloqueo linfocitario
ocasionan la inmunosupresion, la destruccion linfocitaria por efecto citopatico directo no
explica todos los fendbmenos de desregulacion inmunitaria que se observan en el SIDA

(vease secciones subsecuentes) (Alcami J, 2004).

2.1.4.1.  Destruccion de CD4 por efecto citopético

Los modelos matematicos desarrollados con base en la observacion de las
modificaciones en los niveles de carga viral y de los linfocitos CD4 a consecuencia del
tratamiento con farmacos de gran eficacia antirretroviral estiman que alrededor de 10°
linfocitos CD4 se destruyen diariamente por efecto citopético directo del VIH (Perelson AS
et al, 1996). Sin embargo, algunos autores han demostrado que la acumulacion de virus en
los ganglios genera un fendmeno de atrapamiento de los linfocitos en los 6rganos linfoides
en torno a las células dendriticas recubiertas de viriones (Haase AT et al, 1996). El
fendmeno de aumento de CD4 que se produce en las primeras semanas tras el inicio de
tratamiento antirretroviral manifiesta de hecho una redistribucion de los linfocitos y no un
aumento neto de éstos (Pakker NG et al, 1998). Por lo tanto, los datos actuales apuntan a
que la linfocitopenia CD4 no es Unicamente consecuencia de la destruccion linfocitaria por
efecto citopatico directo, producto de la replicacion del VIH vy, sugieren que otros
mecanismos de destruccion indirecta o de bloqueo de la proliferacion linfocitaria estan
involucrados en la grave inmunosupresion que se produce en el curso de la infeccién
(Alcami J, 2004).

2.1.4.2. Destruccién mediante mecanismos inmunitarios

Los linfocitos CD4 infectados se transforman en dianas del sistema inmunitario y al
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expresar peptidos virales en sus moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
clase I (MHC - 1) son suceptibles de reconocimiento y destruccién por linfocitos citotoxicos
(McMichael AJ et al, 2001). En los modelos experimentales se ha demostrado que la
infusion de linfocitos CD8 activados por el VVIH origina una disminucion en el nimero de
linfocitos CD4 infectados (Brodie SJ et al. 1999).

2.1.4.3. Destruccion secundaria a la accién de proteinas toxicas del virus

Numerosos datos experimentales apoyan la hipétesis de que el VIH puede inducir
apoptosis tanto en los linfocitos infectados como en los no infectados a través de muiltiples
mecanismos: activacion crdnica, interaccion entre los receptores y la envoltura viral, efecto
toxico de proteinas virales, aumento en la expresion de ligandos citotoxicos y sintesis de

citocinas por linfocitos y macrofagos (Gil J et al, 2004).

La proteina gp120 representa probablemente el factor proapoptotico mas importante
del VIH. Se ha demostrado que tanto el contacto de las particulas virales como el de la
proteina gp120 con los receptores de los linfocitos CD4 no infectados inducen apoptosis al
activar una serie de rutas metabdlicas, que a su vez inducen las vias extrinseca e intrinseca
de la apoptosis (Cloyd MW et al, 2001, Ferry KF et al, 2000). Ademas de la gp120, se ha
descrito que tres proteinas reguladoras, Tat, Vpr y Nef tienen un efecto proapoptético por

distintos mecanismos.
2.1.4.4. Bloqueo en la regeneracion linfocitaria

Cuando se inicia la reconstitucion inmunolégica después de administrar el
tratamiento antirretroviral, se observa un aumento en la cinética de division linfocitaria en
la subpoblacién CD4 respecto a los sujetos infectados sin tratamiento y a los pacientes
seronegativos. Este hecho demuestra que durante la fase cronica de la infeccién el VIH
bloguea la activacion y proliferacion de los linfocitos CD4 (McCune JM, 2001).
Unicamente con la disminucion de la carga viral plasmatica a niveles indetectables el
sistema es capaz de entrar en ciclo de mitosis a una mayor velocidad. Este bloqueo puede
producirse tanto a nivel central (timo o médula ésea) como periférico (6rganos linfoides)
(Fry TJ y Mackall CL, 2001).
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2.1.45. Alteraciones en la redistribucién linfocitaria

La acumulacion de las particulas virales en los érganos linfoides, especialmente los
ganglios linfaticos, produce un reclutamiento de los linfocitos en estas zonas. Por tanto, la
linfocitopenia CD4 no es Unicamente debida a fendmenos de destruccién linfocitaria sino
también a un secuestro de linfocitos en los érganos linfoides (McCune JM, 2001).

2.1.4.6. Hiperactivacion y agotamiento del sistema inmunitario

Segun esta hipotesis, la intensa replicacion viral induciria un estado de sobrecarga
antigénica y activacion continua del sistema inmune, que conllevaria un aumento en el
namero de ciclos de divisién de linfocitos, en particular de los linfocitos CD8 (Hazenberg
MD et al, 2000). Esta cinética incrementada dificultaria la homeostasis normal del
compartimento de linfocitos activados, mismos que serian destruidos por programas de
apoptosis al cabo de un numero de divisiones, lo que haria que disminuyera la generacion

de los linfocitos de memoria.
2.1.5. Respuesta inmunitaria frente a la infeccion por VIH
2.1.5.1. Respuesta humoral

La infeccion por el VIH induce una intensa respuesta de anticuerpos hacia
practicamente todas las proteinas reguladoras y estructurales del VIH (Bandrés JC y Zolla —
Pasner S, 1999). Algunos de estos anticuerpos, especialmente los dirigidos hacia gp4l y
hacia los dominios variable 3 (V3) y de interaccién con CD4 de la proteina gp120, tienen
capacidad neutralizante in vitro (Nabel GL y Sullivan NJ, 2000) y en experimentos de
inmunoterapia adoptiva in vivo (Mascola JR et al, 2000). Sin embargo, la produccion de
anticuerpos con capacidad neutralizante es escasa y muy rapidamente se observa un escape
viral a los mismos (Richman DD et al, 2003). Esto probablemente se debe a que las partes
expuestas y mas inmunogenas de la proteina gp160 en su forma “compacta” son regiones
altamente variables que inducen la sintesis de anticuerpos hacia los que el escape viral es
sencillo mediante la mutacion de los epitopos reconocidos. Por el contrario, los epitopos de
interaccién con el receptor, que estdn mucho mas conservados y que serian capaces de
inducir anticuerpos neutralizantes de amplio espectro, sélo se exponen cuando la proteina
se despliega por la unién con CD4 (epitopos inducidos por la union de CD4) (Kwong PD et
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al, 2002, Wei X et al, 2003). Esta respuesta antiviral es incapaz de erradicar el virus que ya
se ha acantonado en las primeras horas de la infeccion en el organismo y se limita a
contener (aunque sea en una proporcion importante) la replicacion viral. Se establece asi

una infeccién cronica persistente en el sujeto infectado.
2.1.5.2. Respuesta celular

La mayoria de los resultados de investigacion muestran que las respuestas CD4 y
CD8 representan probablemente los mecanismos mas importantes de proteccion ante el
VIH (McMichael AJ y Rowland — Jones SL, 2001).

2.1.5.3. Fase cronica de la infeccion

En la fase cronica de la enfermedad se mantienen durante afios respuestas celulares
y humorales intensas frente al VIH. Esta falta de atenuacion de la respuesta refleja, por una
parte, la intensidad y la cronicidad de la replicacion viral, que sigue estimulando
persistentemente el sistema inmunitario, y por otra, la capacidad de éste para controlar
durante largos periodos la replicacion masiva que se produce a lo largo de toda la
enfermedad. Sin embargo, los mecanismos de inmunosupresion y de destruccion de los
linfocitos CD4 por el VIH se producen de forma persistente, y a medio plazo conllevaran
una incapacidad progresiva del sistema inmunitario para contener la replicacion viral. A
esto se unird la emergencia de variantes mas agresivas del VIH que aumentaran la
destruccion inmunoldgica, y desplazara el equilibrio virus — hospedador a una situacion en
la que el virus se replica de forma acelerada y el hospedador esta en una grave

inmunosupresion (Alcami J, 2004).
2.1.5.4. Estadio avanzado de la enfermedad

Los estadios finales de la enfermedad se caracterizan clinicamente por la aparicion
de infecciones oportunistas. Desde el punto de vista inmunoldgico, por la caida de
linfocitos CD4, y con respecto al virus, por la elevacion de la carga viral. En esta etapa se
observa un deterioro de la respuesta humoral y celular frente al VIH: disminuyen los
niveles de anticuerpos ante p24 y otras proteinas virales, decrece la tasa de anticuerpos
neutralizantes, la actividad citotdxica y el namero de linfocitos CD8, y se observa un
deterioro en la actividad citotdxica mediada por anticuerpo (ADCC) y NK. Esta situacion
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de “cataclismo inmunologico” es debida probablemente a un aumento en la cinética de
replicacion viral debido a la generacion de mutantes de escape, incapaces de ser contenidos
por el sistema (Alcami J, 2004).

2.1.6. Mecanismos de escape viral
2.1.6.1. Variabilidad genética

La variabilidad del VIH se debe a la alta tasa de error de la transcriptasa inversa
(una sustitucién por 10° — 10* nucleétidos por ronda de copia). Esta falta de fidelidad
genera una alta diversidad en las proteinas del virus, que le permite escapar al control de la
respuesta inmunitaria especifica. EI VIH dispone por tanto de un mecanismo de escape
inmunitario comun a otros virus ARN, a los que el alto indice de variabilidad les permite

encontrar agujeros en el repertorio inmunoldgico (Alcami J, 2004).

2.1.6.2. Mutaciones en los epitopos virales reconocidos por linfocitos T
citotdxicos (CTL)

Un aspecto no comprendido totalmente en la infeccion por VIH — 1 es el por qué a
pesar de las respuestas inmunitarias potentes en la primoinfeccién no se contiene la
replicacion viral. Aunque se han propuesto varias explicaciones la mas documentada es la
del escape viral a través de los epitopos del virus (Borrow P et al, 1997). El escape de la
respuesta CTL se debe a las mutaciones puntuales de los epitopos virales que interaccionan

con el surco de las moléculas del MHC.
2.1.6.3.  Caracteristicas bioquimicas de la envoltura viral

La estructura de la envoltura viral en su forma nativa oculta los dominios de
interaccién con los correceptores virales debido a la estructura trimérica y al plegamiento
de la proteina (estos procesos son denominados exclusion oligomérica y enmascaramiento
entropico respectivamente) (Wyatt R et al, 1998). La exposicion de estos epitopos
conservados y su identificacion por los anticuerpos neutralizantes se produce en el
momento de interaccion entre la membrana viral y celular, un contexto en el que la eficacia
de los anticuerpos es menor dada su baja accesibilidad (Kwong PD et al, 2002). Un

segundo mecanismo de escape, mas clasico, es el de la mutacion epitopica en las regiones
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hipervariables que se encuentran en el dominio externo de la envoltura viral. Sin embargo,
trabajos recientes demuestran que el escape a estos anticuerpos no requiere en ocasiones de
la mutacién epitopica, sino que puede producirse por glucosilacion de los residuos y
formacion de estructuras de hidratos de carbono sobre la gpl20 viral denominadas
“escudos glicano”, que constituyen auténticas barreras a la accion de los anticuerpos
neutralizantes. A lo largo de la evolucion en un paciente determinado las envolturas virales
van haciéndose progresivamente mas resistentes a todo tipo de neutralizacién por
anticuerpos, al acumular los mecanismos de escape descritos previamente (\Wei X et al,
2003).

2.1.6.4. Rapidez en el establecimiento de la infeccion

El establecimiento de la infeccion por el VIH después de su inoculacion en el
organismo por via sexual es un proceso muy rapido. En unas horas se produce la infeccion
de las células linfoides de la submucosa vaginal y/o rectal y en 7 dias la infeccion se
propaga a los ganglios linfaticos sistémicos, en los que la carga viral y proviral alcanza
niveles de similares a los observados en la infeccion cronica (Haase AT, 1999). La rapidez
de instauracion de estos reservorios representa un gran obstadculo al control de la
replicacion viral, ya que el virus se establece en los linfocitos infectados y persiste en ellos

incluso después de iniciada una respuesta inmune especifica.
2.1.6.5. Latenciay reactivacion

El VIH es capaz de infectar en forma latente sus células diana y de escapar asi a la
vigilancia inmunoldgica ya que evita que se expresen productos virales en la membrana.
Por otra parte, los procesos de reactivacion - reinfeccion son extraordinariamente rapidos
(Bermejo M et al, 2004) y se producen en los centros germinales de los 6rganos linfoides,
que presentan un microambiente celular idoneo para el proceso de infeccién de los
linfocitos activados circundantes. En confirmacion de estos datos se ha demostrado que los
clones linfocitarios CD4 especificos frente al VIH, que se encuentran activados, se infectan
en una proporcion elevada, lo que ocasiona una inmunosupresion preferente de las
respuestas especificas frente al VIH (Douek DC et al, 2002). Es importante sefialar que la
generacion continua de las nuevas células latentemente infectadas a partir del

compartimento de la replicacion viral activa, genera un “archivo continuo” de los cambios
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del virus a lo largo de la enfermedad, incluyendo a los genomas mutados de resistencia al
tratamiento y a las variantes de escape inmunitario. EI compartimento latente no es, por
tanto, estatico y el VIH, en cierta manera, almacena su “historia” en el mismo, lo que
constituye un mecanismo de escape tanto al tratamiento con antirretrovirales como ante

futuras vacunas (Blankson JN et al, 2002).
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CAPITULO 3

El entendimiento del ciclo biolégico del VIH en la célula ha permitido el desarrollo
de farmacos eficaces que actian en alguna de las etapas del ciclo: inhibiendo la fusion
(inhibidores de fusion), la transcripcion inversa (inhibidores de transcriptasa inversa), la
integracion (inhibidores de integracion) o la maduracion del virus como agente infeccioso
(inhibidores de proteasa). Las terapias actuales suelen ser una combinacion de dos 0 méas de
estos farmacos. Con ello se aumenta la efectividad de los mismos. En este capitulo se dan a
conocer los medicamentos mas comunes usados actualmente, para contrarrestar el ataque

del virus.
3. TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL

El desarrollo de una vacuna para prevenir la diseminacion del SIDA es una
prioridad maxima para los inmunoldgos, pero también tiene importancia critica desarrollar
farmacos y tratamientos que reviertan los efectos del VIH — 1 en los sujetos infectados. El
ciclo de vida del VIH — 1 manifiesta varios puntos susceptibles de bloqueo por agentes
farmacéuticos (figura 3.1.). La clave para los buenos resultados de estos tratamientos se
encuentra en que sean especificos para el VIH — 1 e interfieran en grado minimo con los
procesos celulares normales. Hasta ahora son dos los tipos de agentes antivirales que han
encontrado aplicacion frecuente (tabla 3.1). El primer éxito terapéutico fue el de los agentes
que interfieren en la transcripcidn inversa del RNA en cDNA viral. Diversos medicamentos
ya en uso operan en esta etapa. Una segunda etapa de la multiplicacién viral que ha
resultado accesible al blogueo es el momento en que las proteinas precursoras se escinden
en las unidades necesarias para la formacion de un nuevo viribn maduro. Esta etapa
requiere de la accion de una proteasa viral especifica que puede ser inhibida por ciertos
agentes quimicos; con lo cual se impide la formacion de particulas virales infecciosas. Un
tercer tipo de farmaco recién aprobado, la enfuvirtida, es un inhibidor de la fusion que
impide que el virus ingrese en las células blanco. Un cuarto tipo de farmacos son los
inhibidores de integrasa que actlan en la etapa de integracion del virus, inhibiendo la

funcion de la enzima viral integrasa.

37



3.1. Inhibidores de la transcriptasa reversa

El primer farmaco exitoso que se encontr6 fue un inhibidor de la transcriptasa
inversa. EI compuesto que se habia sintetizado previamente para ser usado en el cancer, 3' —
azido — 3' deoxitimidina (AZT) (también llamado zidovudina), inhibia de manera
importante la transcriptasa inversa del virus (RT) y la replicacion in vitro del VIH. Su
mecanismo de accion involucraba tanto la terminacion de la produccion del ADN viral,
como por la competencia por nucledsidos utilizados por la polimerasa viral. Sin embargo,

se desconoce el o los mecanismos exactos de la actividad del AZT in vivo.

Poco tiempo después, se reportd la eficacia del AZT en la prevencion del inicio de
los sintomas de la infeccion por VIH (Dournon E et al, 1988).

Hasta hoy han salido al mercado varios inhibidores de la transcriptasa inversa
analogos de nucledsidos (NRTI) que compiten con los nucleodsidos utilizados por la RT
viral para producir provirus de ADN (tabla 3.1). También se han introducido para el
tratamiento tres inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucledsidos. Estos
bloguean el bolsillo hidrofébico dentro del dominio de la polimerasa de la subunidad p66
de la RT. El uso combinado de los NNRTI con los NRTI ha demostrado tener efectos

antivirales sumamente dramaticos (Deek SG, 2006).

3.2.  Inhibidores de proteasa

Los inhibidores de proteasa (PI) bloquean la accion de otra enzima del VIH, que
también es codificada por el gen pol. La proteasa autocataliza su propia proteina precursora
y luego escinde otros polipéptidos para favorecer que otras proteinas virales sean
funcionales, especialmente las del nicleo viral. En general, esta actividad sucede dentro del
virion durante o después de la gemacion a partir de la superficie celular y es bloqueada por
los PI. Sin embargo, cada uno de los Pl tiene efectos adversos considerables y puede tener
interaccién con otros medicamentos. Por ejemplo, deben considerarse varios factores
cuando se recetan los PI, incluida su interaccion con varias estatinas, antibidticos,
anticoagulantes y otros farmacos antirretrovirales (Deichmann M et al, 1997, Piscitelli SC y
Gallicano KD, 2001), asi como suplementos alimenticios (Piscitelli et al, 2002). Hasta el
momento ninguno de los Pl ha mostrado entrar de manera eficaz al liquido cefaloraquideo

(LCR) y debe considerarse el desarrollo de cepas resistentes a los farmacos en estos
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santuarios.

Tabla 3.1. Algunos farmacos contra el VIH utilizados en la clinica (JK Thomas et al, 2007)

Nombre genérico

Posologia tipica

Algunos efectos adversos potenciales

INHIBIDORES DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA: ANALOGOS DE NUCLEOSIDO

Didanosina (ddI)

Dos comprimidos dos veces al dia con el
estébmago vacio

Nauseas, diarrea, inflamacion pancreatica,
neuropatia periférica

Entricitabina (TTC)

Un comprimido una vez al dia

Cefalea, diarrea,nausea, exantema

Lamivudina (3TC)

Un comprimido dos veces al dia

Por lo general ninguno

Estavudina (d4T)

Un comprimido dos veces al dia

Neuropatia periférica

Zalcitabina (ddC)

Un comprimido tres veces al dia

Neuropatia periférica, inflamacién bucal,
inflamacién pancreatica

Zidovudina (AZT)

Un comprimido dos veces al dia

Nduseas, cefalea, anemia, neutropenia
(bajos recuentos de neutréfilos), debilidad,
insomnio

Comprimido con lamivudina y zidovudina

Un comprimido dos veces al dia

Igual que con zidovudina

Nausea, vomito, diarrea, acidosis lactica

Abacavir Dos comprimidos una vez al dia B
(hepatopatia grave)
Tenofovir Un comprimido una vez al dia Ndusea, vomito, mayor riesgo de fracturas
INHIBIDORES DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA: NO ANALOGOS DE NUCLEOSIDO
Cuatro comprimidos tres veces al dia
Delavirdina (mezclados con agua); no tomar durante una | Exantema, cefalea, hepatitis
hora antiacidos o didanosina
Nevirapina Un comprimido dos veces al dia Exantema, hepatitis
Efavirenz Un comprimido una vez al dia Mareo, insomnio, exantema
INHIBIDORES DE PROTEASA
- . Célculos renales, nausea, cefalea, vision
Dos comprimidos tres veces al dia con el .
. . . - borrosa, mareo, exantema, sabor metalico,
L estdmago vacio o con un bocadillo bajo en| ;. == s
Indinavir - distribucion anormal de grasa, elevacién de
grasa y no dentro de las horas siguientes a |, . .~ - :
. . triglicéridos y colesterol, intolerancia a la
didanosina
glucosa
Lo . Diarrea, distribucion anormal de la grasa,
. Tres comprimidos tres veces al dia con L P
Nelfinavir S elevacion de triglicéridos y colesterol,
algun alimento : .
intolerancia a la glucosa
. - . Néausea, vomito, diarrea, dolor abdominal,
Seis comprimidos dos veces al dia (o cuatro ) - .
PR .. || cefalea, sensacion de pinchazos en la piel,
. . dos veces al dia si se toman con saquinavir) " o A,
Ritonavir - hepatitis, debilidad, distribucion anormal de
con alimentos, pero no dentro de las dos o R
h L - - grasa, elevacion de triglicéridos vy
oras siguientes a didanosina ) .
colesterol, intolerancia a la glucosa
Seis comprimidos tres veces al dia (o dos |, . R,
L o o Néuseas, diarrea, cefalea, distribucion
Saquinavir comprimidos dos veces al dia si se toman . R
; - . anormal de grasa, elevacion de triglicéridos
con ritonavir) con una comida abundante
. - p Debe usarse con otros dos farmacos cuando
Atazanavir Dos comprimidos una vez al dia

menos

Fosamprenavir calcico

Dos comprimidos dos veces al dia

Anorexia, malestar general, diarrea, ndusea,
vomito

INHIBIDORES DE LA FUSION

Enfuvirtida

Dos comprimidos dos veces al dia

Anorexia, malestar general, diarrea, nausea,
vomito

3.3.

Tratamiento combinado

39




A raiz de que los efectos antivirales del tratamiento con monoterapia a base de
inhibidores de RT fueron limitados, se inici6 la combinacion de dos o tres farmacos y los
resultados fueron alentadores. El efecto mas dramético sobre los niveles de ARN viral se ha
obtenido con un esquema de tratamiento triple. Los virus R5 y X4 son afectados por igual
(Brumme ZL et al, 2003). El lanzamiento del tratamiento antirretroviral combinado,
conocido como, HAART (por sus siglas en inglés Highly Active Antirretroviral Therapy) o
TARAA por sus siglas en espafiol, ha disminuido en gran medida la tasa de mortalidad por
SIDA (Chan KC et al, 2002, Deek SG, 2006, Hogg RS et al, 2001) asi como los sintomas
clinicos de la infeccion por el VIH, incluidas las enfermedades cardiovasculares (Torre D et
al, 2002).

En la evaluacion del HAART, se han reconocido dos fases en la pérdida de células
infectadas con el VIH. La primera fase refleja la rapida pérdida de células productivamente
infectadas por el VIH en dos dias (Cavert W et al, 1997, Perelson AS et al, 1997, Perelson
AS et al, 1996). Despues de esta fase inicial, hay una segunda que se ha estimado que tiene
una vida media de hasta dos semanas (Perelson AS et al, 1997, Perelson AS et al, 1996).
Este periodo refleja que existe una caida mas lenta de otra poblacion de células infectadas,
quizas macrofagos/DC o células T CD4" de memoria (Perelson AS et al, 1997), las cuales
pueden decaer con una vida media de dos semanas (Perelson AS et al, 1997, Perelson AS et
al, 1996). Puede persistir algo de produccion del VIH por las células CD4" infectadas, lo
que refleja la liberacion de virus de los reservorios estables. El reservorio de VIH mejor
comprendido es una reserva pequefia de células T CD4" de memoria en reposo infectadas
en forma latente que pueden persistir por afios (vida media de 44 meses) y que representan
una barrera mayor a la erradicacion del VIH (Finzi D et al, 1999, Finzi D et al, 1997). La
remocién del VIH de estos y otros reservorios en otros tejidos (e.g. cerebro) podria llevar

mucho tiempo o ser inalcanzable.

3.4.  Otros enfoques antivirales

La integrasa, es una enzima viral esencial para la infeccién productiva del virus
(Wiskerchen M, y Muesing MA, 1995). En términos generales, sin la funcion de la
integrasa, el VIH no es infeccioso. Se estan desarrollando inhibidores de la integrasa del
VIH — 1 que recientemente han mostrado efectividad en los estudios realizados en macacos

rhesus (Hazuda DJ et al, 2004).
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Otros blancos de accion para el tratamiento antiviral incluyen bloquear el
acoplamiento del VIH al receptor viral de la célula utilizando CD4 recombinante o
compuestos que interrumpan la interaccion de gp120 con CD4 (Guo Q et al, 2003). Se han
desarrollado farmacos que evitan la fusion entre el VIH y la célula (Cammack N, 2001).
Los inhibidores de la fusion tales como enfuvirtida que deben administrarse por via

subcutanea han mostrado tener eficacia anti — VIH.

Inhibidores de la unién,
@ fusion y entrada

AT

Inhibidores de

x / la transcriptasa inversa
T

ADN polimerasa
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la proteasa

ADN
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la integrasa
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[P e W
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genes virales $
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S Provirus

Figura 3.1. Posibles blancos para los farmacos
antirretrovirales (Lépez Aldeguer J et al, 2005)

3.5.  Efectos del tratamiento antirretroviral sobre el VIH en otros tejidos

Uno de los mayores retos de los farmacos antirretrovirales, ademas de la
biodisponibilidad en el plasma, es su distribucion en otros tejidos, especialmente en los
ganglios linfaticos, cerebro y testiculos (Deeks SG et al 1997). El cerebro y los testiculos

tienen compartimentos que de alguna manera estan separados de la sangre.

Las combinaciones actuales del tratamiento, incluyendo a los PI, pueden reducir

considerablemente los niveles virales y de células infectadas por el virus tanto en sangre
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como en tejido linfatico (Cavert W et al, 1997, Perelson AS, 1997).

El HAART ha disminuido de manera importante los niveles del VIH del liquido
cefalo raquideo (LCR) (Garcia F et al, 2000) y ha demostrado mejorar la funcion
neurocognitiva (Tozzi V et al, 1999). Sin embargo, a pesar del éxito del HAART para
reducir muchas de las alteraciones clinicas, el sistema nervioso central (SNC), quiza debido
a la poca penetracion de la barrera hematoencefalica, sigue mostrando signos y sintomas de

la infeccion por el VIH.

En términos de santuarios virales, son varios los estudios que muestran que ciertos
antirretrovirales tales como los PI, no cruzan la barrera hematoencefélica ni testicular de
manera efectiva. La concentracion de los farmacos en el liquido seminal puede ser un 10 %
comparada con la sanguinea (Taylor S et al, 2001). Sin embargo, algunos estudios han
mostrado una reduccion en la propagacion del virus durante el tratamiento antirretroviral
(Gilliam BL et al, 1997, Gupta P et al, 1997).

En algunos casos, el HAART reduce sustancialmente la carga viral en los fluidos
genitales (\Vernazza PL et al, 2000) pero el virus sigue siendo detectado en las células del
liguido seminal en hombres infectados por el VIH (Zhang H et al, 1998). En ciertos
estudios, el HAART reducia eficazmente la carga viral en el plasma y el liquido seminal,
pero no asi en las secreciones rectales (Zuckerman RA et al, 2004). En otros, el ARN del
VIH disminuia en las muestras anales/rectales de los pacientes bajo tratamiento, pero el

namero de las células infectadas no tenia gran variacion (Lampinen TM et al, 2000).

El HAART reduce la cantidad de virus libre y células infectadas por el virus de los
fluidos vaginales (Hart CE et al, 1999). No obstante, nuevamente la incapacidad que tienen
ciertos farmacos antirretrovirales de penetrar el tracto genital femenino podria explicar la
falta de eficacia en la reduccion de virus asociado con las células y la resistencia viral que
existe en los fluidos cervicales y vaginales (Si — Mohamed A et al, 2000). La deteccion de
variantes del VIH — 1 resistentes a los farmacos en los fluidos genitales (Mayer KH et al,
1999, Wainberg M et al, 1993) y la asociacion de los virus resistentes con la transmision
sexual (Imrie A et al,1997) hacen mucho enfasis en la diseminacion de cepas resistentes

entre las distintas poblaciones.
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3.6. Presencia de células infectadas latentemente

Poco después de la introduccion del HAART, varios estudios indicaron, que a pesar
de la ausencia de los niveles circulantes detectables del VIH, los reservorios de las células
CD4" infectadas podrian permanecer en un individuo durante 4 a 60 afios (Chun TW et al,
1997, Chun TW et al, 2005, Finzi D et al, 1999, Finzi D et al, 1997, Wong JK et al, 1997).

El establecimiento de las poblaciones de las celulas CD4" infectadas con vida larga
(algunas de las cuales estan infectadas de manera latente) puede presentarse durante la
infeccion aguda por VIH (Chun TW et al, 1998). Por lo tanto, el tratamiento durante la
infeccion primaria reduce los reservorios celulares, pero no previene su aparicion (Strain
MC et al, 2005).

La naturaleza de la infeccion por los retrovirus permite establecer un estado sin que
haya muerte de las células infectadas. De hecho, estos reservorios celulares por lo general
muestran evidencia de los virus archivados que han circulado previamente en la sangre de
los individuos infectados (Lambotte O et al, 2004).

La mayoria de los enfoques para erradicar al virus hacen enfasis sobre las células
del sistema inmune y no consideran a los reservorios virales en otros 6rganos a largo plazo,
tales como el intestino, cerebro y rifidn, asi como el tejido y fluido genital (Levy JA, 1988).
Toda esta informacion sugiere fuertemente que la eliminacion del virus en un individuo
infectado no sera posible, ya que el dejar aunque sea una célula infectada, puede reiniciar la

infeccidn cuando el tratamiento sea suspendido.
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CAPITULO 4

La aplicacion de farmacos antirretrovirales a pacientes infectados por el VIH genera
una dindmica en la que el virus desaparece del plasma sanguineo con un comportamiento
en el que se ha resaltado la existencia de tres fases: una primera fase de decaimiento rapido
de la carga viral del orden de dias, una segunda fase de decaimiento méas lento del orden de
semanas y finalmente una fase de latencia viral del orden de afios Estas fases quedan
determinadas por el tipo de células infectadas ya sean células de vida corta, de vida larga o
infectadas cronicamente. Se han desarrollado diversos modelos matematicos que intentan
explicar esta dindmica viral. Desde modelos monocompartimentales que consideran virus
libre en sangre hasta modelos multicompatimentales que toman en cuenta la contribucion
de virus libre de diversos compartimentos como son: el plasma sanguineo, los espacios
intersticiales de tejido linfoide y las células foliculares dendriticas. En este capitulo se hace
una revision de los distintos modelos matematicos que explican la dindmica del VIH una
vez que se aplica terapia antirretroviral. Se prefiere el modelo multicompartimental porque
reproduce el incremento transitorio en la carga viral que se ha observado en pacientes al

inicio del tratamiento.

4. DINAMICADEL VIH IN VIVO

Se han desarrollado tanto modelos deterministas como estocasticos para describir al
sistema inmune, su interaccion con el VIH y el decaimiento de las células T CD4". En los
modelos estocasticos no es posible controlar los factores que intervienen en el estudio del
fendbmeno y en consecuencia no produce resultados Unicos. Cada uno de los resultados
posibles se genera con una funcién de probabilidad que le adjudica una probabilidad a cada
uno de éstos. Suelen ser usados para explicar los eventos tempranos de la enfermedad,
cuando hay pocas células infectadas y un nimero pequefio de virus, o en situaciones donde
la variabilidad entre los individuos es de interés. Los modelos deterministas examinan los
cambios en el numero promedio de células, y son méas aplicables a las Gltimas etapas del
proceso en el cual el tamafio de las poblaciones es grande. Estos modelos consideran la
dinamica de las células T CD4" y de las poblaciones de virus, asi como los efectos de la
terapia con farmacos. En algunos de estos modelos se incluyen otras poblaciones del

sistema inmune, tales como macrofagos.
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Como ya se mencioné en el capitulo dos, la cantidad de virus detectado en la sangre
aumenta draméaticamente inmediatamente después de la infeccion. Durante este incremento
del virus, tienden aparecer sintomas parecidos a los de la gripe. Después de unas cuantas
semanas 0 meses, los sintomas desaparecen y la concentracion del virus cae a un nivel mas
bajo. Ocurre una respuesta inmune contra el virus y los anticuerpos contra éste pueden ser
detectados en la sangre. Una prueba para detectar estos anticuerpos se utiliza para
determinar si una persona ha sido expuesta al VIH. Si los anticuerpos se detectan, se dice
que la persona es VIH positivo. Una vez que la concentracion de virus cae a un nivel bajo
(las concentraciones de células T CD4" medidas en sangre durante este periodo caen
ligeramente) este estado persiste y se caracteriza por ser un periodo asintomatico que puede

prolongarse hasta por 10 afios (Perelson AS y Nelson PW, 1999).

Un método para determinar si el virus esta activo durante el periodo asintomatico es
perturbando el sistema virus — hospedador administrando un farmaco antirretroviral a los
pacientes. Los primeros datos aplicando este método mostraron que la concentracion de
virus cae exponencialmente en un periodo corto después de la administracion de un potente
farmaco antirretroviral. Por lo tanto, se propuso el siguiente modelo (Perelson AS y Nelson
PW, 1999):

dv

—=P-cV 1
at 1)

donde P es una funcion desconocida que representa la tasa de produccién de virus, ¢ es una
constante llamada la tasa constante de desaparicion, y V es la concentracion de virus. Si el

farmaco bloquea completamente la produccion viral, es decir, P = 0, entonces el modelo
predice que V caera exponencialmente, es decir, V (t) =Voe’Ct donde t = 0 es el tiempo en
que inicio la terapia y V (0) =V, es la concentracion de virus al inicio de la terapia.

Graficando In (V) vs. t y usando regresion lineal para determinar la pendiente se puede
. : : . In2
estimar ¢ y la vida media del virus en plasma como: t,,, = —— (Perelson AS y Nelson PW,
c
1999)

Uno de los primeros modelos matematicos de la dinamica del VIH — 1 en los

pacientes sometidos a la terapia antirretroviral (después de la administracion de un potente
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inhibidor de proteasa) fue el propuesto por Perelson AS, et al en 1996. En este modelo se
supone que el VIH — 1 infecta células blanco (T) a una tasa constante k convirtiéndolas en
células productivamente infectadas (T"). Antes del tratamiento con los farmacos, las

dindmicas de las células infecciosas y de la produccion de viriones estan representadas por:

dl:kVT—ﬂ* )
dt
OI—VzNéT*—cV 3)
dt

donde V es la concentracion de las particulas virales en plasma, d es la tasa de pérdida de
células productoras de virus, N es el namero de nuevos viriones producidos por célula

infectada durante su vida y c es la tasa constante de desaparicion para los viriones.

Se supone que el inhibidor de proteasa (ritonavir) no afecta a la supervivencia o a la
produccién de los viriones por las células infectadas y que los viriones nuevos generados
después del retraso farmacoldgico no son infecciosos. Sin embargo, los viriones producidos
antes de que el farmaco hiciera efecto estan aun presentes. Entonces, para modelar la
dinamica viral después del tratamiento con el inhibidor de proteasa se propone el siguiente

sistema de ecuaciones:

ar _ kVT —oT" (4)
dt

dv

—=—V 5
dt | ( )
dv .
dtNI =NoT —cV,, (6)

donde V, es la concentracion en el plasma de los viriones infecciosos (generados antes de

que el farmaco hiciera efecto;V, (t =0)=V,) Vi es la concentracion de viriones no
infecciosos (generados después que el farmaco hace efecto; V,, (t =0) =0). En el analisis

se supone que el farmaco responsable de la inhibicion viral es 100 % efectivo.

Suponiendo que el sistema esta en un estado quasi - estacionario antes de la
aplicacion del tratamiento y que la concentracion de las células no infectadas T permanece

aproximadamente en su valor estacionario, Ty , de las ecuaciones (4) — (6) se encuentra que
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la concentracion total de los viriones en plasma, V =V, +V,, , varia como:
cvV, | cV
V(t)=V,e® +—od =70 [et _e _ se ] @
-0 (C-0

Usando métodos de regresion no lineales es posible estimar los valores de c y 6 para

cada paciente ajustando la ecuacioén (7) a las medidas en plasma de copias de RNA viral.

Los valores de ¢ estimados por Perelson et al van desde 2.06 a 3.81 dia™ con una
media de 3.07 + 0.64 dia™. Los correspondientes valores de ty, de los viriones libres van
desde 0.18 a 0.34 dias, con una media de 0.24 £ 0.06 dias (~ 6 horas). Los valores de ¢ van
desde 0.26 a 0.68 dia™ con una media de 0.49 + 0.13 dia™; los correspondientes valores de
tips0n 1.02 a 2.67 dias, con una media de 1.55 + 0.57 dias.

Observaciones posteriores con la terapia combinada (inhibidores de proteasa e
inhibidores de transcriptasa inversa) mostraron que al inicio de la terapia se da un
decaimiento exponencial rapido de la carga viral (primera fase) en los pacientes con VIH —
1 seguido de un decaimiento exponencial mas lento (segunda fase) (Perelson AS et al,
1997). La segunda fase en el perfil de decaimiento se debe probablemente a fuentes de VIH
— 1 no incluidas previamente, tales como macrofagos o células dendriticas infectadas,
activacion de los linfocitos infectados de forma latente o a la liberacion de viriones
atrapados (Perelson AS et al, 1997).

A partir de estas consideraciones Perelson et al, en 1997, idearon un nuevo modelo
donde se incorporaban fuentes secundarias. EI modelo contiene células, M, las cuales se
infectan con una tasa constante, ky, convirtiéndose en células infectadas de vida larga, M",
que producen virus continuamente a una tasa promedio p, y desaparecen a una tasa
constante, py. También se supone que cuando las células T CD4", T, son infectadas, se
generan células T con una tasa constante k y que las células T infectadas de forma latente
contienen provirus infecciosos que son generados con una tasa constante fk, mas pequefia
que k por un factor f. Los linfocitos infectados de forma latente, L, se asume que mueren a
una tasa constante o, y pueden ser activados en las células productivamente infectadas a
una tasa constante k, dando una tasa total constante de pérdida. T~ desaparecen a una tasa

constante, 0, y se supone que producen un total de N viriones durante su tiempo de vida.
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Los viriones, V, desaparecen a una tasa constante c. Entonces, como nuevo modelo se

propone:
ddi;:kVT+aL—5T* 8)
%z fkVT+al — 4, T° (9)
ddlt* =k, VM — 4, M~ (10)
(jj—\t/:NaT*+ pM ™ —cV (11)

Suponiendo que la proteasa y la transcriptasa inversa son completamente inhibidos
por el régimen antirretroviral y que el sistema estaba en un estado estacionario antes del
tratamiento con una carga viral basal de Vo y cuentas de células T CD4" T, el nivel de

virus en plasma después de la terapia con farmacos puede decaer como sigue:

V(1) =V,[Ae™ +Be™ +Ce™ +(1-A-B-C)e™]| ()

donde

¢ — NKT, [1+ af]
He

TS c-

A NkTo[l_ af JB af NKT,

c-6 S-p,

Los parametros estimados para este estudio fueron: py, para las células infectadas,
van de 0.028 a 0.119 d*, con un valor promedio de 0.061 + 0.033 d™*. La correspondiente
vida media, tiene un valor promedio de 14.1 + 7.5 d™*. El parametro §, para las células T
productivamente infectadas, va de 0.36 a 1.2 d*, con un promedio de 0.69 + 0.25 d*. Los
valores correspondientes de ti, van de 0.6 a 1.9 d, con un promedio de 1.1 + 0.4 d. El
parametro, p., para las células que acarrean provirus infecciosos va de 0.049 a 0.181 d™,
con un promedio de 0.098 + 0.048 d™. La correspondiente vida media va de 3.8 a 14.1 d,

con una mediade 8.5+4.0d.

Muiller V et al, 2002, propusieron un modelo que consideraba células infectadas

productoras de virus, I, virus libre en plasma Vp y virus en tejido linfatico V.. En la
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situacion de pretratamiento ocurren nuevas infecciones a una tasa () dado por f = fmaxV /
(h + V), donde Bmax es el valor maximo de  y h es un parametro de saturacion. Debido a
que Pmax = 0 durante la HAART, la mayoria de los resultados no dependen de la forma de

esta ecuacion.

El virus es producido a una tasa p, con unidades de por célula infectada por dia y es
desaparecido de la sangre a una tasa c y de tejido linfatico (LT) a una tasa c.. Asumiendo
una respuesta inmune constante durante el tratamiento, la tasa de muerte de las células
infectadas, o, es un pardmetro fijo. Entre los dos compartimentos hay un intercambio de
virus a tasas i, para el flujo hacia sangre, y e para flujo desde sangre hacia LT. La mayoria
de los virus en LT estan pegados en FDCs. Debido a la cinética de asociacion y disociacion
del virus parece ser rapida, se trata al virus en LT como una sola poblacion. Por lo tanto, la
poblacion de virus en LT en este modelo es una mezcla de virus pegado a FDCs y virus
libre en LT. Por lo tanto el modelo es descrito mediante las siguientes ecuaciones:

Al _ By _g

2o P 13
dt h+v, " )
v, _ pl +eV, —(i+c )V, (14)
d(;{;’ =iV, —(e+c)V, (15)

Durante el tratamiento se bloquean las nuevas infecciones, esto equivale a
establecer B = 0 en el modelo, provocando que sea lineal. Uno puede resolver los

eigenvalores del sistema completo y encontrar que A1 = -3y

/12’3:%(—(~+EL)J;\/(E—EL)2+4ei) (16)

No hay mecanismos biolégicos conocidos que puedan transportar grandes
cantidades de virus de sangre a LT, i y e podrian ser pequefios. Si el producto ei es

suficientemente pequefio, es decir, si

4ei <<(€ -C ) (17)
los eigenvalores se simplifican como:
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Ay=—6 A,=C =i+c A =C=e+cC (18)

tal que la solucion se convierte,

V., (0 e o i
Vp = (E_E )(EP_(;)(E _5)(CCL(C —CL)e a +CL5(C|_ _5)9 t —C5(C —5)6 Lt)
L L
(19)
Por lo tanto, la cinética de la carga viral en plasma, Vp tiene tres escalas de tiempo,

fijadas por los eigenvalores.

4.1. Dinamica del VIH: un modelo multicompartimental

El VIH — 1, generalmente entra a su hospedador humano, cruzando las superficies
mucosas y subsecuentemente, es diseminado en todos los tejidos linfaticos. Estos, entonces,
se convierten en el reservorio donde el virus es producido y almacenado durante todo el
curso de la infeccion. En las primeras semanas de la infeccion aparecen, en el torrente
sanguineo, niveles ligeramente altos de virus y antigenos virales, y la mayoria de los
individuos infectados tienen una breve enfermedad que puede hacer pensar en una gripe. La
etapa primaria de la infeccion de VIH — 1, generalmente, se resuelve y el virus y antigenos
virales caen a niveles mas bajos, coincidentes con la respuesta inmune celular. En la
mayoria de los individuos infectados, le sigue una etapa latente, asintomatica, que perdura

por algunos afos.

En el transcurso de la infeccion, las cuentas de linfocitos CD4" en sangre
disminuyen ligeramente y cuando el nivel de estas células desciende a 200 células / mm? se
define el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) donde sobrevienen
enfermedades oportunistas (entre las que se encuentran la neumocistosis, la toxoplasmosis,
el sarcoma de Kaposi y otras) que eventualmente terminan con la vida de la mayoria de los
individuos infectados (Pantaleo G et al, 1993). La tasa de progresion a SIDA o muerte esta
correlacionada con los niveles de ARN viral en el torrente sanguineo, lo cual a su vez,
refleja la produccion de virus en tejidos linfaticos por una cadena de mecanismos

dinamicos de replicacién viral, propagacién e infeccidn de nuevas células.

Las células foliculares dendriticas (FDC) en tejidos linfaticos juegan un papel

importante en la patogénesis del VIH — 1. El VIH — 1 cruza las superficies mucosas
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infectando células foliculares dendriticas o macréfagos (Haase AT, 1999). La cantidad de
virus asociado con estas células excede a la cantidad en sangre por un orden de magnitud o
més. La poblacién de VIH — 1 en FDCs es un reservorio viral significativo (Haase AT,
1999). Durante la etapa asintomatica de la infeccion la red de FDCs alberga ~ 10™ copias
de RNA viral (Haase AT, 1996). Esta poblacion de virus, la cual compone una gran fraccion
de la carga viral en un paciente infectado, puede influenciar la dindmica del VIH -1, dado
su gran tamafio y la pérdida de virus de las FDCs durante la aplicacion de terapia
antirretroviral. La poblacién de virus en FDCs puede, por lo tanto, perpetuar la infeccién y

suprimir las defensas inmunologicas.

La historia natural de la infeccion y sus consecuencias en el organismo, han sido
draméaticamente alteradas por tratamientos que hacen uso de combinaciones de drogas
antirretrovirales que rompen la cadena de ciclos del virus requeridos para mantener su
produccién y su grado de infeccion. Bajo circunstancias ptimas, en individuos no tratados
previamente, la terapia antirretroviral altamente activa (HAART) puede suprimir la
replicacion del VIH — 1 a niveles indetectables en el torrente sanguineo y en el reservorio
de los tejidos linfaticos. Aunque la células infectadas de forma latente de vida larga no son
erradicadas por la HAART, el control de la infeccion de VIH — 1 activo se traduce en un
incremento en los linfocitos CD4" en sangre y tejidos linfaticos, una restauracion parcial de
la funcién inmune y un decremento de las enfermedades oportunistas y muertes debidas al
VIH.

El andlisis cuantitativo de las caracteristicas de decaimiento viral en pacientes con
VIH - 1 durante tratamiento con terapia antirretroviral sugiere que la carga viral en plasma
disminuye, al menos, en tres fases (figura 4.1) (Kim H y Perelson AS, 2006). Después de
un periodo de meseta inicial, que refleja el retraso farmacocinético de las drogas y el
decaimiento intracelular requerido para que una célula nueva infectada empiece a producir
progenie viral (Perelson AS et al, 1996, Herz AV et al, 1996), la carga viral cae
exponencialmente por uno o dos 6rdenes de magnitud durante las primeras dos semanas de
la terapia (primera fase). Esto refleja la rapida desaparicion viral y el cambio brusco de
linfocitos CD4" infectados productivamente con una vida media de menos de un dia
(Perelson AS et al, 1996). Entonces, una segunda fase de decaimiento mas lento aparece

con una vida media de 1 — 4 semanas (Perelson AS et al, 1997), misma que refleja las
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contribuciones de diversas fuentes a la poblacion de virus en plasma entre las que se
incluyen, poblaciones de células infectadas de vida larga, tales como los macrofagos
infectados(Ho DD et al, 1986), las células T CD4" en un estado mas bajo de activacion que
permiten niveles mas bajos de replicacion viral (Zhang Z et al, 1999); y la liberacion de
virus desde tejidos fuentes, tales como, virus unidos reversiblemente a células foliculares
dendriticas en los centros germinales de tejido linfoide periférico (Hlavacek WS et al, 1996,
Hlavacek WS et al, 2000, Cavert W et al, 1997). Después de algunos meses de terapia
antirretroviral, el RNA viral en plasma de pacientes decrece a niveles mas bajos que 50
copias / ml (Perelson AS et al, 1997, Hammer SM et al, 1997, Gulick RM et al, 1997), lo
que representa el limite de deteccion de las pruebas clinicas comunes. Sin embargo, aun en
pacientes con supresion de carga viral de menos de 50 copias / ml por varios afios, un nivel
bajo de virus puede persistir en plasma y en otros compartimentos del cuerpo, tales como
semen y puede ser detectado por pruebas supersensibles que tienen un limite deteccion mas
bajo, de 1 — 5 copias / ml (Dornadula G et al, 1999, Yerly S et al, 2000, Di Mascio M et al,
2003, Palmer S et al, 2003). Esta fase, con una carga viral menor a 50 copias / mi
corresponde a la tercera etapa del decaimiento. La fuente de esta viremia persistente no ha
sido completamente explicada y permanece controversial. Una posibilidad es que la terapia
antirretroviral no sea completamente supresiva y en realidad el VIH — 1 continua
replicandose (Pomerantz RJ, 2003) en sitios donde la penetracion de la droga es pobre. Otra
posibilidad es que aungue la terapia es completamente supresiva, el VIH — 1 provoca una
infeccion latente en linfocitos T CD4" de memoria en reposo (Chun TW et al, 1995, Chun
TW et al, 1997) y causa una viremia continua por la liberacién de virus debido a la

activacion de estas células infectadas latentemente (Nettles RE et al, 2005).

10%

1% phase (t;;; ~ days)

2™ phase (ty; ~ weeks)

HIV=1 RNA (copies/ml)
!
]

3 phase (t;,, ~ months or years)

Time after initiation of HAART
Figura 4.1. Esquema de la dindmica de decaimiento del VIH — 1 después de
la iniciacion de la terapia antirretroviral (Kim H y Perelson AS, 2006).
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Se han elaborado modelos matematicos que describen la dindmica de las células del
sistema inmunoldgico y de los virus en tres compartimentos (Cocho G et al, 2002) (figura
4.2): el plasma sanguineo, las células foliculares dendriticas y los espacios intersticiales en
organos linfoides para explicar la dinamica del VIH — 1 ante la aplicacién de inhibidores de
proteasa, retrotranscriptasa y terapias mixtas como el HAART (Highly Active Antiretroviral
Therapy). Este modelo predice los distintos ritmos de decaimiento de la carga viral a lo
largo de tres fases temporales muy distintas, que van desde las primeras horas después del
inicio del tratamiento, a semanas y hasta meses, asignando un mecanismo fisiolégico a cada

cambio de ritmo.

Como se menciono anteriormente, en el modelo matematico se estudian las razones
de cambio de las poblaciones de particulas del VIH — 1 en tres compartimentos (figura 4.2):
virus libre en plasma sanguineo (BP), denotado por Vg, virus libre en espacios intersticiales
del tejido linfatico (LT - IS), V., y virus ligado en forma de complejos inmunes a las células
foliculares dendriticas (FDC) Ve, con tasas de desaparicion intrinsecas cg, CL Y Cr,
respectivamente. En el modelo se pueden considerar nimeros totales de particulas o sus
concentraciones. Se supone que el virus es generado en el plasma y en el tejido linfatico
tanto por células con una vida media relativamente corta, como es el caso de los linfocitos
T CD4" infectados y productores de virus, como por células infectadas crénicamente, con
una vida media mucho mas larga, tales como los macréfagos o las células de memoria. Los
nimeros de estas células en cada compartimento se denotan por Tg, T., Mg~ y M.,

respectivamente, con tasas promedio de decaimiento dg, 0L, U Y ML.

Es factible considerar que g = 8. = 01y us = pL = 9. Por otro lado consideramos
que los linfocitos T CD4" no infectados, denotados por Tg (en plasma) y T._ (tejido
linfatico), pueden infectarse a una razén kr, mientras que las células de vida larga se
infectan a una razon distina ky. De acuerdo con lo anterior la dinamica de los distintos
tipos de células en el plasma y en el tejido linfatico estd descrita por las siguientes

ecuaciones diferenciales:

dT, .
d_tB =k VT, —oT, (20)
dg/tIB =k, V.M, -5,M (21)
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a1,/

—k VT, -5T;

dt
dM’ .
dtL = kMVLML _52M|_
LT
Kue BP
&, 8,
ey || Kee
FDC

Figura 4.2. Esquema que ilustra el modelo multicompartimental. EI compartimento de tejido linfatico
(LT) tiene como fuentes productoras de viriones células infectadas de vida corta (T") y células infectadas
de vida larga (M"). Los virus pueden ser transferidos desde las células dendriticas foliculares (FDC) a
tejido linfatico a una tasa ki, 0 bien, pueden transitar de tejido linfatico a FDC a una tasa kg.. El
compartimento de plasma sanguineo (BP) es alimentado por virus por el compatimento de LT a una tasa
de transferencia ki g. El virus desaparece de los tres compartimentos a tasas ¢, Cr Y Cg, respectivamente.

C

(22)

(23)

Si suponemos que cada célula infectada en cualquier compartimento produce Nt

particulas virales durante su tiempo de vida, entonces las fuentes productoras de virus de
vida corta seran de la forma Sg = Nt8tTg " y SL = Ntor T, mientras que las fuentes de vida
larga estaran dadas por Mg = NmduMe™ y ML = NS M.", respectivamente. En esos

términos, la razon de cambio de los virus en los distintos compartimentos puede

representarse por:

dv,
dt

:SB + MB _(CB + kBL)VB + kLBVL

(24)
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av,

el S,+M,_ —(c, +k, +K )V, +k, V, +Kk. V. (25)

dv,
dt

=—(c. + Kk V. +Kk. .V, (26)

donde ki g Yy ks son las tasas de transferencia viral desde el plasma a los nodos linfaticos y
viceversa, Y ki.r ¥ ke son las tasas de transferencia del virus de los nodos linfaticos a las
células foliculares dendriticas (FDCs). La estructura de estas ecuaciones nos lleva a definir
tasas de desaparicion efectivas en BP, LT - IS y FDC como sigue:
C,=¢C, +k,,C =c_+k,+k, .,y C. =c. +k_ . Esto implica que las tasas de
transferencia viral podrian ser diferentes de las tasas de desaparicién intrinsecas y debido a

la transferencia viral entre compartimentos.

Las soluciones estacionarias de este conjunto de ecuaciones diferenciales (24 — 26)
da la cantidad relativa de particulas virales las cuales estan en un estado de equilibrio cuasi
— estatico antes de la terapia antirretroviral. Por lo tanto, la cantidad de virus en plasma

sanguineo es:

VB (0) — SB (O) +~kLBVL (O) (27)
B
Tabla 4.1. Definicion de variables y parametros en el modelo
Parédmetros Definicién
31 Tasa promedio de decaimiento de células con vida corta (T CD4")
3> Tasa promedio de decaimiento de células con vida larga (macréfagos)
Ky Tasa de infectividad de células con vida corta (T CD4")
Km Tasa de infectividad de células con vida larga (macr6fagos)
Cx Tasa de desaparicion intrinseca del virus en el compartimento X
Ky Tasa de transferencia viral del compartimento X al compartimento Y
Variables Definicién
Tx Numero de células no infectadas de vida corta (T CD4") en el compartimento X
My NUmero de células no infectadas de vida larga (macréfagos) en el compartimento X
T Numero de células de vida corta infectadas (T CD4") en el compartimento X
My~ NUmero de células de vida larga infectadas (macréfagos) en el compartimento X
Vy NUmero de virus en el compartimento X

mientras que la cantidad de virus asociados con células en tejido linfatico es:
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S, (0) + kg V35 (0) + ke, Ve (0)

Vi 0)= =

(28)

y la cantidad de virus unidos a FDC’s:

k. .V (0
VF(O)= LFEL() (29)

F
Solamente alrededor del 2% del virus esta presente en plasma sanguineo (Haase AT,
1996), por lo tanto, Sg es despreciable comparado con otras fuentes. Bajo esta

consideracion de la ecuacion (24) se obtiene:

Ve(0) K

~—L ~10" (30)
VL (O) CB

De manera analoga, de la ecuacion (26), obtenemos la fraccion relativa:

Ve(0) ke

~—F ~10? (31)
VL (O) Ce

Los parametros involucrados en las ecuaciones se determinan usando datos clinicos

de la carga viral en sangre de los pacientes en diferentes etapas antes y después de HAART.

Si suponemos que la terapia es 100 % efectiva, lo cual equivale a hacer las tasas de
infectividad ky = kr = 0, entonces se sigue que el sistema de ecuaciones 20 — 23, que
describe la dindmica celular, se desacopla de las ecuaciones 24 — 26, que representa la
dinamica de las poblaciones virales en los distintos compartimentos. Una consideracion
adicional que nos permite simplificar nuestro sistema de ecuaciones es que las fuentes
virales en plasma sanguineo, Sg y Mg, asi como la tasa de transferencia kg. son

despreciables.

Una vez hechas estas consideraciones, el nuevo sistema de ecuaciones diferenciales
a resolver es:
dT.

2 =0T, 32
dt o .
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dM

dtB =-0,M, (33)
dv
dtB =—C.V, +K_V, (34)
dv, . A
el No,T, + No,M —cV, +k_ V. (35)
dv ~
th =—C. V. +K_V, (36)
En forma matricial, el sistema anterior (32 — 36) se puede escribir de la siguiente
forma:
'T"] [-6, 0 0 0 07T ]
d M~ 0 -9, 0 0 0 |[M’
it V., |=| O 0 -c, Kk 0 ||V, | @3
V, No, No, 0 -c ko |V,
Ve | L O 0 0 K. —EF__VF |

La expresion anterior representa un sistema homogéneo de ecuaciones lineales de

primer orden con coeficientes constantes, es decir, un sistema de la forma:

dy

—=AY 38
at (38)

donde A es la matriz de coeficientes y Y representa la matriz de variables. La solucion

general de este tipo de ecuaciones es:

’?“n
Y=cée* +---+c e™ (39)

donde A, --- A, son los eigenvalores de la matriz A,c,---c, son constantes cuyos valores
dependen de las condiciones iniciales y & ---& son eigenvectores linealmente

independientes que cumplen con la ecuacién:

A =1& (40)

En nuestro caso, para el calculo de los eigenvalores se procede de la siguiente

manera:
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—5-4 0 0 0 0
0 -5-4 0 0 0
Det(A-Al)=| 0 0 —c,-4 kK 0 |-
NS, NG, 0 -t -2 Kk
0 0 0 k., & -4
= (=5, - A)(=6, — A)(~¢, - A) Ck 4 —Ek:L— J:

= (=6, = A)(=5, = A)(~c, = )T+ A)(EC. + 1) -k, k]

A partir de la expresion anterior se obtiene el polinomio caracteristico:

(=6, = D8, - A) (¢, ~ D[EE Kk, +(© +E)A+£]=0 @)
Resolviendo la ecuacion caracteristica, se obtienen los eigenvalores:
—C —C.++(C —C.) +4k_k
11:_5112:_52 13:_(:3 1415: L F \/( L F) FL "LF (42)

2

Haciendo uso de la expresion (40) se procede a calcular los eigenvectores para cada
uno de los eigenvalores obtenidos. Considerando que el vector & tiene componentes Wi, Wo,

W3, Wi, Ws, Se tiene:

-5, 0 0 0 0 |w W,
0 -0, O 0 0 |w, W,
0 0 —-c, ki 0 |w[=A4w, (43)
No, NS, 0 —c ko [w, W,
0 0 0 ke —Collwg| |wy

Por lo tanto, el sistema de ecuaciones a resolver para cada uno de los eigenvalores

es.
(A+0,)w, =0
(A+0,)w,=0
(A+c)w, -k, w, =0
(A+c)w, —k,w, —No,w, — No,w, =0
(A+cC)w, -k, w, =0
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Haciendo el &lgebra correspondiente se obtienen los eigenvectores para cada

eigenvalor
Para 4, = -6,
{(EL -0,)(C; —0,) -k, k, O Kig Ncil(—EFﬁl_ %) (C. —5)INS, k. N51} (44)
Para A, =—0,
kNG, (C.

=%) (€. —5,)NS, kLFN52}(45)

|:O (EL_52)(EF _52)_kLFkFL c 5
B 2

Para /13 =—C

B

[0 0 1 0 O] (46)

_EL _EF +\/(EL _EF)Z +4kFLkLF

Para A, = >

00 T I (47)
2CB —C_—C¢ +\/(CL _CF)2 +4kFLkLF Cr —C, +\/(CL _CF)2 +4kFLkLF

_EL _EF _\/(EL _EF)Z +4kFLkLF

Para A, = >

- 2, . 2., 48)
2CB _EL _EF _\/(EL _EF)Z +4kFLkLF EF _EL _\/(EL _EF)Z +4kFLkLF

Por lo tanto, la solucion general queda determinada por la ecuacion (38) mediante

la expresion:
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_T* | _(EL - 51)(0 -0 ) kLF FL | 0 |
M 0~ (CL - 52)((: -0 ) kLF FL
v, |=c k,No,(C. —9,) e 1, kN, (C. —0,) oty
_ Cs — 51 Cy; — 52
Vl— (CF - 51)N51 (EF - 52)N52
—VF - L kLFN51 i L kLFN52 _
o] i 0 |
0

0 2kLB 6F+EL—1/(EL—€F)2+4kFLkLFt
+C, lig™ +C, ZCB_EL_EF +\/(EL_EF)2+4kFLkLF € i +

0 1

0 2kLF

o B EF - EL + \/(EL - EF)Z + 4kFLkLF | (49)

_ 0 _
0
2kLB 6F+6,_+1/(EL—EF)2+4I<FLKLFt
+ 2CB _EL _EF _\/(EL _8F)2 +4kFLkLF € ’
1
2kLF
EF - EL - \/(EL - EF)Z + 4kFLkLF

Como ya se menciond anteriormente las constantes ci._C, quedan determinadas por
las condiciones iniciales del sistema. Para el caso en el que el sistema se encuentra en

estado estacionario, estas condiciones iniciales se reducen a:

k,V, (0)c,T, k,V, (0)c,M

T (t=0)= 5 M’ (t=0)=—" 5 “, Vi (t=0)=V,(0)
V. (0)c V. (0)c
VL(t=o)=%, Ve (t= 0)—%(50)

LB

Suponiendo que el sistema esta en estado cuasi — estacionario antes de la aplicacion
de la terapia antirretroviral y que la concentracion de células no infectadas de vida corta Ty
de vida larga M permanecen en sus valores estacionarios To y My respectivamente después
de la administracion del farmaco, se obtiene que la concentracion de virus en plasma

sanguineo esta dada por la expresion:
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v (t)=V (O)C NkTTO(kFL _51)e7(>‘11 n NkMMO(kFL _62)87(52‘ 4 i_ 2 (1+
¢ TRl A(c, -9) B(c, - 5,) ¢, C+D

Mok ), _NkTTO((k oy L2 Bkeke N
"o+E)C-D)) ci-D A =% 5 T C+D (D+E)C'-DY)

+4kFLkLF _NkMMo((k _5) 1 _ 2 _ 8kLFkFL +4k|=|_ku= gt 4
C?-D? B - *lc,-6, C+D (D+E)C*-D?) ) C?-D?

+l1- NkTTo kFL _51 kFLkLF (1 2(kFL _51)) _ NkM Mo kFL _52 kFLkLF (1 2(kFL _5z)j _
A D D+E B D D+E
_ki 2kLF _ki 2 e{%} + ki Zku: _ki NkTTokLFkFL 1— (kFL _51) n
D D+E k. )[C+D DI(D+E kg AD D+E
L Nk, Mok ke () S| 2 {57
BD D ‘E |D- E (50)

Donde:

B

A:(CL + kLB + kLF _51)(kFL 5) kLF FL? B:(CL + kLB + kLF _52)(kp|_ 5) K
C= 2CB —-C - kLB - kLF - kFL’ D :\/(CL + kLB + kLF - kFL)2 +4kFLkLF )
E:kFL _CL_kLB_kLF’ F:kFL+CL+kLB+kLF

LF FL

Expresiones similares se obtienen para V() y Vg(t). La importancia de obtener una
expresion analitica para la dinamica del virus en plasma sanguineo es que nos permite
caracterizar y determinar ciertos parametros mediante el ajuste de la ecuacion (50) a datos
experimentales ya que, generalmente, el acceso mediante pruebas estandar a los demas

compartimentos es limitado.
4.1.1. Predicciones tedricas

En la infeccién por el VIH — 1, la medida de carga viral en plasma sanguineo es una
guia atil para la prognosis y la eficacia del tratamiento antirretroviral. Ademas, es un
compartimento de facil acceso y en el que la carga viral se puede medir con pruebas
estdndar. No obstante, el impacto del tratamiento solamente puede ser evaluado
completamente en los reservorios de tejido linfatico, donde la mayoria del virus es
producido por linfocitos CD4", macréfagos y otras células mononucleares linfoides
(MNCs) y almacenado en complejos inmunes sobre la superficie de FDCs. En la etapa
asintomatica de la infeccién, la poblacion de virus en FDCs es al menos un orden de
magnitud mas grande que en MNCs (Haase AT et al 1996). De igual manera, los viriones

asociados a los compartimentos del tejido linfatico exceden por varios 6rdenes de magnitud
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la cantidad de virus libre y del virus asociado con las células circulando en el torrente

sanguineo.

Una vez que se aplica el tratamiento antirretroviral con los inhibidores de proteasa e
inhibidores de la retrotranscriptasa se observan cambios en los dos compartimentos
celulares (FDCs y LT), que siguen una dindmica de decaimiento paralelo bifésico, rapido
inicialmente 'y méas lento posteriormente. (figura 4.3.). Para validar el modelo
multicompartimental es importante garantizar que reproduce de manera plausible el
comportamiento observado anteriormente. Como se puede observar en la figura 4.4., los
tres compartimentos: FDCs, LT, BP, muestran un decaimiento de la carga viral después de
aplicar terapia antirretroviral. Este comportamiento consta de dos fases: un decaimiento
rapido y un decaimiento lento, que coincide con el comportamiento reportado por los
experimentos (Cavert et al, 1997). Asimismo, se reafirma la idea de que el compartimento
de plasma sanguineo es un excelente pronosticador de la eficacia del tratamiento

antirretroviral.

Es importante hacer notar que el comportamiento bifasico observado en los tres
compartimentos, generalmente va acompafiado de un aumento transitorio de la viremia una
vez iniciada la terapia antirretroviral (figura 4.5). Este incremento, puede explicarse por la
diferencia en las magnitudes de tres parametros cg, ke, Yy 01 para el caso en el que se
considera que el sistema se encuentre en un estado no estacionario (figura 4.5) y Nk7To,
NkmMo, d1, 0, para el caso en que se considera que el sistema se encuentra en un estado

estacionario.
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Figura 4.3. Efecto del tratamiento sobre la frecuencia de células mononucleares (MNCs) productivamente
infectadas y sobre la carga viral asociada con FDCs en LT. La frecuencia de MNCs productivamente
infectadas (A) y el nimero de copias de RNA de VIH — 1 sobre FDCs (B) fue graficado dias después del
tratamiento para 10 pacientes. En el curso de los primeros 22 dias de tratamiento, cambios en los dos
compartimentos celulares paralelos uno del otro con tasas de decaimiento rapida inicialmente y mas lenta
posteriormente (C y D) (Tomado de Cavert W et al, 1997).
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Figura 4.4. Predicciones tedricas de la dindmica viral una vez aplicado tratamiento antirretroviral mediante el
modelo multicompartimental. En los tres compartimentos se observa un decaimiento bifésico: rapido al inicio
lento posteriormente. (A) Carga viral normalizada en plasma sanguineo. (B) Carga viral en FDCs normalizada

conforme al valor basal en plasma sanguineo (C) Carga viral en LT normalizada al valor basal en plasma
sanguineo.
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Figura 4.5. Aumento transitorio de la viremia una vez iniciada la terapia antirretroviral. Este incremento
puede ser descrito principalmente por la diferencia en las magnitudes de tres pardmetros cg (A),keL,(B) Y 01
©).
A partir de la ecuacion de la ecuacion (34), se puede decir que para que haya un

aumento de la viremia una vez que se aplica tratamiento antirretroviral se requiere que:

kV, —c.V, >0

Esto implica que:

Vi

VB

Si se considera que el sistema se encuentra en estado estacionario, se puede definir

C, <k

una cota superior para cg. Por lo tanto, de la ecuacidon (36) se tiene:

K
V@)=~

Ve (0)
LF
Entonces:
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< kFL VF (O)
’ ” kLF VB (O)

En el caso en el que se da una disminucion inicial de la viremia se obtiene una cota

inferior para cg. Esto es,

> kFL VF (O)
’ ” kLF VB (0)

Esto sugiere, que para valores altos de cg (por encima de una cota inferior) el
incremento inicial de la carga viral desaparece. Mientras que para valores pequefios (por
debajo de una cota superior) el aumento de la viremia se ve favorecido (figura 4.5.). Es
interesante observar que el valor de cg, queda determinado por los valores de las tasas de
transferencia, por lo que los aumentos en la viremia se ven favorecidos cuando kig 0 kg

son grandes (figura 4.5.).

No obstante, de que el aumento transitorio de la viremia puede ser reproducido
cuando kig Yy ke son grandes. Las predicciones tedricas apuntan a que los parametros que
pueden contribuir a la eficacia del tratamiento son kg y 1, ya que para valores altos de
estos parametros se generan picos de viremia en plasma a las primeras horas de tratamiento
(figura 4.5.). Conforme avanzan los dias de tratamiento los valores de estos parametros van
disminuyendo la carga viral (figura 4.6). Dicho en otras palabras, un aumento de kg 0 J; €S
capaz de generar picos de viremia, de tal manera, que a picos altos de viremia le

corresponden tasas de decaimiento mas grandes a un plazo mayor.

Los resultados anteriores se confirman haciendo el ejercicio numérico siguiente:
primeramente se fija un valor del tiempo en la ecuacion (50) (0.5, 2, 5, 20 dias) y se
procede a variar el valor de kg y 61 dando como resultado un comportamiento en el cual
conforme crecen ke 0 d; la carga viral aumenta en los primeros dias de haber iniciado la
terapia antirretroviral (0.5 y 2 dias). Este comportamiento se invierte en los dias posteriores
(5 y 15 dias), es decir, conforme aumenta ke 0 0; la carga viral disminuye (figuras 4.6. y
4.7.).

Los valores relativos mas altos de kg implican una redistribucion de las particulas

virales desde los reservorios de FDC’s a plasma sanguineo donde el virus puede ser
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eliminado. Por lo tanto, estos resultados sugieren que un incremento temprano en la carga

viral en plasma sanguineo, asociado con un valor relativo alto de kg puede estar
relacionado a una mejor prognosis.
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Figura 4.6. Experimento numérico en el cual se fija un valor del tiempo 0.5 dias (A), 2 dias (B), 5 dias (C),
15 dias (D) y se varia kg, de 0 a 1. Al inicio de la terapia la carga viral aumenta conforme se incrementa kg, .

Dias después de la terapia este comportamiento se invierte, es decir, la carga viral disminuye conforme se
aumenta Kg,.
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Figura 4.7. Experimento numérico en el cual se fija un valor del tiempo 0.5 dias (A), 2 dias (B), 5 dias (C),
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Dias después de la terapia este comportamiento se invierte, es decir, la carga viral disminuye conforme se

aumenta ;.
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1.1. MATERIALY METODOS
1.1.1. Poblacion de pacientes y disefio del estudio

En este estudio participaron 6 pacientes (cuatro hombres y dos mujeres), previa
aprobacion mediante una carta de consentimiento informado (Apéndice 1), con diagndstico
de VIH/SIDA confirmado por sus médicos tratantes basandose en la “Guia de manejo
antirretroviral para las personas que viven con VIH/SIDA 2005-2006 de CENSIDA”
(Apéndice 1), correspondientes al Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
“Salvador Zubiran” (INCMNSZ). Los datos de estos pacientes fueron complementados con
los de la viremia de 12 pacientes (todos hombres) del Hospital General para tener una
estadistica adecuada. La inclusion de los pacientes se llevo a cabo de manera

independiente.

En el caso del INCMNSZ se adquirieron muestras de plasma sanguineo de seis
pacientes. Primero una muestra basal antes de la aplicacion del tratamiento antirretroviral,
posteriormente muestras cada hora durante las primeras 6 horas, luego muestras cada tres
horas durante la préximas 18 horas, enseguida muestras cada 4 horas durante las
subsiguientes 24 horas y finalmente muestras cada 48 horas en los 4 dias siguientes (tabla
5.1.). En el caso del HG se siguid la misma estructura excepto que se tomd una muestra
adicional en el muestreo de cada 4 horas pero una menos en el muestreo de cada 3 horas

resultando el mismo nimero total de muestras (tabla 5.1.).

Tabla 5.1. Protocolo de adquisicion de muestras INCMNSZ y HG
Total de
Muestreo Periodo Muestras Mu;r;trzlsd&G)
(INCMNSZ)

Una basal 1 1
Una cada hora Las primeras 6 horas 6 6
Unahcada tres Las proximas 18 horas 6 5

oras
Una cada 4 horas | Las préximas 24 horas 6 7
Una cada 48 " .
horas Las proximos 4 dias 2 2
TOTAL DE
MUESTRAS 21 21
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Los criterios de inclusion, no inclusion y eliminacién fueron establecidos
conjuntamente con el personal médico especializado que estuvo a cargo del manejo de los
pacientes, previa aprobacion de los protocolos por los Comités de Investigacion y de Etica
de las respectivas Instituciones, en apego a la Declaracién de Helsinki de la Asociacién
Médica Mundial (Apéndice 3), el Codigo Nuremberg, las Buenas Précticas Clinicas y la
Ley General de Salud.

1.1.2. Cuantificacion de ARN viral en plasma

La determinacion de la carga viral para el VIH-1 se realizd con el estuche de
pruebas COBAS Ampliprep/COBAS Tacman HIV-1 Test (Roche), que permite la
amplificacion de acidos nucleicos para la cuantificacion del ARN (&cido ribonucleico) del
VIH-1 en plasma humano.

1.1.3. Conteo de linfocitos CD4

El conteo de linfocitos CD4 se realiza por citometria de flujo con el equipo
FACSCalibur. Multiset V2.2 Tritest Trocount (Becton Dickinson).

1.1.4. Genotipo viral

A cada paciente que ingreso al estudio se le realiz6 un estudio de genotipo previo al
inicio de HAART. Se utilizo la técnica de secuenciacion de productos de PCR del gen de la
polimerasa viral con el estuche de pruebas llamado Viroseq TM HIV-1 genotyping system

version 2.0 (Celera Diagnostics).
1.1.5. Analisis estadistico

Se efectuaron ajustes estadisticos del comportamiento dependiente del tiempo de la
carga viral normalizada en plasma sanguineo después de HAART. La normalizacién fue
obtenida en relacion con la carga viral medida antes de HAART, Vg(0). Los ajustes
presentados fueron hechos aplicando el modelo multicompartimental siguiendo dos

criterios, a saber:

69



1) Se tomaron en cuenta las condiciones estacionarias del sistema ajustando el
modelo a los datos experimentales estimando de forma simultanea los
parametros NkrTo, NkmMo, 01y d2, manteniendo fijos los parametros ci, Kir, ke,

k|_B Y Cg.

2) Sin tomar en cuenta las condiciones estacionarias del sistema se estimaron
simultaneamente los parametros kg, 01 y Ccg. manteniendo fijo el parametro o,
cuyo valor fue tomado del promedio estimado por el criterio 1) para todos los
pacientes, ademas se fijaron ¢,y kir.

Los ajustes presentados fueron realizados usando métodos no lineales de minimos
cuadrados para una primera estimacion de los parametros. Para efectuar los ajustes se
empleo el software comercial Origin 8 The Data Analysis and Graphing Workspace que
proporciona informacion del valor, el error estandar, los intervalos de confianza (en nuestro

caso se tomaron intervalos de confianza al 68 %) de los parametros a estimar.
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1.1. RESULTADOS

Las caracteristicas generales del protocolo del INCMNSZ sobre el genero del
paciente, nimero de CD4", carga viral y nimero de linfocitos CD4" basales, modalidad y

dosis del tratamiento se resumen en la tabla 5.2. En el caso del HG no se contd con esta

informacion.
Tabla 5.2. Caracteristicas generales del Protocolo (INCMNSZ).
Numero de Género Edad CD4 (cél/mm?) HAART CV* Basal CD4 Basal
paciente (Afos) | parael protocolo (copias/ml) (cél/mm?)

1 Masculino | 33 > 250 A 10300 287
2 Femenino | 43 > 250 A 32600 370
3 Masculino | 27 <250 A 2260 205
4 Masculino | 29 > 250 B 71400 328
5 Femenino <250 A 445 000 52
6 Masculino < 250 B 28800 231

A = Emtricitabina/Tenofovir + Efavirenz

Dosis: Emtricitabina/Tenofovir: comprimidos de 200/300 mg. Un comprimido cada 24 hrs. Efavirenz: comprimidos
de 600 mg. Tomar un comprimido cada 24 hrs.

B = Emtricitabina/Tenofovir + Atazanavir/Ritonavir

Dosis: Emtricitabina/Tenofovir: comprimidos de 200/300 mg. Un comprimido cada 24 hrs. Atazanavir/Ritonavir:
comprimidos de 300/100 mg. Un comprimido cada 24 hrs.

Una vez procesadas las muestras se obtuvieron las cargas virales de cada uno de los
pacientes participantes en el estudio, las cuales se muestran en las figuras 5.1 y 5.2 en el
caso del Hospital General y en la figura 5.3 en el caso del INCMNSZ. Para los casos del
Hospital General, se observa un aumento de la carga viral en sangre en las primeras 24
horas de haber aplicado la terapia antirretroviral en 10 de los 12 pacientes (figura 5.4).
Todos estos incrementos son seguidos de las disminuciones bifasicas esperadas en la carga
viral las cuales son correctamente descritas por los modelos matematicos. Como casos
excepcionales se tiene al paciente 8 gque registré un aumento abrupto hasta la hora 41 y al
paciente 11 que no manifestd ningun incremento. En el caso de los pacientes del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ) se observo un
incremento de la carga viral en los seis pacientes en las primeras 12 horas de aplicar el

tratamiento antirretroviral (figura 5.4).

Puesto que nuestro modelo unicamente predice el incremento de la viremia a las
primeras horas del tratamiento, para el caso del paciente 8 del HG no se logré ajustar el
modelo, ya que, el maximo de aumento transitorio lo manifest6 a la hora 41. No obstante,
para estimar los valores de los parametros de este paciente se excluyd el punto de maxima

carga viral y se procedio a realizar el ajuste.
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Figura 5.1. Dinamica viral de los pacientes HG1 — HG6 (A - F) del Hospital General una vez aplicado
tratamiento antirretroviral. Las graficas muestran carga viral normalizada versus tiempo en dias. Los datos de
la mayoria de los pacientes muestran un comportamiento oscilatorio de la carga viral al inici6 de la terapia
antirretroviral destacando un incremento de la viremia en las primeras horas de iniciado el tratamiento,

seguido de un decaimiento bifasico (rapido al principio y lento al final).
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Figura 5.2. Dinamica viral de los pacientes HG7 — HG12 (G - L) del Hospital General una vez aplicado
tratamiento antirretroviral. Las graficas muestran carga viral normalizada versus tiempo en dias. Los datos de
la mayoria de los pacientes muestran un comportamiento oscilatorio de la carga viral al inicié de la terapia
antirretroviral destacando un incremento de la viremia en las primeras horas de iniciado el tratamiento,
seguido de un decaimiento bifasico (rapido al principio y lento al final).
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Figura 5.3. Dindmica viral de los pacientes INCMNSZ1 — INCMNSZ4 (A - D) del Instituto Nacional de
Nutricion una vez aplicado tratamiento antirretroviral. Las graficas muestran carga viral normalizada versus
tiempo en dias. Los datos de la mayoria de los pacientes muestran un comportamiento oscilatorio de la carga
viral al inici6 de la terapia antirretroviral destacando un incremento de la viremia en las primeras horas de
iniciado el tratamiento, seguido de un decaimiento bifasico (rapido al principio y lento al final).
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Figura 5.4. Maximos incrementos registrados en la carga viral en pacientes del Hospital General (A) y
pacientes del Instituto Nacional de Ciencia Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran” (B) una vez iniciada la
terapia antirretroviral. EI nimero encima de la barra indica el tiempo en horas en que se registrd el maximo
aumento de la viremia. Para el caso de HG se registraron incrementos significativos en 10 de los 12 pacientes,
mientras que en INCMNSZ todos los pacientes manifestaron el aumento.

Los ajustes por minimos cuadrados de los pacientes del HG correspondientes al
criterio 1) se muestran en las figuras 5.5 y 5.6. Los valores estimados para NkrTo, van desde
0.9 d* hasta 11.4 + 4.9 d™con un promedio de 4.7 + 3.8 d. Los valores concernientes
NkmMo oscilan entre 0.00 y 1.60 + 3.55 d™*, con un promedio 0.65 + 0.64 d™. Los valores
de ¢y, fluctdan entre 0.57 d™y 4.00 + 2.78 d™con un promedio de 1.99 + 1.11 d* mientras
que los valores de &, van desde 0.00 a 0.84 + 5.60 d™* con un promedio de 0.22 + 0.30 d™.
(tabla 5.3). En el caso del INCMNSZ, (figura 5.7) los valores concernientes a NkrTo van
desde 1.65 a 16.71 + 105.20 d™* con un promedio de 7.72 + 4.99 d™*. Los valores estimados
para NkyMg oscilan entre 0.00 £ 0.42 y 10.00 + 109.74 con un promedio de 2.06 + 3.94.
Los valores de 4y, flucttian entre 0.38 d™y 3.52 + 12.55 d™con un promedio de 1.80 + 1.20
d™ mientras que los valores de &, van desde 0.00 a 1.58 + 6.23 d™* con un promedio de 0.40
+0.59 d* (tabla 5.3)
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Tabla 5.3. Valores de los pardmetros estimados mediante el criterio 1)*.

HOSPITAL
GENERAL NkrTo Nk:rM 3 3,
Intervalo de Valor (d™) + [ Intervalo de Intervalo de | Valor (d7) + Intervalo de R?
Paciente \alor (d") + SE confianza SE confianza | Valor (d*) + SE confianza SE confianza
HG1 1.9+0.9 10-238 0.72+0.49 | 0.22-1.23 1.27+1.28 -0.04 - 2.58 0.00 -- 0.2946
HG2 87+22 6.5-11.0 1.37+2.15 | -0.84 -3.57 3.39 + 2.00 1.35-5.44 041+082 | -043-1.24 0.8265
HG3 1.2+1.0 0.2-2.2 0.00 - 1.01 +1.48 -0.51 -2.53 0.00 - 0.3769
HG4 9.8+6.1 3.6-16.1 0.00+5.78 | -5.94 -5.94 1.56 +1.50 0.02 -3.10 0.00 - 0.0566
HG5 11.4+49 6.3-16.6 0.00 - 2.15+1.30 0.80 - 3.50 0.01 - 0.2012
HG6 2.3+54 -32-78 057 +5.94 | -5.54-6.68 3.00+7.45 | -466-10.66 | 0.84+560 | -4.92-6.59 0.9077
HG7 36+1.1 25-48 1.21+0.66 | 0.54-1.89 4.00 +2.78 1.15 - 6.85 0.26+0.27 | -0.01-0.54 0.8750
HGS 26+04 2.2-30 0.00 - 0.84 +0.24 0.60 - 1.09 0.00 -
HG9 16+0.6 0.9-2.2 0.08+0.81 | -0.75-0.91 1.46 + 1.89 048-340 | 0.00+267 | -2.74-274 0.8624
HG10 8.8+6.0 2.7-15.0 1.48+7.28 | -6.00 - 8.95 1.64 +2.11 052-3.80 | 0.00+1.82 | -1.87-1.87 0.5946
HG11 0.9 - 0.74 -- 0.57 -- 0.57 -- 0.6913
HG12 3.7+3.0 06-6.8 1.60 +3.55 | -2.03-5.24 3.00 + 4.05 -1.16-7.16 | 056+1.12 | -058-1.71 0.8629
PROMEDIO 47 0.65 1.99 0.22
SD 3.8 0.64 1.11 0.30
INSTITUTO
NACIONAL
DE
NUTRICION NkrTo NkrMo 5 5
) Inter\{alo de Inter\{alo de Interv_alo de Interv_alo de R?
Paiente Valor + SE confianza Valor + SE confianza Valor + SE confianza Valor + SE confianza
INCMNSZ1 6.52 + 1.47 5.01 - 8.02 0.33+1.64 | -1.35-2.01 1.16 + 0.55 0.60-1.72 | 0.09+0.79 | -0.71-0.90 0.8078
INCMNSZ2 1.65 - 0.31 - 0.38 - 0.38 - 0.5578
INCMNSZ3 8.79 +6.19 2.47-15.10 1.72+553 | -3.92-7.37 3.00+5.14 224-824 | 030+1.34 -1.07 - 1.67 0.2816
INCMNSZ4 6.94 +0.64 6.29 - 7.59 0.01+0.21 | -0.20-0.23 1.35+0.25 1.10-161 0.00 - 0.9298
INCMNSZ5 5.74 +0.69 5.03 - 6.45 0.00+0.42 | -0.42-0.42 1.42+0.38 1.03-1.80 0.07 - 0.8849
INCMNSZ6 10.00 + -101.92 — 0.8461
16.71+105.20 | -90.57 —123.99 109.74 121.92 352+1255 |-9.29-16.31| 158+6.23 | -4.78—7.93
PROMEDIO 7.72 2.06 1.80 0.40
SD 4.99 3.94 1.20 0.59

* Véase seccion 5.2.5.
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Figura 5.5. Comparacion de los ajustes tedricos (linea roja) con los datos experimentales de los pacientes
(puntos) HG1 — HG6 (A - F) una vez aplicada terapia antirretroviral en base al criterio 1). Aqui se estimaron
simulténeamente los pardmetros Nk1To, NkyMo, 61 y 6,. Los valores de los pardmetros fijos son: ¢cg = 10, ¢ = 2.4,
ks = 0.5, kg = 0.06 y ke = 0.6. Las gréficas muestran la carga viral normalizada respecto al valor basal versus el
tiempo en dias durante la aplicacion de la terapia. En la mayoria de los pacientes se observa un incremento en la
viremia a las primeras horas de haber iniciado la terapia antirretroviral.
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Figura 5.6. Comparacién de los ajustes tedricos (linea roja) con los datos experimentales de los pacientes
(puntos) HG7 — HG12 (G - L) una vez aplicada terapia antirretroviral en base al criterio 1). Aqui se estimaron
simulténeamente los pardmetros Nk1To, NkyMo, 61 y 6,. Los valores de los pardmetros fijos son: ¢g = 10, ¢ = 2.4,
ks = 0.5, kir = 0.06 y k. = 0.6. Las gréficas muestran la carga viral normalizada respecto al valor basal versus el
tiempo de aplicacion de la terapia en dias. En la mayoria de los pacientes se observa un incremento en la viremia
a las primeras horas de haber iniciado la terapia antirretroviral para posteriormente decaer en dos fases: una rapida
y una lenta.
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Figura 5.7. Comparacién de los ajustes tedricos (linea roja) con los datos experimentales de los pacientes
(puntos) INCMNSZ1 — INCMNSZ6 (A - F) una vez aplicada terapia antirretroviral en base al criterio 1). Aqui se
estimaron simulténeamente los parametros Nk1To, NkyMo, 81 v 8,. Los valores de los parametros fijos son: cg =
10, c,= 2.4, kg = 0.5, ki = 0.06 y ke = 0.6. Las gréficas muestran la carga viral normalizada respecto al valor
basal versus el tiempo de aplicacién de la terapia en dias. En la mayoria de los pacientes se observa un incremento
en la viremia a las primeras horas de haber iniciado la terapia antirretroviral para posteriormente decaer en dos
fases: una rapida y una lenta.

Los ajustes por minimos cuadrados de los pacientes del HG correspondientes al

criterio 2) se muestran en las figuras 5.8 y 5.9. Los valores correspondientes a ke van
desde 0.00 + 0.00 d*a 0.95 + 0.49 d™* con un promedio de 0.40 + 0.30 d™. Para el caso de
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o1, los valores varian de 0.39 + 0.95 d™ a 3.48 + 0.90 d™* con un valor promedio de 1.63 +
0.83 d™, mientras que los valores pertenecientes a cg oscilan de 2.05 + 1.26 d*a 91.51 +
16.82 d™ con un promedio de 41.07 + 29.05 d™ (tabla 5.4). En lo correspondiente a los
pacientes del INCMNSZ (figura 5.10), los valores de ke oscilan de 0.00 + 0.00 d™ a 0.39 +
0.19 d™ con un promedio de 0.18 + 0.13. Los valores de ¢; fluctian de 0.44 + 0.18 d™ a
2.32 +0.63 d™ con un promedio de 1.33 + 0.65 d™mientras que los valores de cg van desde
9.74 +1.05d" a22.92 + 1.88 d”* con un promedio de 17.85 + 5.67 d™* (tabla 5.4).

80



Tabla 5.4. Valores estimados de los pardmetros mediante el criterio 2)*

HOSPITAL
GEEIERAL ke 3 Ca
Paciente Valor basal Value (d™) + SE ";toer:}'izlﬁzge Value (d) + SE Iztoer:}'izlr?zge Value (d) + SE Izger:}'izlﬁzge R?

HG1 70.28 0.15+0.06 | 0.09-0.21 145+034| 1.11-1.80 35.08+4.03| 30.95-39.20 | 0.6166
HG2 186.4 0.27+0.07 | 0.19-0.34 1.92+0.45| 1.46-2.38 27.28+290| 24.32-30.25| 0.8093
HG3 3973 0.41+0.21| 0.19-0.62 227+1.28| 0.95-358 7746+19.78 | 57.16-97.76 | 0.6563
HG4 318.9 0.00+0.00 | 0.00-0.00 1.84+127| 054-3.15 14.44 +850 5.71-23.17 | 0.1882
HG5 475.1 0.09+0.20 | -0.11-0.29 2.40+154| 0.82-3.99 19.93+5.30 | 14.46-25.39 | 0.2506
HG6 5106 0.64+0.15| 0.49-0.80 3.48+0.90 | 2.55-4.40 82.26+9.86 | 72.14-92.37| 0.9280
HG7 5057 0.95+0.49 | 0.44-1.46 0.39+0.95| -0.58-1.36 2.05+1.26 0.76 -3.34 | 0.8563
HG8 608.4 0.36+0.06 | 0.30-0.41 1.15+029| 0.85-1.45 41.67+4.92 | 36.62 - 46.73 0.8969
HG9 1050 0.86+0.20 | 0.65-1.06 1.64+0.65| 0.98-2.31 9151 +16.82 | 74.29-108.74 | 0.8850
HG10 560.4 0.13+0.04| 0.09-0.18 1.06 +0.26 | 0.79-1.32 1311+148| 1159-14.63 | 0.5819
HG11 2614 0.34+0.04| 0.30-0.38 1.01+0.17| 0.84-1.18 46.87+4.01| 42.76-50.98 | 0.9177
HG12 906 0.56+0.07 | 0.49-0.63 0.96+0.23| 0.72-1.19 4115+5.09| 3594-46.36 | 0.9509
ROMEDIO 1743.79 0.40 1.63 41.07

© 102465 0.30 0.83 29.05

INSTITUTO

NACIONAL ke 5, .

DE
NUTRICION
Carga viral basal Intervalo de Intervalo de Intervalo de
Paciente (copias/ml) Value (1) + SE | confianza | Value (d?) + SE | confianza | Value (d™) + SE | confianza R?

INCMNSZ1 71400 0.11+0.04| 0.07-0.14 1.32+0.22| 1.10-154 18.36+1.42| 16.90-19.81 | 0.8426
INCMNSZ2 10300 0.00 +0.00 | 0.00 - 0.00 0.44+0.18| 0.20-051 12.06 + 4.87 5.98-1541 | 0.2323
INCMNSZ3 2260 0.39+0.19 | 0.19-0.58 0.86 +0.88 | -0.04-1.76 21.35+10.36 | 10.80-31.91 | 0.3694
INCMNSZ4 32600 0.21+0.03| 0.18-0.25 1.39+0.24| 1.14-1.63 22.92+1.88| 21.00-24.84 | 0.9340
INCMNSZ5 445000 0.16+0.04 | 0.12-0.20 1.68+0.28 | 1.39-1.97 22.69+1.84 | 20.81-24.87| 0.8990
INCMNSZ6 28800 0.18+0.07 | 0.11-0.26 2.32+0.63| 1.68-2.95 9.74+1.05| 8.67-10.81| 0.8017
ROMEDIO 93393 0.18 1.33 17.85

© 171486 0.13 0.65 5.67

*V/éase seccion 5.2.5.
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Figura 5.8. Comparacion de los ajustes teoricos (linea roja) con los datos experimentales (puntos) de los
pacientes HG1 — HG6 (A - F) una vez aplicada terapia antirretroviral en base al criterio 2). Aqui se estimaron
simulténeamente los pardmetros kg, 8, y cg. Los valores de los parametros fijos son: ¢,= 2.4, ks = 0.06, ki g
=0.006 y 8, = 0.22. Las gréficas muestran la carga viral normalizada respecto al valor basal versus tiempo de
aplicacion de la terapia en dias. En la mayoria de los pacientes se observa un incremento en la viremia a las
primeras horas de haber iniciado la terapia antirretroviral para posteriormente decaer en dos fases: una rapida
y una lenta.
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Figura 5.9. Comparacién de los ajustes tedricos (linea roja) con los datos experimentales (puntos) de los
pacientes HG7 — HG12 (G - H) una vez aplicada terapia antirretroviral en base al criterio 2). Aqui se
estimaron simultdneamente los parémetros kg, 8; y cg. Los valores de los pardmetros fijos son: ¢ = 2.4, ki g =
0.06, k g = 0.006 y 5, = 0.22. Las gréaficas muestran la carga viral normalizada respecto al valor basal versus
tiempo de aplicacion de la terapia en dias. En la mayoria de los pacientes se observa un incremento en la
viremia a las primeras horas de haber iniciado la terapia antirretroviral para posteriormente decaer en dos
fases: una rapida y una lenta.
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Figura 5.10. Comparacion de los ajustes tedricos (linea roja) con los datos experimentales (puntos) de los
pacientes INCMNSZ1 — INCMNSZ 6 (A - F) una vez aplicada la terapia antirretroviral en base al criterio 2).
Aqui se estimaron simultaneamente los pardmetros kg, 6; Y Cg. Los valores de los pardmetros fijos son: ¢ =
2.4, kg = 0.06, k g = 0.006 y 8, = 0.40. Las gréficas muestran la carga viral normalizada respecto al valor
basal versus tiempo de aplicacion de la terapia en dias. En la mayoria de los pacientes se observa un
incremento en la viremia a las primeras horas de haber iniciado la terapia antirretroviral para posteriormente
decaer en dos fases: una rapida y una lenta.

En la figura 5.11. se muestran los datos experimentales contrastados con la curva
tedrica correspondiente a los valores promedio estimados mediante el criterio 1) y el

criterio 2). Se observa una concordancia entre el ajuste teérico con los datos experimentales
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en la mayoria de los pacientes. No obstante, en los pacientes HG4, HG5, HG8 Y HG10 el
aumento transitorio sobrepasa en gran medida al promedio. Lo mismo ocurre para los
pacientes INCMNSZ1 e INCMNSZ3.
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Figura 5.11. Comparacion de los datos experimentales (puntos) con el ajuste teérico (linea negra)
correspondiente a los valores promedio de los parametros estimados mediante el criterio 1 (Ay B) y el criterio
2 (C y D). Los graficos muestran la carga viral normalizada de todos los pacientes versus tiempo de
aplicacion de la terapia en dias. EI comportamiento promedio predice un aumento de la carga viral una vez
iniciada la terapia antirretroviral seguida de dos fases de decaimiento: una lenta y una rapida. La mayoria de
los pacientes se ajusta a este comportamiento promedio salvo HG4, HG5, HG8 HG10 INCMNSZ1 e
INCMNSZ3.
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1.2. DISCUSION

Nuestro trabajo nos permitio caracterizar la dinamica viral temprana en pacientes
sometidos a terapia antirretroviral mediante un modelo multicompartimental, destacando
tres fases en plasma sanguineo: una primera fase de aumento transitorio asociada, segun el
modelo, con el desprendimiento de virus de células foliculares dendriticas o provenientes
de tejido linfoide, una segunda fase de decaimiento rapido relacionado con la rapida
desaparicion viral y el cambio brusco de células productivamente infectadas de vida corta
(relacionadas con 1), y una tercera fase de decaimiento méas lento asociado con la posible
contribucién de virus en plasma de células de vida larga, como macrofagos (relacionados

con d7) U otros reservorios latentes.

Nuestras estimaciones de cg coinciden en orden de magnitud con lo reportado en la
literatura en experimentos de distinta indole. (Perelson AS et al, 1996, Ramratnam B et al,
1999, Zhang L et al, 1999) (tabla 5.7). Dentro de nuestro modelo se logra asociar la
variacion de este parametro con un parametro bioldgico, a saber, el tiempo de vida media

de una particula viral en sangre.

Tabla 5.7. Tabla comparativa de la estimacion de cg por distintos autores.

Tipo de Experimento Intervalo de valgres estimados de Referencia
B

Medicién de carga viral en
individuos con VIH — 1 después

VIR 2.06d*-3.82d" Perelson AS et al, 1996
de la administracion de un
inhibidor de proteasa.
Aféresis en pacientes infectados 1 1
con VIH - 1. 9.1d"-36d Ramratnam B et al, 1999
Infusién de SIV en macacos 2304 4" — 777.6 4
Rhesus

Inyeccién de Bolus de SIV en Zhang L et al, 1999

216 d* -302.4d*
macacos Rhesus

Medicion de carga viral en
individuos con VIH — 1 después
de la administracion de HAART

2.1d*-91.5d* (HG)

121d%-229d? (|NCMNSZ) Nuestras estimaciones

De acuerdo con el modelo matematico, el parametro cg es importante en la dinamica
viral temprana, ya que valores altos indican una mejor respuesta a la terapia. EI aumento

transitorio que ocurre en varios de los pacientes al inicio del tratamiento es gobernado por
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las tasas: de transferencia, ke y de decaimiento de células con vida corta 6;. El incremento
de ambos pardmetros tiende a elevar la carga viral una vez iniciada la terapia antirretroviral.
No se tiene la suficiente informacidn para discernir cuél de los parametros tiene mayor
relevancia bioldgica. Sin embargo, ambos parametros parecen determinar la eficacia del
tratamiento. Considerando a kg, como el dominante, podemos decir que para valores
pequefios, el compartimento de FDC esta actuando como un reservorio del virus. Mientras
que, para valores altos de kg, las particulas virales son rapidamente eliminadas después del

tratamiento.

Nuestros resultados sugieren que la capacidad de union de los receptores FDC, asi
como la liberacion de virus de LT a plasma pueden ser parametros importantes en la
determinacion de la progresion de la enfermedad. Asi los individuos no progresores a largo
plazo pueden estar asociados con valores altos innatos de la tasa de transferencia ke, pues
ellos podrian estar liberando y eliminando particulas virales constantemente, manteniendo
cargas virales relativamente bajas. Por otro lado, los progresores rapidos y tipicos podrian
estar acumulando particulas virales en LT debido a valores pequefios de las tasa de

transferencia kg

Pese a que nuestro modelo predice que el aumento transitorio es debido a la
liberacion de virus de las FDC o de LT hacia plasma sanguineo, no podemos descartar la
posibilidad de que otros compartimentos, por ejemplo el endotelio vascular, contribuyan a
este incremento. Dada la amplia interaccion del VIH con el endotelio vascular, se piensa
que la unién de cantidades significativas del virus a este compartimento tiene por efecto la
remocién y probable eliminacidn de particulas virales circulantes, incidiendo en los niveles
de carga viral en la sangre. La eficiencia endotelial se reflejaria en su capacidad para unir y,
posiblemente, eliminar virus. Se requieren experimentos donde se pueda correlacionar la
variacion de marcadores de la funcién endotelial con la variacion de alguno de los

parametros del modelo multicompartimental.

Este incremento inicial de la viremia aparece en datos clinicos presentados por
Miueller et al, (1998) para medir la prognosis individual a las respuestas a largo plazo a
guimioterapia en pacientes sometidos a monoterapia, haciendo uso de un inhibidor de
proteasa. Aparentemente, los individuos que manifestaron un incremento notable en la

87



viremia al inicio de la monoterapia fueron buenos respondedores a la terapia, mientras que
en los que no fue tan notable resultaron malos respondedores a la terapia (figura 5.17). Con

base en estos resultados se pueden establecer criterios de clasificacion de los pacientes en:

1. Buenos respondedores a la terapia.- Aquellos individuos que manifiestan valores
relativamente altos de kg, 6 61, 0 de ambos, lo que ocasiona que aumente la carga

viral al inicio de la terapia antirretroviral (es decir, mostrando picos de viremia).

2. Malos respondedores a la terapia.- Aquellos individuos cuyas tasas de transferencia

KrL Y 01 N0 parecen verse afectados de manera significativa por la terapia.

T T T T
buen respondedor a la terapia
— mal respondedor a la terapia ]

carga viral normalizada
o o o
S (2] © [

o
N

0 r r r r r r ——

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo después del tratamiento (dias)

Figura 5.17. Comportamiento reportado por Mueller et al
(1998)

Una implicacion importante es la posibilidad de identificar de forma temprana a
pacientes en quienes la terapia puede tener mayor efectividad. Con base en informacion
derivada de los primeros dias del tratamiento y asi poder cambiar el régimen terapéutico, o

bien, incrementar la dosis del mismo de juzgarse necesario.

No obstante que el modelo multicompartimental puede describir, en promedio, el
comportamiento de la dinamica viral temprana en la mayoria de los pacientes, existen
excepciones. EI modelo es incapaz de reproducir picos mas alla de las primeras horas de
iniciada la terapia y la gran variabilidad, mediante oscilaciones en la carga viral, que se
manifiesta en la dindAmica una vez iniciado tratamiento antirretroviral puede ser debida a
procesos fisioldgicos no incluidos en el mismo, tales como la contribucion tardia de virus

provenientes de otros compartimentos celulares. De acuerdo con las predicciones tedricas
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(figura 4.5.) los picos de viremia pueden obtenerse mediante la variacién de tres
parametros, cg, K y 61. Una disminucion de cg favorece a un aumento de la viremia, pero
este incremento no se manifiesta de forma inmediata, sino que requiere de cierto tiempo
para llevarse a cabo, y las alturas de los maximos que se logran son menores a las que se
pueden lograr con un aumento de kg_ (figura 4.5B). Lo mismo ocurre para ¢l caso de 9,
donde el pico de viremia es mas angosto, pero se requiere de valores relativos mas altos de
o1 para lograr aumentos transitorios cuya altura sea comparable con la generada por la
variacion de ke Dado que con valores relativos bajos de ke se dan aumentos transitorios
de carga viral de forma rapida, que exceden hasta en cuatro veces la carga viral basal
podemos afirmar que este parametro tiene una mayor relevancia biolégica en la generacion

de dichos incrementos (véase figura 4.5 del capitulo 4).

Lo mas relevante en la estimacion de NktTo, NkmMo, 61y 82, €S que para obtener
los picos de viremia se requiere de valores relativamente altos de NktTo. Dado que N
representa el nimero de viriones generados por célula productivamente infectada y kr la
tasa de infectividad, Nkt T, se puede asociar con la virulencia de la cepa viral. La variacion
de 6; modula la fase de decaimiento rapido correspondiente al cambio de células
productivamente infectadas de vida corta, mientras que 6, lo hace con la fase de
decaimiento lento correspondiente a la contribucion en plasma de células de vida larga. Los
valores promedio reportados de &1 y &, son de 0.70 d* y 0.066 d*, respectivamente
(Perelson AS et al, 1997). Esto contrasta con nuestras estimaciones que produjeron valores
mas altos para los mismos parametros (tablas 5.3 y 5.5), debido quiza al uso de un modelo
multicompartimental mientras que los valores reportados son estimados a partir de un

modelo de un solo compartimento.
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1.1. CONCLUSIONES

Nuestro trabajo enfatiza dos aspectos basicos en el estudio de la dinamica del VIH —
1, a saber:

1) Caracteriza con datos clinicos la dindmica viral temprana al inicio del tratamiento

antirretroviral y la describe mediante modelos matematicos.

2) Revela la influencia de distintos compartimentos (células foliculares dendriticas y
espacios intersticiales de tejido linfoide) en la dindmica viral en plasma.

En cuanto el primer aspecto se puede decir que, los modelos matematicos han
probado ser de gran valor en el entendimiento de la dinamica de la infeccion por VIH in
vivo. Comparando estos modelos con datos obtenidos de pacientes sometidos a terapia
antirretroviral, ha sido posible determinar muchas caracteristicas cuantitativas de la
interaccion entre el VIH — 1, el virus que causa el SIDAy las células que son infectadas por
el virus. La evolucion de la infeccion hasta el estadio de SIDA involucra procesos
dinamicos rapidos del orden de horas a dias, asi como procesos mas lentos que ocurren en
escalas de tiempo de semanas a meses. En particular, nuestro modelo multicompartimental
pone de manifiesto la interaccion dindmica entre distintos compartimentos mediante tasas
de transferencia kr. y kg y muestra que las cargas virales en cada uno de ellos puede ser
producto de una redistribucion celular y viral entre compartimentos, mas que de la

desaparicion o aparicion intrinseca de viriones o células.

La importancia del estudio de la dinamica viral temprana en pacientes sometidos a
terapia antirretroviral radica en la posibilidad de establecer criterios para la prognosis del
tratamiento, basados en informacidén obtenida a las primeras horas o dias de iniciado el
régimen terapéutico. Mediante nuestro modelo multicompartimental se logré6 modelar la
dinamica promedio de pacientes infectados con VIH — 1 tras el inicio de HAART mediante
el ajuste de la tasa de desaparicion intrinseca cg, de la tasa de tranferencia ke y de la tasa
de decaimiento de células de vida corta ;. Se estimaron estos pardmetros a partir de datos
clinicos con lo que se pudo establecer la importancia de dichos pardmetros en la
descripcion la dinamica viral temprana como generadoras de picos de viremia una vez

iniciada la HAART. No obstante, que se desconoce cuél de los parametros tiene mayor
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relevancia bioldgica, es consistente el hecho que un aumento transitorio de la viremia es

producto de la liberacion de virus de FDC o LT a plasma sanguineo.

En lo referente al segundo aspecto el modelo multicompartimental predice que el
aumento transitorio de la viremia a las primeras horas que siguen al inicio de la terapia
antirretroviral es debido, principalmente, al desprendimiento masivo de virus libre de las
FDC o de LT a plasma sanguineo. Sin embargo, no podemos descartar la posible
contribucién de otros compartimentos, como el endotelio vascular. Aunque los efectos de la
infeccion del VIH sobre la funcion endotelial se han reportado en repetidas ocasiones en la
literatura, no existen estudios detallados de la relacion de los parametros de funcién
endotelial con los de carga viral. Particularmente, no existen anélisis de estadios tempranos
de la infeccion en individuos que no han recibido tratamiento antirretroviral. De aqui la
importancia de estudiar mediante el modelado matematico la posible contribucion de
compartimentos que no se incluyeron en nuestro modelo pero que pueden contribuir de

forma activa a la carga viral en sangre.
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APENDICE |
SELECCION DE LOS PACIENTES

A) CRITERIOS DE INCLUSION

e Hombres y mujeres adultos de 18 a 45 afios de edad con diagnostico confirmado y
registrado en su expediente, de infeccion por VIH.

¢ Que cuenten con carga viral, CD4+ y genotipo

e Sin tratamiento antirretroviral previo.

¢ Que inicien terapia HAART de acuerdo a los criterios establecidos en la guia de manejo
antirretroviral para las personas que viven con VIH/SIDA 2005-2006 de la
SSA/CENSIDA”.

e Que acepten participar con firma de carta de consentimiento informado (Anexo 4).

e Que cumplan una de las siguientes categorias de inclusion:

Pacientes | Género CD4+ TARAA* Carga viral Genotipo
1 Masculino | >250 cel A Cifra indistinta
2 Femenino | >250 cel A Cifra indistinta
3 Masculino | <250 cel A Cifra indistinta
4 Femenino | <250 cel A Cifra indistinta
5 Masculino | >250 cel B Cifra indistinta
6 Femenino | >250 cel B Cifra indistinta
7 Masculino | <250 cel B Cifra indistinta
8 Femenino | <250 cel B Cifra indistinta

*seleccionada para inicio
B. CRITERIOS DE NO INCLUSION

e Haber iniciado terapia antirretroviral
eTener una infeccion oportunista previamente.
e Embarazo

ePersonas VIH — positivas vacunadas recientemente.

C. CRITERIOS DE ELIMINACION

¢ Quienes deseen abandonar el estudio

e Resistencia por genotipo al medicamento propuesto.
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APENDICE II

CONSENTIMIENTO INFORMADO

“ANALISIS DE LA DINAMICA DEL VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA HUMANA
(VIH-1) AL INICIO DE LA ADMINISTRACION DE LA TERAPIA
ANTIRRETROVIRAL ALTAMENTE ACTIVA (TARAA).”

Datos del Investigador principal:

Nombre: Dr. Luis Enrique Soto Ramirez

Direccion:  Vasco de Quiroga # 15. Colonia Seccion XVI. Tlalpan. CP 14000

Teléfono: 5655 9675 extension 104

Centro: Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador

Zubiran.
Proyecto que corresponde a una investigacion con riesgo minimo
Estimado Sr. (a):

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
(INCMNS2Z) vy el Instituto de Fisica de la Universidad Nacional Autdbnoma de México
(UNAM) estan coordinando esfuerzos para desarrollar una investigacion referente a la
accion de los medicamentos que se utilizan para tratar a la infeccion por el Virus de
Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1). Para este fin, le invitamos a participar de
manera voluntaria en este estudio donde se determinara mas ampliamente la accion de los
medicamentos en personas que como usted, estan infectados por el VIH-1, lo que nos

permitira proponer mejoras en los tratamientos actuales.

A continuacién, le proporcionamos la informacion acerca del tipo de examenes que
se requeriran, del tiempo de duracion del estudio, los riesgos y los beneficios de participar

en el mismo:

Actualmente se sabe que la infeccidn por el VIH-1 puede controlarse por medio de

medicamentos llamados antirretrovirales. Para determinar la forma de actuar de estos
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tratamientos, se requiere de tomar muestras de sangre en las cuales se mide la cantidad de
virus que persiste después de iniciado el tratamiento. Los medicamentos valorados en el
estudio, serdn los autorizados por la Secretaria de Salud y establecidos en las “Guias de
manejo antirretroviral para las personas que viven con VIH/SIDA, 2005-2006 de
CENSIDA”.

En la mayoria de los pacientes, antes de que ocurra la disminucién en los niveles del
virus, se observa un aumento en la cantidad de virus en sangre durante las primeras horas
después de iniciada la terapia con los antirretrovirales, en lugar de una disminucion. En este
estudio queremos entender a qué se debe este suceso. Tenemos razones para pensar que una
cantidad de virus que se encuentra alojado en los ganglios linfaticos (pequefias bolitas
ubicadas en todo el organismo que sirven para su defensa ante las infecciones), pasa de

forma repentina a la sangre, lo que explicaria el aumento inicial en la cantidad del virus.

Para determinar en forma precisa como se modifica la cantidad del virus es
necesario tomar una serie de muestras de sangre de pacientes infectados por el VIH-1

durante los primeros dias en que inician su tratamiento.
I. Objetivos del estudio

1) Explicar el aumento y la posterior disminucion de la cantidad del virus en la sangre
debida a los medicamentos antirretrovirales actualmente aprobados por la Secretaria de
Salud.

2) Verificar la existencia de una elevacion en la cantidad del virus en la sangre en las horas

siguientes al inicio de la terapia en pacientes que nunca habian recibido el tratamiento.

3) Determinar la forma en que se comporta la poblacion del virus en la sangre a lo largo de

la primera semana después de iniciada la terapia.

4) Establecer la posible relacion entre la elevacidn de la cantidad del virus al inicio del
tratamiento y la respuesta del organismo del paciente al mismo.
5) Comparar los datos de pacientes mexicanos con los de pacientes de otras partes del

mundo.
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6) Proponer modificaciones que permitan mejorar las terapias antirretrovirales que se

administran actualmente a pacientes infectados por el VIH-1.
I1. ¢ Quiénes pueden participar en el estudio?

Hombres y mujeres adultos de 18 a 45 afios de edad con diagnéstico confirmado y
registrado en su expediente de infecciébn por VIH que inicien terapia antirretroviral
(TARAA) de acuerdo con los criterios establecidos en las guias arriba mencionadas, que
acepten participar voluntariamente, manifestandolo a través de la firma de esta Carta de

Consentimiento Informado.
I11. ¢ Quiénes no pueden participar?
La personas que hayan recibido tratamiento antirretroviral previo.

Las mujeres embarazadas. Durante la primera consulta se pedira la autorizacion de
la paciente para realizarle una prueba de embarazo, que de resultar positiva, sera excluida

de este estudio.

Pacientes con enfermedad avanzada (SIDA), o con alguna otra enfermedad

agregada por algun microorganismo diferente al VIH (agente oportunista).
Personas VIH-positivas vacunadas recientemente.
IV. ¢ En qué consiste el estudio?

Durante su participacion, el personal médico y de enfermeria involucrados en el
tratamiento de su padecimiento en el servicio de Infectologia del INCMNSZ realizara los
estudios necesarios para la confirmacion, tratamiento y seguimiento de la infeccién y sus

complicaciones.

Con el objetivo de realizar este estudio, se requiere que usted se interne en el
hospital durante 2 dias para el inicio de su tratamiento y la toma de una serie de muestras de
sangre en las que se determinara la cantidad de virus y su variacién durante este tiempo.

Ademas, en las mismas muestras de sangre se conocera la cantidad de las células de
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defensa que son principalmente infectadas por el virus, conocidas como células CD4. Se
requieren de un total de 24 muestras sanguineas. Las primeras 19 se obtienen en los dos
primeros dias de internamiento, por lo que con la finalidad de evitar la molestia que
ocasionaria tomar cada una de ellas con aguja y jeringa, se colocara un catéter (conducto de
plastico) en una vena y por medio del cual se pueden extraer en diversas ocasiones
pequefias cantidades de sangre (aproximadamente 12 mililitros de sangre que son los
requeridos para cada medicién). La forma en la que se tomaran las 24 muestras, es la

siguiente:

a) Una muestra se toma inmediatamente antes del inicio del tratamiento.

b) Una muestra cada hora durante las primeras 6 horas.

c¢) Una muestra cada 3 horas durante las siguientes 18 horas.

d) Una muestra cada 4 horas durante las siguientes 24 horas.

e) Una muestra cada dos dias a la misma hora hasta el dia 7 del inicio de la terapia
antirretroviral.

f) Una muestra al dia 14 del inicio de la terapia antirretroviral.

g) Una muestra al dia 21 del inicio de la terapia antirretroviral.

En la muestra de sangre inicial se conoceran, ademas de los elementos ya
mencionados, la composicion y cantidad de las células sanguineas y de grasa (biometria

hematica, quimica sanguinea y triglicéridos).
V. ¢Qué molestias y riesgos se podrian esperar?

Las molestias que existen al incorporarse al estudio son solamente las causadas por
la colocacion del catéter en la vena durante un tiempo maximo de 2 dias, que es el tiempo
de internamiento en el hospital. Por otra parte, el uso del catéter facilita la extraccién de las

muestras de Sangre.

El riesgo de infeccion agregado por el uso del catéter en este caso se considera

minimo.

V1. ¢Cuales son los beneficios que usted podria obtener de su participacion en el
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estudio?

Su registro en el estudio lo beneficiara a usted directamente al conocer de manera
precisa su estado de salud y la respuesta que su organismo tiene ante el tratamiento. En
particular conocera los resultados de sus exdmenes de sangre, es decir: carga viral y
linfocitos CD4, necesarios en su tratamiento y seguimiento que estaran disponibles para
tales fines y registrados en su expediente clinico. Ademas en la primera etapa del estudio se
realizard la prueba de genotipo para conocer la presencia de resistencia transmitida. El
beneficio de este estudio sera de gran ayuda para un tratamiento antiviral dirigido.

Durante los 2 primeros dias que dura el estudio se le asegura que usted contara con

una cama disponible para su internamiento.

Durante su estancia de internamiento se asegurara que usted tome de manera regular
sus medicamentos antirretrovirales lo cual es una necesidad para que el organismo pueda

controlar el desarrollo del virus.

Usted recibira tratamiento antirretroviral en el INCMNSZ a través de su médico
tratante hasta que le deje de ser de utilidad (manifestacion de resistencia a los antivirales
administrados). En caso de presentar algun efecto secundario, usted sera tratado y si fuera

necesario, canalizado con el médico especialista correspondiente.

Usted recibira consejeria acerca de la infeccion por el VIH asi como de la

importancia de seguir las indicaciones médicas necesarias para su tratamiento.

Por otra parte, usted estara contribuyendo a conocer mejor la accion de los
medicamentos contra el VIH para ayudar en la investigacion de alternativas para el

tratamiento de personas que como usted, padecen la infeccion por el virus.
VII. ¢ Habra algun tipo de remuneracion por participar en este estudio?

No se le cobraran las cuotas de recuperacién que normalmente usted pagaria por su
atencién y por los exdmenes llevados a cabo en el INCMNSZ durante el tiempo que dure

el estudio, incluyendo desde la consulta inicial de ingreso a éste, ya que estos gastos seran
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absorbidos por la investigacion.

En el caso de que usted requiriera atencién médica por causa de la aparicion de
moretones o0 hematomas debida a la toma de las muestras, se le proporcionard por

especialistas del INCMNSZ sin costo alguno.
VIII. Garantia de recibir respuesta

Para contestar sus preguntas relacionadas con los aspectos clinicos de este estudio,

puede comunicarse con:

Dr. Luis Enrique Soto Ramirez
Departamento de Infectologia
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran
Teléfono: 56559675 ext. 104

Dra. Elsa Vidal Laurencio

Departamento de Infectologia

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
Teléfono: 56559675 ext. 111

Para contestar sus preguntas relacionadas con los aspectos éticos de este estudio, o

sobre sus derechos, puede comunicarse con:

Dr. Antonio R. Cabral Castafieda
Coordinador del Comité Institucional de Investigacion Biomédica en Humanos
Teléfono: 5487 0900 ext. 2195

Si tiene preguntas sobre este documento o sobre el estudio en general, puede
comunicarse de lunes a viernes de las 9:00 a las 14:00 Hrs. con los siguientes colaboradores
del estudio, quienes aclararan cualquier duda acerca de los procedimientos a seguir, sus

riesgos y sus beneficios:

Dr. Germinal Cocho Gil
Instituto de Fisica UNAM
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Circuito de la Investigacion Cientifica, Ciudad Universitaria
Deleg. Coyoacén, C.P. 04510, México, D.F.
Tel. 56225150

Correo electrénico: cocho@fisica.unam.mx

Dr. Carlos Villarreal Lujan

Instituto de Fisica UNAM

Circuito de la Investigacion Cientifica, Ciudad Universitaria
Deleg. Coyoacéan, C.P. 04510, México, D.F.

Tel. 56225099

Correo electronico: carlos@fisica.unam.mx

Dra. Ma. Isabel Villegas Mota
Telefono: 04455 2302 5664

Correo electrénico: isavillegasl3@hotmail.com

IX. Libertad de retirar su consentimiento

Tiene usted la libertad de descartar esta invitacion o de retirarse del estudio en
cualquier momento, incluso habiendo aceptado participar voluntariamente en el mismo.
Cualquiera que sea su decision, no afectara de ninguna manera su relacion como paciente
del INCMNSZ, ni resultard en modo alguno en penalidad o pérdida de los beneficios a los
cuales usted tiene derecho, como son atencion médica y elaboracion de examenes de

laboratorio y otros existentes en esta institucion.
X. Confidencialidad

Su identidad no sera revelada en ningin informe o declaracion escrita como

resultado de su participacion en el estudio.
XI. Informacién

Todos los colaboradores del estudio tienen el compromiso de proporcionarle en
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cualquier momento la informacion y los resultados derivados del estudio.
XI1. Disponibilidad de tratamiento médico

El grupo de investigadores se compromete a cubrir el costo de las consultas,

internamiento y exdmenes requeridos durante el estudio.
XII1. Funciones de los investigadores de este estudio.

La Dra. Maria Isabel Villegas Mota supervisara el desarrollo general del proyecto.
Por parte del INCMNSZ, el Dr. Luis E. Soto Ramirez y la Dra. Elsa Vidal Laurencio
supervisaran los aspectos relacionados con las consultas, internamiento, tomas de muestras

y atencion médica de los pacientes.
XIV. Fuentes de financiamiento del estudio.

El financiamiento de este proyecto estara a cargo de la Secretaria de Salud. El
INCMNSZ absorbera los costos derivados del internamiento. El Instituto de Fisica aportara
los servicios de sus sistemas de computo para el analisis estadistico y matematico de los

resultados obtenidos del estudio.

ACEPTACION

Certifico que he recibido informacién clara y por escrito de los objetivos y
procedimientos de este estudio. Se han atendido todas nuestras dudas y conozco los riesgos,
beneficios y responsabilidades derivadas de nuestra participacion. Si tengo cualquier
pregunta sobre el estudio o sobre mis derechos como participante puedo llamar al Dr. Luis
Enrique Soto Ramirez o a la Dra. Elsa Vidal Laurencio al teléfono 5655 9675 extensiones

104 o 111 respectivamente.

Estoy de acuerdo en participar en el estudio en forma voluntaria y se me ha
garantizado la confidencialidad de la investigacion. Entiendo que en cualquier momento
puedo renunciar al estudio sin perder los beneficios de la atenciébn médica para mi. Por

altimo, entiendo que se me otorgara una copia de esta forma.
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Nombre del paciente

(con letra de molde)

Fecha (dd/mmm/aaaa)

Nombre del tutor o responsable legal

(con letra de molde)

Relacion con el paciente:

Firma

Fecha (dd/mmm/aaaa)

Persona que obtiene el consentimiento

(dd/mmm/aaaa)
(con letra de molde)

Testigo 1

Firma

Fecha

Nombre (con letra de molde)

Relacion con el paciente:

Firma

Direccion:

Fecha (dd/mmm/aaaa)

Testigo 2

Nombre (con letra de molde)

Relacion con el paciente:

Firma

Direccion:

Fecha (dd/mmm/aaaa)
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APENDICE 111

Guia de manejo antirretroviral para las personas que viven con VIH/SIDA 2005-2006

de CENSIDA
Criterios para Inicio de Terapia ARV
CATEGORIA CLINICA CD4 Cv RECOMENDACION
Infeccion Retroviral
Aguda 6 < 6 Meses de Cifra Indistinta X Ofrecer Tratamiento
Seroconversion (PROTOCOLIZAR)
Diferir tratamiento
>350 X Vigilar cada 3-4
Meses con nueva
cuenta de CD4
200-350 No disponible Tratamiento
Infeccion Cronica
Asintomatica 200-350 <100,000 copias Individualizar
ARN viral* Vigilar cada 3-4 con
CD4
200-350 >100,000 copias Tratamiento
ARN viral*
<200 X Tratamiento
Infeccion croénica Cifra indistinta X Tratamiento

sintomatica

X Es recomendable efectuar CV, aungue no indispensable para la toma de decision
*  Valores de acuerdo a la técnica de RT/ PCR (Amplicor). No existe evidencia clara de los niveles

recomendados para bDNA version 3.0 u otras metodologias.

SSA/CENSIDA. Guia de manejo antiretroviral de las personas que viven con el VIH/SIDA 2005-6.
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APENDICE IV

Declaracion de Helsinki

Recomendaciones para guiar a los médicos en la Investigacion biomédica que involucre

seres humanos.

Adaptado a la 18* Asamblea Médica Mundial. Helsinki, Finlandia, 1964 y revisado por la
29% Asamblea Médica Mundial, Tokio Japon 1975

INTRODUCCION:

Es la mision del médico velar por la salud de las personas. Su conocimiento y conciencia

debe de estar completamente dedicada a cumplir esta mision.

La Declaracion de Génova de la Asociacion Médica Mundial une al medico con las
palabras: “La salud de mi paciente sera mi primera consideracion y el Codigo Internacional de Etica
Médica declarara que “Cualquier acto o consejo que pudiera debilitar la resistencia fisica y mental

de un ser humano debe de ser usada Gnicamente en su propio beneficio”.

El propdsito de la investigacion biomédica que involucra a seres humanos debe ser el
mejorar los procedimientos diagnosticos, terapéuticos y profilacticos y el entendimieno de la

etiologia y patogénesis de la enfermedad.

En la practica médica diaria, la mayoria de los procedimientos diagndésticos, terapéuticos y

profilacticos involucran riesgos. Esto también se aplica a fortiori a la investigacién biomédica.

El progreso médico esta basado en la investigacion que en ultima instancia debe descansar
en parte en la experimentacion que involucra a seres humanos. En el campo de la investigacion
biomédica debe reconocerse una diferencia fundamental entre la investigacién médica donde la
meta principal es el diagndstico o la terapéutica y aquella donde el objetivo esencial es puramente
cientifico y sin ninguna implicacion diagnoéstica y terapéutica en la persona que estd siendo

investigada.

Debe ponerse especial cuidado en la realizacion de una investigacion que pueda afectar el

medio ambiente y debe ser respetado el bienestar de los animales que son utilizados en la
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investigacion.

Debido a que es fundamental que los resultados de experimentos de laboratorio sean
aplicados a seres humanos para incrementar el conocimiento cientifico y ayudar al sufrimiento de la
humanidad, la Asociacion Médica Mundial ha preparado las siguientes recomendaciones como guia
para cualquier médico en investigacion Biomédica que involucre a seres humanos. Estas

recomendaciones deberan ser sujetas a revisiones en el futuro.

Debe sefialarse que los lineamientos aqui mencionados son Unicamente una guia para los
médicos no son excluidos de responsabilidades criminales civiles y éticas bajo las leyes de su

propio pais.
PRINCIPIOS BASICOS:

1) La investigacion biomédica que involucra seres humanos debe sujetarse a los principios
cientificos generalmente aceptados y deberia estar basada en experimentaciones adecuadas de

laboratorio y animales, asi como en el conocimiento de la literatura médica.

2) El disefio y ejecucién de cada procedimiento experimental que involucra seres humanos deberia
estar claramente formulado en un protocolo experimental, el cual serd enviado a un comité

independiente para su consideracion, comentarios y guia.

3) La investigacion biomédica que involucre seres humanos debe ser conducida solo por personas
cientificamente calificadas y bajo la supervision de un médico clinico competente. La
responsabilidad para los sujetos humanos debera siempre descansar sobre una persona médicamente

calificada y no en el sujeto de experimentacién aln cuando el sujeto haya dado su consentimiento.

4) La investigacion biomédica que involucre seres humanos, no puede legitimamente ser llevada a

cabo, a menos que la importancia del objetivo esté en proporcion a los riesgos inherentes al sujeto.

5) Todo proyecto de investigacién biomédica que involucre seres humanos debe ser precedido de
una cuidadosa evaluacion de los riesgos predecibles en comparacion con los posibles beneficios al
sujeto 0 a otros seres humanos. En lo que concierne para los derechos del sujeto, éstos deben

siempre prevalecer sobre el interés de la ciencia y de la sociedad.

6) Debe de ser siempre respetado el derecho de cada sujeto a salvaguardar su integridad. Debe

tomarse todas las precauciones para respetar la privacidad y minimizar el impacto del estudio en la
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integridad fisica y mental y en la personalidad del sujeto.

7) Los médicos deben de abstenerse de comprometerse en proyectos de investigacion donde
participen seres humanos, a menos de que los riesgos involucrados sean previsibles. Los médicos
deben cesar cualquier investigacion si los peligros encontrados sobrepasan los beneficios

potenciales.

8) En la publicacion de los resultados, el médico esta obligado a preservar la veracidad de los
mismos. Los reportes de la experimentacion que no estén de acuerdo con los principios estipulados

en esta declaracion no deben ser aceptados para publicacion.

9) En cualquier experimento con seres humanos, cada sujeto potencial debe ser informado de los
objetivos, métodos, beneficios anticipados, peligrosos potenciales y molestias que el estudio puede
provocar. El individuo debe conocer la libertad que tiene para abstenerse de participar o retirarse del
mismo si asi lo desea. EI médico debe obtener el consentimiento informado de preferencia por

escrito.

10) Cuando se tenga el consentimiento informado para el proyecto de investigacién, el médico debe
ser precavido si el sujeto estd en una relacién independiente ya que puede consentir bajo cohersion.
En ese caso, el consentimiento informado debera ser obtenido por un médico que no participe en la

investigacion y que completamente independiente de esta relacion.

11) En caso de la incompetencia legal, el consentimiento informado debe de ser obtenido del
guardian legal de acuerdo con la legislacién nacional. En caso de que la incapacidad fisico mental
impidan obtener consentimiento informado o cuado el sujeto se in menor, el permiso del familiar

responsable reemplaza al del sujeto de acuerdo con la legislacion nacional.

12) El protocolo de investigacion debe contener siempre las consideraciones éticas involucradas y

debe contener los postulados de la presente declaracion.
INVESTIGACION MEDICA EN COMBINACION CON LAASISTENCIA CLINICA:

1) El tratamiento de las personas enfermas, el médico debe ser libre de usar un nuevo diagnéstico y
una medida terapéutica, si en su juicio ofrece la esperanza de salvar una vida, reestableciendo la

salud o aliviando el sufrimiento.

2) Los beneficios potenciales, riesgos y molestias de un nuevo método, deberan ser ponderadas con
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las ventajas de la mejor prueba diagnéstica actual y métodos terapéuticos.

3) En cualquier estudio médico, cada paciente incluyendo aquéllos del grupo control si existe,
deberé ser informado del mejor método diagndstico y lo terapéutico.

4) El rechazo del paciente a participar en el estudio nunca debe de intervenir con la relacion médico
paciente.

5) Si el médico considera que es esencial no obtener consentimiento informado, las razones
especificas de ello deberan ser escritas en el protocolo experimental de investigacion, para que asi

sean transmitidas a un comité independiente.

6) El médico puede combinar la investigacion médica con la asistencia siendo el objetivo de ello, la
adquisicion de nuevos conocimientos médicos.. Solo en la medida que la investigacion médica esté

justificada por su posible valor diagnéstico y terapéutico para el paciente.

I INVESTIGACION BIOMEDICA NO TERAPEUTICA QUE INVOLUCRE SUJETOS
HUMANOS (INVESTIGACION BIOMEDICA NO CLINICA)

1) En la sola aplicacion cientifica de la investigacion biomédica llevada sobre seres humanos, es el
deber del médico permanecer como el protector de la vida y la salud de esa persona o sobre quien

esté siendo llevada a la investigacion.

2) Los sujetos deberdn ser voluntarios ya sea personas sanas 0 pacientes para quienes el disefio

experimental no esté relacionado con la enfermedad del mismo.

3) El investigador o grupo de investigadores deberan descontinuar la investigacion si en su juicio,

ésta pudiera continuarse y ser dafiada al individuo.

4) En la investigacién humana el interés de la ciencia y la sociedad nunca debera tomar primacia

sobre las consideraciones relacionadas al bienestar de los sujetos.
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