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RESUMEN.

EN LOS ULTIMOS ANOS SE HAN REALIZADO UNA SERIE DE OBSERVACIONES
EN GRUPOS DE PACIENTES QUE NO SIGUEN EL MODO HABITUAL DE LA
INFECCION POR EL VIH-1. DENTRO DE ESTOS GRUPOS SE ENCUENTRAN LOS
SERONEGATIVOS PERSISTENTES, QUE SON PERSONAS QUE HAN SIDO
EXPUESTAS AL VIH-1 , PERO QUE Nb SEROCONVIERTEN. SIN EMBARGO EN
ALGUNOS CASOS SE HA LOGRADO DEMOSTRAR LA INFECCION EN ESTOS
INDIVIDUOS MEDIANTE EL CULTIVO VIRAL O MEDIANTE LA REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA. EN ESTE ESTUDIO SE OBTUVIERON PATRONES
DE RESTRICCION DE LAS REGIONES LTR Y RT DEL GENOMA VIRAL Y SE
COMPARARON CON UN VIRUS PROTOTIPO PARA PODER DETERMINAR LA
POSIBLE PARTICIPACION DE UN VIRUS DEFECTUOSO. LOS PATRONES DE
RESTRICCION OBTENIDOS MUESTRAN DIFERENCIAS PARA EL SEGMENTO
LTR EN LA DIGESTION REALIZADA CON LA ENZIMA Bgl Il Y PARA EL
SEGMENTO RT CON LA ENZIMA BSTX |, LO QUE SUGIERE QUE EL SITIO DE
CORTE SE ENCUENTRA ALTERADO POSIBLEMENTE DEBIDO A INSERCIONES

O DELECIONES, ALTERANDO POSIBLEMENTE LAS FUNCIONES.
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1.- INTRODUCCION




1.1. ANTECEDENTES.

1.1.1. HISTORIA.

Los retrovirus y el dafio que éstos producen no representan un nuevo descubrimiento. Se

sabia que estos virus producian cancer en otros mamiferos, sobre todo leucemias que

son tumores originados en los glébulos blancos. Resultaba logico, por tanto, buscar un

virus que ejerciera un efecto simitar en el humano (1. Sin embargo, no fué sino hasta

1978, casi una década después de descubrirse |a transcriptasa reversa. que se aislé el

primer retrovirus humano, el Virus Linfotropico de las células T, (HTLV. por sus siglas en

inglés) lamado asi por su avidez por dicho tipo de linfocitos. En 1982 se halldé un segundo

retrovirus humano que también producia leucemia. Desde entonces, el primer virus

linfotropico de células T paso a llamarse HTLV-l y, el segundo HTLV-lL()

A principios del verano de 1981, cinco casos de neumonia causada por Pneumocystis
carinii fueron reportados al Centro de Contro! de Enfermedades de Atlanta (CDC). Los
cinco casos se presentaron en varones homosexuales jévenes, sexualmente activos y
previamente saludables originarios de la ciudad de Los Angeles, California. Este reporte
fue bastante fuera de lo comun debido a que la neumonia por Pneumocystis carinni, una
neumonia causada por un parasito, se llega a observar casi exclusivamente en individuos
inmunodeprimidos. Estos cinco hombres no presentaban ningin antecedente de
inmunodepresion, ni existia motivo por el cual se sospechara que esluvieran
inmunodeprimidos. Sin embargo, los analisis de laboratorio que se practicaron en tres de
ellos revelaron un funcionamiento anormal del sistema inmune.

En esa misma &poca, se reportaron al CDC 26 casos de sarcoma de Kaposi, un tipo raro
de cancer de piel. Al igual que las casos de neumonia, et cancer se presentd en hombres

homosexuales de las ciudades de Los Angeles y Nueva York.




Previo a eslo, el sarcoma de Kaposi Unicamente se habia observado en varones
ancianos de ascendencia judia o mediterranea o en receptores de transplantes de rifién.
El que se encontrara este cancer en hombres homosexuales jovenes fue raro en extremo.
Pronto se corroboré que estos casos epidemiolégicos estaban relacionados a una nueva
enfermedad, denominada Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Este
Sindrome no se iimitaba a la poblacian de hombres homosexuales o bisexuales, ya que
también se observé en dos grupos singulares: heterosexuales que utilizaban drogas
intravenosas y varones heterosexuales que padecian hemofilia A,

A pesar de que los primeros intentos de aislar e identificar un agente causal del SIDA
fueran en vano, la historia clinica de los pacientes sugeria que habian dos factores
principales involucrados; el ser expuesto a sangre o el contacto sexual. El que se
presentara tal enfermedad en agquellos que empleaban drogas intravenosas, en
hemofilicos quienes utilizan factores de coagulacién concentrados ¥y en receptores de
transfusiones sanguineas, indicaba que el agente causal podia ser transmi_tido a través de
la sangre. El que se presentara también en hombres homosexuales activos, y en
compaheras sexuales de hombres portadores, indicé que este agente también era
sexualmente transmisible de un hombre a otro 0 a una mujer. Ademas, se observé que la
enfermedad podria ser transmitida verticalmente a los hijos de las mujeres que tenian
SIDA durante la gestacion. Debido a que se reconocié que el sindrome aparentemente
era transmitido en forma muy parecida a la de la hepatitis B, se considerd la posibilidad de
que fuera una variante de Citomegalovirus o de un Virus Epstein Barr.

No fue sino hasta principios de 1983 cuando se sospeché que algin tipo de HTLV,

pudiese ser el agente causal (2).




En 1984, tres instituciones diferentes reportaron el descubrimiento de un virus asociado
al SIDA, este virus fué denominado Virus Asociado con Linfoadenopatia (LAV) por el Dr.
Luc Montagnier y cols. en el Instituto Pasteur en Francia en mayo de 1983; Virus
Linfotrépico tipo lil de las células T humanas (HTLV-Ill} en mayo de 1984 por e! Dr. Robert
Gallo y cols. en el Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidios; y Virus
Relacionado al SIDA (ARV) por el Dr. Jay Levy y cols. en la Escuela de Medicina de la
Universidad de California de San Francisco en agosto de 1984. E! nombre definitivo del
virus fue establecide por el Comité Internacional de Taxdnomos como “Virus de la
Inmunodeficiencia Humana” (VIH). Este nombre sustituye a las siglas 0 a los nombres que
representan las siglas HTLV-III, LAV o ARV, siglas de los nombres de mayor uso hasta
antes de a aparician de esta denominacion.

La pandemia de SIDA parece haberse originado en Africa (2). En febrero de 1998 se
reporté e! caso mas antiguo de infeccion por el VIH. En un estudio serolégico de '1,213
muestras de plasma obtenidas de Africa entre 1958 y 1982, se obtuvo un resultado
positive de! plasma fechado en 1959, de un adulto. La muestra fué confirmada por

inmunofluorescencia, Western blot y radioinmunoprecipitacion.(3



1.2, HISTORIA NATURAL.

1.2.1. INFECCION.

El virus suele transmitirse de una persona a otra mediante la exposicidén directa a Ia
sangre contaminada o por transmisidn de la madre al feto ¢ al lactante y por las relaciones
sexuales no protegidas, donde hay intercambio de semen o secrecicnes vaginales. Una
vez en el humano, el VIH-1 invade varios tipos de células del sistema inmune (entre ellas,
los linfocitos TCDA4, o auxiliares), se replica en su interior y se propaga a otras células. La
historia natural de la infeccion por ef VIH-1 se ilustra en la Fig. 1.

Al principio de la infeccidn, una gran replicacidn del virus y la muerte de las células TCD4
se ponen de manifiesto por los grandes niveles de VIH-1 presentes en la sangre y por una
disminucion notable de la concentracion de células TCD4, cuyo ndmero normal es de 500
por milimetro cubico de sangre como minimo. A las tres o cuatro semanas de esta fase
aguda, muchas personas muesiran sintomas que semejan a la mononucledsis: fiebre,
aumento de tamafic de los ganglios linfaticos, exantema, dolores musculares y cefaleas.
Estas dolencias se resuelven en un periodo de una a tres semanas, a medida que el
sistema inmune empieza a ejercer control scbre el virus. La poblacion de células TCD4
responde estimulando a otras células, los linfocitos TCD8, o citotdxicos, para que
intensifiquen la destruccion de las células infectadas. Se producen también anticuerpos
en un esfuerzo por contener al virus; éstos ayudan a eliminar particulas libres del VIH-1 y
células infectadas que expresan antigenos virales en la superficie.

Pese a toda esta actividad, es raro que el sistema inmune efimine por completo al virus.
La tasa de replicacion viral disminuye en un promedio de seis meses, manteniéndose
relativamente estable y alcanzando un "punto de equilibrio”. Este punto varia

considerablemente de un paciente a ofro y se asocia con la progresion de la enfermedad.




En promedio pasan de 8 a 10 afios antes de que se desarrolle una complicaciéon
importante relacionada con el VIH-1.

Este estadic prolongado se define como e! periodo asintomatico. El periodo asintomatico
se debe a que los niveles de células TCD4 siguen siendo lo suficientemente estables
como para conservar las respuestas defensivas en contra de agentes infecciosos. Con el
tiempo, las concentraciones de células TCD4 van disminuyendo de manera gradual.
Cuando el nive| cae por debajo de 200 células por milimetro cdbico de sangre se define al
paciente como enfermo de SIDA.

En esta etapa. el sistema inmune se encuentra sobrepasado. La concentracion del VIH-1
se incrementa y empiezan a proliferar los patégenos que en condiciones normales serian
mantenidos bajo control, dando lugar a las infecciones oportunistas. Una vez que
aparecen estas enfermedades, e! SIDA suele resultar mortal en un afio o dos. En
ocasiones, estas infecciones aparecen antes de que el nivel de células TCD4 caiga por
debajo de 200, lo que hace que se diagnostique el SIDA clinicamente sin considerar el

numero absoluto de linfocites TCD4.

VIREMIA PLASMATICA EN LOS ESTADIOS DF LA INFECCION i
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Figura 1. Historia Naturat de la Infeccién por el Virus de Ia Inmunodeficiencia Humana




1.3. AGENTE ETIOLOGICO,
1.3.1. CLASIFICACION,

El VIH-1 es un miembro de la familia Lentivirinae, de los retrovirus que afectan a los
humanos. Los lentivirus caracteristicamente causan infecciones que involucran largos

periodos de latencia clinica y una débil respuesta inmune humoral. También presentan
asociacion con enfermedades con largos periodos de incubacion, supresidn inmune y
auteinmunidad. Son especie-especificos, no son onhcogénicas, hay acumulacién de

formas circular y lineal de ADN viral no integrado en células infectadas. Tienen un

genoma grande (9 Kb)
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Fig. 2 Virus de la Inmunodeficiencia Humana




1.3.2. BIOLOGIA DEL V.LH.

Actualmente se conocen dos grupos de retrovirus humanos: los virus de leucemia de
células T (HTLV-l Y HTLV-Il) de la subfamilia de los oncovirus y los virus de ia
inmunodeficiencia humana. Se conocen dos tipos del VIH: VIH-1, aislado en 1983 y que
se encuentra distnbuido en todo el mundo, por lo cual es responsable de ia mayoria de los
casos de SIDA. El otro tipo, el VIH-2, produce el sindrome con mayor parsimonia y esta
restringido a determinadas zonas de Africa (s).

El VIH tiene una estructura icosahédrica, cuyo diametro es de aproximadamente una
diezmilésima de milimetro, conteniendo 72 picos extemos (Fig. 2). Estos picos son
formados por dos de las principales proteinas del virus, gp120 y gp41, las cuales se
pueden encontrar en trimeros o tetrAmeros y se encuentran en la membrana. Su
envoltura es una doble capa iipidica proveniente de ias membranas celulares y por lo
tante tiene insertadas otras proteinas incluyendo antigenocs de histocompatibilidad clase |
y clase Il. Debajo de la envoltura, se encuentra una capa de proteina llamada matriz {(MA)
que rodea a la nucleccapside (NC), ésta Ultima tiene forma de cono truncado ¥ hueco que
esta formada por ofra proteina, la p24. La nucleocépside se encarga de albergar el
material genético del virus, que por ser un retrovirus esta en forma de acido ribonucleico o
ARN, en vez del mas habitual ADN. Dos hebras de ARN con una longitud de 9800
nucledtidos, se asocian fisicamente a la nucleocapside. También estdn la enzima reverso
transcriptasa (RT) que transcribe el ARN virico en ADN una vez que el virus ha entrado
en la célufa. Junto con el ARN hay también una integrasa y una proteasa. Ademas hay
otras dos proteinas, la p6 y la p7.

Una caracteristica que distingue a los Lentivirus de ofros retrovirus es la excepcional
complejidad de su genoma viral. La mayoria de los retrovirus son capaces de replicarse

conteniendo sdlo 3 genes: gag, pol y env.




Los genes estructurales codifican para proteinas que forman la particula viral o que
tienen actividades enzimaticas, indispensables para la replicacidn de los virus: gag
codifica para ta proteina p55 que es el precursor de las proteinas de la nucleocapside del
virus (p24, p17 y p9); pol tiene Ia informacion para las enzimas transcriptasa reversa (p55
y pB0}, integrasa (p31) y proteasa; env codifica para un precursor glicosilado, gp160, que
es procesado dando origen a la glicoproteina de superficie de la envoltura (gp120) y la
glicoproteina transmembranal (gp41). Ademas de estos 3 genes esenciales el VIH-1
contiene en su genoma pequefios genes accesarios: vif, vpu, vpr, tat, rev y nef.(Ver Fig.
3). Tres de estos genes: taf, rev y nef, juegan un papel muy importante en la regulacion de
la expresion viral. El gen tat es un "transactivador”, lo cual quiere decir que la proteina
correspondiente ejerce su regulacién en un lugar distante del genoma, a la cual se le
iama regién responsiva. Las proteinas de fat y rev regulan la transcripcion y los
fendmenos postranscripcionales, y ambos son esenciales para que se lieve a cabo la
replicacién viral. El gen nef codifica para una proteina que ejerce una funcién de regulador
negativo, de modo que cuando se modifica por algunas mutaciones, el virus se replica
mucho mas.

La proteina preducida por el gen vif se encuentra en las particulas virales maduras, es
muy conservada entre distintas cepas. Se ha comprobado que la proteina codificada por
vif controla la infectividad de pariculas virales libres, las cuales disminuyen
considerablemente su capacidad infectiva si el gen que la codifica sufre mutacicnes.

El preducto de vpu no interfiere en la expresion de las proteinas del virus, pero parece
estar involucrado en el fenémeno de liberacién de particulas virales de células infectadas.
Con respecto al producto de vpr, se sabe que éste induce la formacion de anticuerpos en

individuos infectados y participa en el proceso pre-integracion.



El provirus tiene en sus extremos unas secuencias llamadas repetidos terminales largos
{(LTR, por sus siglas en ingles), que contienen elementos reguladores de la expresion viral

como el promotor y secuencias aumentadoras de la transcripcion.

ORGANIZACION GENOMICA DEL VIH-I
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Figura 3. Genoma del Virus de la Inmumnodeficiencia Humana




1.3.3. CICLO DE REPLICACION.

El ciclo comienza con ia unién de la proteina gp120 de la envoltura viral con la molécula
CD4, una proteina que se encuentra en las membranas de varios tipos de células del
sistema inmune. Ciertas células portadoras de CD4, las dendriticas, se encuentran
distribuidas en las mucosas; pudieran ser éstas las primeras células infectadas por el VIH
en la transmisién sexual. Macréfagos y monocitos, células del sistema inmune, portan
también la molécula CD4 al igual que algunas células del cerebro como las neuronas y la
microglia. Pero los principales blancos del VIH son los linfocites T ayudadores o células
T4, que expresan CD4.

A mediados de los noventas, el grupo encabezado por Edward A. Berger (g). del Instituto
Nacional de Alergia y Enfermedades Infecciosas de EUA, aislé un  correceptor
indispensable para las variantes de VIH que preferentemente infectan a los linfocitos T (T-
tropicas). Resultd ser un receptor de quimiocinas, denominado CXCR4. Casi
simultaneamente, Michael Samson y Marc-Parmentier, de la Universidad Libre de
Bruselas aislarcn el gen comespondiente a un receptor similar de quimiocinas que
reconoce RANTES, MIP-ia y MIP-18. En dos meses, cinco grupos demostraron
independientemente que la proteina codificada por dicho gen, la CCR5, era también un
correceptor para las estirpes M-trépicas del VIH, aunque el VIH generalmente utiliza
CCRS5 como un segundo receptor (7).

El mecanismo por el cual se da la unién del VIH y ia céluta blanco se ilustra en fa Fig. 4.
La proteina gp120 del ViH reconoce al receptor CD4. Esta interaccion lleva a un cambio
confarmacional en la gp120, ligandose entonces al correceptor CCR5/CXCR4. A
continuacién, la gp41 expone un dominio fusogénico en la membrana celular de la célula
blanco, dandose de esta manera la fusidn del virus con la membrana celular de la célula

hlesped.
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Esta unién le permite fusionarse con la membrana celular y liberar su contenido en el
citoplasma. Dicho contenide lo forman las tres enzimas virales y dos hebras de ARN
portadoras, cada una, del genoma entero del VIH, es decir, el material genético para
fabricar nuevas particulas del virus {8).

Una de las enzimas, la transcriptasa reversa, copia el ARN del virus en un ADN de doble
hebra. Posteriormente una segunda enzima llamada integrasa, ayuda a empalmar
covalentemente el ADN del VIH a los cromosomas de la célula hiesped. Cuando una
célula T en cuyo interior se encuentra este ADN integrado (o provirus) entra en actividad
para atacar al VIH o a cualquier otro microorganismo, se activa la replicacion viral, se
producen copias del genoma y de las proteinas del virus Y se generan nuevas particulas

virales. Estas particulas salen por gemacion de la célula e infectan a oftras células.

[CICLO DE REPLICACION VIRAL |

.*.

Gemaclén

Figura 4. Mecanismo de Unién del VIH y la Célula Blanco




1.4. METODOS DE DETECCION DEL VIH-1

1.4.1. DEFINICION DE LA INFECCION POR VIH.

Elindividuo VIH seropositivo es aquel sujeto que ha démostrado ser repetidamente positivo
en pruebas serolégicas presuntivas de deteccidn de anticuerpos contra el VIH (ELISA.
Aglutinacién} y adicionalmente en pruebas confirmatorias (Western Blot). El individuo
infectado es aquel en quien se ha demostrado la presencia del virus por métodos directos

(PCR, Cultivo, Deteccion de antigeno).

1.4.1.1. SEROCONVERSION.

Cuando ocurre la exposicidn al virus transcurre un periodo de duracién variable y que en la
mayoria de los casos es de 3 a 8 semanas después del cual e! individuo desarrolla
anticuerpos (Ver Fig. 1). Durante este lapso el titulo de anticuerpos especificos contra el
virus resulta negativo aunque la persona se haya infectado y pueda transmitir el virus.
Posteriormente el individuo permanecerd con altos titulos de anticuerpos durante un
tiempo considerable. El tiempo que franscurre desde la exposicién al virus hasta que se
pueda detectar la presencia de anticuerpes es comunmente llamado el periodo de ventana
o de seroconversion y pueden transcurrir de 3 a 8 semanas antes de que se logren

detectar los anticuerpos.
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1.4.2. METODOS INDIRECTOS.

Estos métodos utilizan el suerc del paciente para detectar anticuerpos especificos dirigidos
hacia antigenos virales de la envoltura, de la capside, matriz 0 de alguna otra estructura
viral.

1.4.2.1, PRUEBAS DE TAMIZAJE.

Actualmente las pruebas de tamizaje que se utilizan en México para detectar la presencia
de anticuerpos anti-VIH son las pruebas de aglutinacion y el ensayo inmunoenzimatico
(ELISA). Cuande una prueba de ELISA o Aglutinacién resulta positiva, debe repetirse la
prueba. Si por segunda ocasidn se obtiene un resultado positivo, podemos considerar esa
muestra como presuntamente positiva. Si esta segunda prueba resulta positiva, se
realizara una prueba confirmatoria.

1.4.2.1.1. AGLUTINACION,

Esta prueba utiliza antigeno del VIH obtenido por cultivo de virus en células linfoides. EI
virus es inactivado y desintegrado y con &l se cubren particulas inertes de latex o gelatina,
La prueba se basa en la aglutinacién producida por la reaccién antigeno-anticuerpo que se
presenta cuando el stiero que se esta probando contiene anticuerpos especificos dirigidos
a los antigenos virales que recubren a la particula. La reaccion es evaluada visualmente en
una placa en la que se colocan las particulas recubierlas de antigeno viral y el suero
problema. Se observa la diferencia entre la reaccién negativa que produce un botén

compacto y la positiva en {a que el asentamiento de las particulas es difuso y grande.
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1.4.2.1.2. ENSAYO INMUNOQ ENZIMATICO (ELISA).

Esta prueba se basa también en la reaccion inmunolégica que se presenta enire un
antigeno y su anticuerpo especifico. Para evaluar esta reaccion antigenc-anticuerpo se
disefiaron los analisis inmuncenzimaticos, que consisten en fijar a una superficie (fase
solida) alguno de los dos reactivos y hacerlo reaccionar con e! complementario.
Posleriormente se lleva acabo una segunda reaccién antigeno-anticuerpo que uliliza
generalmente un anticuerpo policlonal que reacciona especificamente con el complejo
formadoe iniciaimente. Para visualizar el resultado, el segundo anlicuerpa monoclonal
empleado se encuentra conjugado con una enzima que al reaccionar con un sustrato da un

producto final coloreado.

1.4.2.2. PRUEBAS CONFIRMATORIAS.
Actuaimente se encuentran disponibles varias pruebas confirmatorias. Una de las mas
difundidas es el Inmunoblot o Westem Blot (WB). El Western Blot no es una prueba tamiz,

sino una prueba confirmatoria.

1.4.2.2.1 WESTERN BLOT

En este ensayo los antigenos virales son separados por medic de electroforésis (en un ge!
de poliacrilamida con SDS), luego transferidos de un gel a un soporte sélido (usuaimente
un filiro de nitrocelulosa) y posteriormente analizados con reactivos que son especificos
para secuencias particulares de aminoacidos. Para su empleo en diagnéstico seroldgico se
utiliza ei suero problema, que de tener anticuerpos estos reaccionan especificamente
contra antigenos que se encuentran en el soporte sélido. Esta técnica es extremadamente

util para la identificacion de anticuerpos contra proteinas especificas del virus.
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Resultado Positivo. Sera el suero con anticuerpos dirigidos a los antigenos virales:

‘env’ + “gag” + “pol” o

‘env” + “‘gag” o

‘env’ + ‘pol” o

“env” solamente {con un minimo de antigenos “env” reconocidos)
1) Resultado Indeterminado. Sera el suero con anticuerpos dirigidos a los antigenos

virales:

‘gag” + ‘pol” o

“gag” solamente o

“pol” solamente
El resultado indeterminado suele corresponder a estadios muy tempranos de la infeccion
por VIH-1 (infeccion reciente), puede resultar de la reaccién cruzada con ViH-2,( o bien
debera someterse a una tercera prueba). La repeticion de la prueba después de tres
meses puede proporcionar mayor informacion, ya que en este lapso se definirdn algunos
casos de seroconversion temprana.
3) Resultado Negativo. Sera el suero en el que no se demuestre la existencia de

anticuerpos contra ninguno de ias tres clases de antigenos virales mencionados.

1.4.3. METODOS DIRECTOS.

Existen otras técnicas para el diagnéstico de la infeccion por el VIH, estas técnicas no
detectan anticuerpos éino la presencia del virus, o las proteinas o ADN del mismo. Entre
estas pruebas se encuentran: cultivo viral, deteccion de antigeno virales y la reaccion en

cadena de la polimerasa.
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1.4.3.1 CULTIVO VIRAL,

Un diagnostico definitive de la infeccién por VIH puede ser realizado por el uso de cultivo
celular para aislamiento del virus a partir de células, tejidos o fluidos corporales de
individuos infectados. Muy comunmente se emplea un sistema de cocultivo en e! cual
células mononucleares periféricas (PBMC por sus siglas en inglés de Peripheral Blood
Mononuclear Cells) de donadores seronegativos al VIH, preestimuladas con
fitchemaglutinina son mezcladas con PBMC s provenientes de un individuo presuntamente
infectado del cual se quiere llevar a cabo el aislamiento. El cocultive se mantiene en medio
con interleucina 2 (IL-2) para promover la proliferacién de linfocitos T. La presencia del
virus se confirma por deteccion de actividad de reverso transcriptasa o de antigenos virales
en el sobrenadante del cultivo o por inmuncflucrescencia de las células.

1.4.3.2. DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES.

La deteccién de antigenos (Ag) virales se puede realizar en muestras de cocultivo para
confirmar la infeccion, pero también se puede hacer directamente en muestras de plasma o
suera de pacientes posiblemente infectados. La técnica de deteccion de Ag viral ofrece
algunas ventajas: se ha encontrado que el Ag del VIH-1 puede ser detectado antes que los
anticuerpos anti-VIH-1 en la mayorfa de (as infecciones agudas, ademas la determinacién
de Ag puede ser relacionada con el desarrollo de complicaciones clinicas.

1.4.3.3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA.

El témino reaccién en cadena de (a polimerasa (PCR por sus siglas en inglés: Polymerase
Chain Reaction) se ap.ﬁca al proceso bioguimico in viiro, mediante el cual las cadenas
individuales de ADN blanco son duplicadas por la ADN polimerasa en cada uno de los
ciclos que integran la reaccidn, al final de los cuales las nuevas cadenas vuelven a ser
duplicadas por la misma enzima, lograndose una produccidn exponencial de millones de

copias del gen o segmento de ADN especifico sometido af proceso.(Fig.5)
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Desarrollada a mediados de los ochentas, la aparicion de esta técnica permite obtener en
un breve lapso de tiempo, una gran cantidad de copias de la porcién de ADN que se desea
estudiar. La sensibilidad que aporta este método es tal que actualmente es posible analizar
un gen aunque solo se disponga del ADN de una célula {9}.

El principio de la PCR es sencillo: consiste en copiar hasta mil millones de veces, en un
tubo de ensayo, un fragmento del genoma que se desea estudiar. Los fragmentos de ADN
contienen 2 hebras enlazadas en doble hélice. Cada hebra esta constituida por el
encadenamiento de un gran nimero de componentes elementales, los nuclectidos
(Adenina, Timina, Guanina, Citosina), las secuencias de ambas hebras son
complementarias y se hibridizan por enlaces energéticamente débiles, puentes de
hidrogeno. Esta complementaridad tiene una gran importancia: cuando los puentes de
hidrogenc se rompen, por ejemplo a causa del calor, las dos hebras son capaces de
reasociarse simplemente por enfriamiento, reproduciendo la doble hélice inicial. Tal
propiedad de hibridacién especifica de las secuencias complementarias ha sido utilizada
por la PCR.

Esta técnica se basa en la accibn de una enzima termo resistente, la Tag
polimerasa, capaz de sintetizar, tomando como modelo una de las hebras, una nueva
hebra formada por nucledtidos complementarios. La estrategia consiste en hacer funcionar
ta Taq polimerasa a partir de un pequefio oligonucléotido complementario del extremo de la
region a amplificar, que queda fijado y sirve de cebador. El otrg extremo del fragmento esta
delimitado por un segundo cligonuclétido en la otra hebra.

Como se ilustra en la figura 5, cada ciclo de ampfificacion pasa por tres etapas:
primero, la doble hélice de ADN se calienta a 94°C, Io que permite romper los puentes de
hidrégeno entre las dos hebras y desnaturalizar €l ADN. Luego la temperatura se baja

hasta aproximadamente 50°C en presencia de los oligonucledtidos,
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Entonces estos se hibridan especificamente en los extremos complementarios de
la regién a amplificar, cada uno en su hebra. Seguidamente cuando la temperatura se
eleva a 72°C la polimerasa sintetiza las nuevas hebras de ADN a partir de los cebadores,
uniendo nucledtidos trifosfatos (dATP, dCTP, dGTP y dTTP). Estas operaciones
constituyen un ciclo de amplificacion, se dispone entonces de dos nuevas copias del
fragmento. En el cicio de amplificacién siguiente, que pasa por las mismas 3 etapas (
separacién de las hebras, hibridacién de fos cebadores y elongacién), estas nuevas hebras
serviran, a su vez, de moldes para la polimerasa. De este modo se obtienen 2" fragmentos
después de n ciclos {10},

Los primeros ensayos de la PCR se realizaron en forma manual, utilizando para la
amplificacién al fragmento Klenow de la ADN pofimerasa ! de la bacteria Escherichia coli
asi como varios bafios de agua para las diferentes temperaturas. Después del paso de
desnaturalizacién, en cada ciclo se requeria agregar una cantidad de enzima para
reemplazar a la incluida inicialmente, dado que esta se inactivaba por la aita temperatura
requerida durante el paso de desnaturalizacién del ADN. Sin embargo, al hacer esto
también se incrementaba la concentracién de glicerol (contenido en ta preparacion
comercial de la enzima) y éste terminaba por inhibir la actividad de la enzima y limitar asi la
eficiencia de la reaccidn.

Afortunadamente el descubrimiento de una enzima resistente al calor, la Tag
polimerasa, aislada a partir de ta bacteria Thermophilus aquaticus que vive en manantiales

térmicos, evita afadir enzimas en cada ciclo y permite 2 automatizacion de la PCR.(11)
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* Cora

Fig. 5 Ciclos de amplificacién por medlo de la Reaccion en Cadena de Iz Pollmerasa

1.4.3.3.1. APLICACIONES DE LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA.
La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica con aplicaciones en

diversos campos como la biologia molecular, diagnéstico clinice, en genética de
poblaciones y andlisis forense (12,

En el diagndstico clin‘ico esta metodologia es utilizada en la genética médica para
el diagnostico de enfermedades hereditarias y de algunas cromosomopatias
comunes. En el campo de la inmunclogia se emplea para determinar asociaciones
entre el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y la predisposicién genética
para ef desarrolio de enfermedades autoinmunes (13). En el campo de la oncologia,
se emplea para probar mutaciones activadoras de oncogenes o supresoras de
anti-oncogenes, para detectar arreglos cromosémicos presentes en procesos

neoplasicos, y para la deteccion de virus y secuencias oncogénicas.
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En la microbiologia la PCR se ha utilizado en el diagnostico rapido y preciso de
infecciones producidas por bacterias, hongos y virus; particularmente aquellos
microorganismos dificiles de detectar por analisis microbiolégico directo de cultivo,
como es el caso de las micobacterias. En la medicina legal, la PCR ha
enriquecido enormemente el andlisis de las prugbas de paternidad y la
identificacion de individuos a través de la tipificacion de regiones cromosomicas

con secuencias de ADN altamente variables o polimérficas (14).
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1.5. SERONEGATIVOS PERSISTENTES

En la historia natural de la infeccién por VIH encontramos que el tiempo medio

desde el momento de la infeccion hasta el desarrolle de la enfermedad que se

conoce comog SIDA es de alrededor de 10 afios. Asi, unos pocos individuos van a

progresar a SIDA en 18 meses, mientras que otros permanecen libres de la

enfermedad mas de 18 afios (15).

En general se ha venido aceptando que los receptores de transfusiones

progresaban mas rapidamente que los que se infectaban por contacto sexual o los

hemofilicos.

En los daltimos afios se han realizado una serie de observaciones en pacientes que

no seguian el modo habitual de pregresion de la infeccidn, distinguiéndose 3

grupos:

1) Pacientes de larga sobrevida. Personas infectadas, con disminucion de
linfocitos T CD4 {<200 células / mm®), pero sin presentar sintomas

2) No progresores. Personas infectadas, asintomaticas y con niveles normales de
linfocitos T CD4 (>500 células / mm’®).

3) Seronegativos Persistentes. (HEPS, Highly Exposed Persistently
Seronegatives). Personas que no seroconvierten a pesar de exposiciones
miitiples al VIH.

Los HEPS, son perscnas asintomaticas quienes han sido expuestos al VIH pero

no seroconvierten e incluyen; trabajadoras sexuales y otros individuos que han

tenido relaciones sexuales multiples sin proteccion con individuos seropositives al

VIH, usuarios de drogas por via intravenosa que compartian agujas o jeringuillas

con seropositivos, receptores de sangre ¢ derivados de la misma contaminados
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con VIH, trabajadores sanitarios que han sufrido exposicion a sangre o fluidos
organicos VIH+, recién nacidos de madres infectadas y en parejas en las cuales

uno es seronegativo al VIH y el otro es seropositive al VIH (parejas discordantes).

A pesar de una exposicion continua al VIH, los seronegativos persistentes no
producen anticuerpos de tipo IgG contra el virus, segun pruebas de tamizaje
(ELISA} o confirmatorias (Western Blot) utilizando su suero. Sin embargo, en
algunos casos, se ha logrado demostrar la infeccién en estos individuos mediante
el cuitivo viral o mediante la PCR (1s).

El seguimiento y estudio de los HEPS, aporta nuevas vias para el mejor
entendimiento de la patogenia de la enfermedad, abriendo nuevas aproximaciones

terapedticas e hipdtesis para el desarrollo de vacunas.

1.5.1. ANTECEDENTES.

Las observaciones hechas por Clerici y colaboradores indican la existencia en
algunas enfermeras que habian estado expuestas al VIH con riesgo de infectarse
que aparentemente no habian contraido la enfermedad ya que no presentaban
anticuerpos contra el virus ni se pudo detectar la presencia del virus ¢ de sus
acidos nucléicos en la sangre (11,

En estos casos estudiados, las células mononucleares periféricas de estas
personas presentaban una fuerte produccién de interleucina-2 (IL-2) indicativo de
una buena respuesta celular cuando eran estimuladas con péptidos de la envoltura
viral. Los autores han realizado estas mismas observaciones en homosexuales
seronegativos que han sido expuestos al virus en multiples ocasiones por practicas

de alto riesgo con parejas seropositivas.
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Estudios de Plummer llevados a cabo en una cohorte de 262 trabajadoras
sexuales seronegativas de Kenia han demostrado que 29 de ellas permanecian sin
infectarse a pesar de haber tenido varios contactos sexuales diarios sin proteccion
durante un periodo de actividad de 9 afios. Este fenémeno de resistencia podria
estar relacionado con el hecho de poseer alelos AW28 y Bw705 de
histocompatibilidad (MHC-1) gque estan relacionades con la disminucién en el
riesgo de transmision del VIH en contraposicion con el alelo aW19 que esta
relacionado con el aumento de riesgo de seroconversion (1g).

1.5.2. ALTERNATIVAS PARA EL DIAGNOSTICO DE SERONEGATIVOS
PERSISTENTES.

De modo tradicional se considera que un individuo que dé resultados negativos en
pruebas de deteccidn de anticuerpos anti-VIH-1 no se encuentra infectado con el
VIH-1. Para el caso de los HEPS las pruebas inmunoldgicas no permiten el
diagndstico.

Por esta razon se hace necesario demostrar la presencia del virus, la cual se
puede evidenciar realizdndose aislamiento viral o demostrando la presencia de sus
componentes, que pueden ser sus proteinas (determinacién de antigencs virales)
o su material gendmico (ADN proviral integrado en fas células infectadas o ARN
viral presente en el plasma).

Ei aistamienta viral, considerado hasta el momento como el estandar de oro de la
infeccidn por VIH, alcanza una efectividad cercana al 100%. No obstante, un gran
inconveniente de este método es que pocos laboratorios en el mundo lo llevan a
cabo y, en general, son laboratorios especializados dedicados a la investigacion
con instalaciones de alta seguridad biolégica; ademas, por su costo elevado no es

una metodologia apticable en un alto nimero de muesiras.
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La Reaccion en Cadena de la Polimerasa promete ser unc de los métodos de
eleccion para este tipo de diagnéstice, asi como también la hibridacion de DNA
viral amplificado. Contrariamente a la determinacion de antigeno la PCR permite la
deteccion de DNA viral en cualquier etapa de la infeccion siempre y cuando la
estandarizacién y el control de calidad de su aplicacion asegure la validez de ios
resultados obtenidos (19).

1.5.3. IMPORTANCIA DE LOS SERONEGATIVOS PERSISTENTES
Histéricamente, las estrategias para disefiar una vacuna en contra del VIH se han
enfocado en la neutralizacion del virus mediante anticuerpos dirigidos a la
envoltura viral, Sin embargo, la envoltura es justamente una de las regiones mas
variables del genoma viral, lo cual sugiere qgue deben explorarse métodos altemos
a los anticuerpos neutralizantes {20).

En la basqueda de una vacuna contra el VIH, es necesaric preguntarse si algunos
humanos son capaces de montar una respuesta inmune lo suficientemente exitosa
como para eliminar al virus después de la exposicién al mismo. Si esto es lo que
ocurre en los HEPS, deben estudiarse los factores inmunolégicos y virales que

conducen a la presunta eliminacion dej virus. (21.

1.5.4. FACTORES INMUNOLOGICOS Y VIRALES QUE INDUCEN
RESISTENCIA FRENTE AL VIH.

La resistencia y la no progresion hacia SIDA es un concepto heterogéneo. Existen
factores inmunes propios del hospedero implicados en producir una respuesta
inmune poderosa capaz de eliminar al virus. En otros casos son los factores
internos del virus o sus deficiencias genéticas los que contribuyen al desarrollo de

cepas virales mas o menos susceptibles.
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1.5.4.1. FACTORES INMUNOLOGICOS

Diversos factores inductores de una respuesta citotxica y supresora fuerte se
asocian con la resistencia al VIH-1 y con una atenuacion de sintemas clinicos
desde la primoinfeccion. A los HEPS no se les detectan anticuerpos en su sangre
contra el VIH-1, pero los estudios realizados en ellos reportan que presentan
diversas respuestas inmunolbgicas principalmente a nivel celular.

Dentro del grupo de los HEPS, las trabajadoras sexuales son un grupo interesante
para estudiar las consecuencias inmunoldgicas a la exposicion al VIH-1 dada la
variedad de practicas de alto riesgo a una multitud de variantes al VIH-1 sobre un
periodo prolongadoe de tiempo. También porque su riesgo de infeccién al VIH-1 se
puede incrementar por su alta incidencia y por la prevalencia de enfermedades de
transmisién sexual,

En las trabajadoras sexuales, los recién nacidos de madres VIH+ y en parejas
discordantes se han encontrado actividad citotéxica (CTL's) dirigida a epitopos
virales de las proteinas env, gag, pol, nef y tat, principalmente. Los clones CTL's
reconocen al VIH y lisan las células infectadas, siendo asi un factor de ataque al
virus durante la primoinfeccién y que tiene implicaciones importantes en el
desarrollo posterior de la infeccidn (22).

También dentro de las trabajadoras sexuales, la inmunidad de la mucosa es
probablemente una barrera efectiva contra fa infeccion viral. En contraste con
trabajadoras sexuales VIH+, una significativa concentracidn de IgA mucosal contra
gp160 fue detectada en secreciones cervicales y vaginales, sugiriéndase un rol
importante en la asociacion de la inmunidad a través de !a mucosa vaginal y
cervical y a inmunidad celular especifica en contra del VIH, quizas confiriéndosele

resistencia al VIH-1 (23,24).
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También dentro de los HEPS se han encontrado activacion de células auxiliares
tipo 1 (Th1) las cuales secretan interferon y (IFN-y}), que es un antivirico naturat y
multisupresor, e interleucina-2 (IL-2) ambos asociadas a la resistencia 2 la
infeccion por el VIH-1, contribuyendo de esa manera a la respuesta celular para
eliminar al virus y proveer una proteccion subsecuente. Esta activacion de células
Th1 responde a antigenos de 1a envoltura. Un decremento en la respuesta Thi
daria por resultado la activacién de células auxiliares tipo 2 (Th2) las cuales
producen interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5) e intereucina-10 (IL-10) que
ayudan a las células B para generar una respuesta via anticuerpos.

También se ha observado una fuerte produccién de IL-2 per ia presencia de
antigenos de la envoltura en enfermeras que han tenido contacto con sangre o
fluidos del paciente ViH+,

Cada uno de estos estudios ha documentado resultados que sugieren una relacion

entre ciertas respuestas inmunolégicas del hospedero y una inmunidad protectora.
(25-28).

1.5.4.2. FACTORES VIRALES

No hay un estudio en los HEPS donde se examine detalladamente el genoma del
VIH. En Sydney, Australia, se ha estudiado, una cohorte que presenta resistencia
al desarrollo de la enfermedad. Esta formada por un seropositive que se infectd
por transfusién a lo fargo de una intervencion cardiaca en abril de 1981 y de otros
6 individuos infectados por el mismo indculo de sangre contaminada. Trece afios
después todos elios permanecen seropositivos, pero sin sintomas ni patologias.
Los estudios de amplificacion por PCR y de secuenciacion del gen nef procedente
de esta cohorte indican que éste es defectuoso y asocian las deleciones de este

gen regulador con la falta de patologia.
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En otro estudio realizado en la Ciudad de México, Gomez et al monitored el
progreso de ia infeccion en una cohorte formada por 12 varones adultos,
encontrandose patrones muy diferentes; entre ellos un individuo de los
denominados no progresores a largo plazo. Se estudié en este grupo la region
LTR realizandose las secuencias nucleotidicas, encontrandose en el paciente no
progresor dos mutaciones puntuales no reportadas con anterioridad, las cuales
podrian modificar la estructura terciaria del RNA del virus, lo que podria a su vez
interferir en la transcripcion. En HEPS no hay un estudio donde se examine

detalladamente el genoma de! VIH (29).
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1.6 JUSTIFICACION

La no progresion clinica en los seronegativos persistentes representan en la
actualidad, dentro de Ia investigacién, una de fas opciones para la elaboracién de
una vacuna protectiva contra el VIH. Esta condicidn de resistencia al VIH quizas
dependa tanto de caracteristicas del virus como del hospedero. Sin embargo, su
estudio se ha enfocado principaimente en analizar cémo la respuesta inmunolégica
que presentan los hospederos ha logrado contener (a replicacion viral o eliminar al
virus.

Las caracteristicas del virus, dentro del grupo de los seronegativos persistentes,
no han sido estudiadas para poder determinar la posible participacién de un virus
defectuoso. La utilizacion de |a feaccién en cadena de Ia polimerasa esta
reportada en el area de investigacién como un método para poder evidenciar la
integracién de! provirus del VIH a las células de los HEPS, dada la no deteccion de
anticuerpos contra el virus. En este sentido el andlisis mediante enzimas de
restriccion, asi como su comparacion contra un virus prototipo podria evidenciar
algunas deleciones o mutaciones puntuales en el genoma viral que pudieran
indicarnos defectos en el VIH-1. Estos defectos podrian repercutir en la
seronegatividad persistente del sujeto de estudio. En este estudio se amplificaron
las regiones RT y LTR de! VIH-1 integrado en células de un paciente seronegativo
persistente, para su analisis de restriccion comparativo, utilizando un virus

prototipo.
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2.- OBJETIVOS




2.1. OBJETIVO GENERAL
Comparar los patrones de restriccién que se generan al cortar segmentos de un provirus

dei VIH-1 en un paciente seronegativo persistente y de un provirus prototipo.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Amplificar las regiones LTR y RT del provirus del VIH-1 tanto en células de un paciente
seronegativo persistente, asi como en células infectadas con el virus prototipo VIH-1 [lib.
2.- Cortar las regiones amplificadas con enzimas de restriccién,

3.- Comparar los patrones de restriccion generados e identificar similitudes y diferencias

entre los provirus.
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3.- METODOS




3.1 SUJETO DE ESTUDIO

El sujeto de estudio, seronegativo persistente, con clave de paciente LIGW es un
hombre homosexual con pareja seropositiva al ViH.

A dicho paciente en estudios anteriores y que no forman parte de este proyecto se
le tomaron mueslras de sangre. Se separaron las celulas mononucleares
periféricas, a las cuales se les practico extraccion de ADN por medio de
fenol/cloroformo y precipitdndolo con isopropanolfetanol. El ADN extraido fue
utilizado para estudios de deteccion del genoma viral por PCR. El suero
proveniente de la sangre fue utilizado para estudios de deteccién de anticuerpos

contra el VIH. Los resultados de estos estudios se muestran en la tabla 3.1.

DETECCION DE ANTICUERPOS RESULTADO
ELISA Genelavia Mix Negativo
Western Blot Indeterminado
DETECCION DEL GENOMA VIRALPOR  PCR RESULTADO
Iniciadores SK 462/431 (gag) Positivo
Iniciadores Gag 3’ v 5' (gag, anidado} Positivo
Iniciadores RT (Pol, anidado) ] Positivo

Tabla 3.1 Estudios practicados al paciente LIGW

VIRUS PROTCTIPO
Ei virus prototipo 1iB, es el primer Virus de ia Inmunodeficiencia Humana aislado y
cultivado y posteriormente secuenciado. En este estudio se toma como referencia

ingresando la secuencia BHX2.
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3.2 AMPLIFICACION DE LOS FRAGMENTOS RT Y LTR.
Se utilizé la técnica de PCR anidade para amplificar los fragmentos RT y LTR a

partir del ADN proviral del VIH. Para RT en la primera vuelta se utilizaron los
oliogonuciétidos RT1 (5 GTTGACTCAGATTIGGTTGCAC 3) y RT2 (&
GTATGTCATTGACAGTCCAGC 3 comespondientes a las posiciones 2,519 vy
3,321. En la tabla 3.2 se muestra el protocolo que se utilizéd para amplificar los

fragmentos RT1-RT2.

reactivo Volumen por cada reaccién

Mezcla de dNTP'S g pl
Butler 10X 5
Taq DNA polimerasa 0.3 ul
DNA 4
RTI 1 ul
RT2 1 gl
HOdd

. 307 W
TOTAL

Tabla 3.2 Protocolo del PCR anidado para amplificar RT

Para la segunda vueita del PCR, se utilizaron los oligonuclétidos intemos RT3 (5
GGATGGCCCAAAAGTAAAC 3) y RT4 (5 TATCAGGATGGAGTTCATAAC 37)
correspondientes a las posiciones 2,597 y 3,261. EL protocolo de la reaccion de
PCR de segunda vuelta fue idéntico al de la primera vuefta. La tabla 3.3 muestra
en detalle las condiciones de PCR que se programaron con el termociclador
automatizado (Perkin-Elmer 2400). Los amplificados, tanto del segmento RT como
del segmento LTR, se sometieron a electroforesis, a 100V, en un gel de agarosa
al 2%. Posteriormente fueron tefiidos con bromuro de etidic y visualizados con luz

uv.




Etapa Temperatura Tiempo Ciclos T
(°C) {minutos:segundos}

1.1 94 2:00 1

21 94 0:10

22 55 6:10 3

23 72 0:30

3l 94 0:10

32 60 010 32

33 72 0:30

Tabla 3.3 Condiciones del PCR anidado para amplificar el fragmento RT.

Para la amplificacion del fragmento LTR se utilizo la misma técnica de PCR
anidado.

Se utilizaron en la primera wvuelta los oligonuclétidos LTR1 (&
CACACAAGGCTACTTCCCTGA 37 Y LTR2 {5’ GATCTCTAGTTACCAGAGTCA
3} comespondientes a las posiciones 9142y 9661. Para la segunda vuelta fueron
empleados los oligonuckétidos LTR3 (& CCCTGATTAGCAGAACTACAC 37) ¥
LTR4 (5 GTCACAACAGACGGGCACAC 3) correspondientes a las posiciones
9159 y 9643. Et protocolo que se utilizé para amplificar el fragmento LTR es el
mismo que se muestra en latabla 3.2 a excepcién de la Tag DNA Polimerasa que
se utilizé que fue de 0.2 pl por reaccion. Las condiciones de PCR que se

programaron se muestran en la tabla 3.4

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
(°c) (minutos:segundos)

1.1 94 5:00 1

2.1 94 0:10

22 55 0:10 35

23 72 0:30

kN 72 5:00 I

Tabla 3.4 Condiciones del PCR anidado para e fragmento LTR
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3.3 DIGESTION DE LOS AMPLIFICADOS CON ENZIMAS DE RESTRICCION.

Al término de ias reacciones de PCR se tomaron 10pl de cada amplificado y se
sometieron a una reaccion con las enzimas de restriccién Bstx I, Sca |, Bgl Il y
Hind [ll. Cada amplificado, por separado, fue sometido a 2 enzimas de restriccién.
Se utilizaron 2ul de cada enzima y la reaccion se dejo incubando 16 horas en una
estufa a 37°C. La tabla 3.5 muestra en detalle las condiciones que se utilizaron

para las reacciones con enzimas de restriccion.

RT
Reactivo Volimen por reaccién Velumen por reaccién
Bstx | SCAl
DNA 10ul 10ul
H2Gdd 12pi 12pl
BSA 10x 3l 3pl
Buffer 10x 3l 3l
Enzima 2ul 2
30pl Total 30ul Total
LTR
Reactivo Volimen por reaccién Volimen por reaccién
BGLII HIND 111
DNA 10pl 10l
H20dd 12l 12ul
BSA 10x 3p Iul
Buffer 10x 3“| 3“|
Enzima 2ul 2ul
30ul Total 30ul Total

TABLA 3.5 CONDICIONES PARA LAS REACCIONES CON ENZIMAS DE RESTRICCION
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Posteriormente los amplificados digeridos se sometieron a electroforesis (100 V),
en un gel de agarosa al 2%. Fueron tefiidos con Bromuro de Etidio por 5 minutos y

visualizados con luz UV,

3.4 PATRONES DE RESTRICCION
Utiizando el programa DNAMAN (Lynnon Biosoft 1994-1997) e ingresando la

secuencia prototipe HXB2 se analizd el sitio en el cual se pegarian los
oligonuclétidos correspondientes a los segmentos RT y LTR, se determing también
el tamano de los amplificados. Utiizando el mismo programa se generaron
patrones de restriccion tedricos para las enzimas Bglll, Hind lll, Bstx | y Sca |,
prediciendo los sitios de corte en la secuencia prototipo HXB2, para asi también
poder determinar el tamafico de los fragmentos que se obtendrian por las

digestiones con las enzimas de restriccion.
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4.- RESULTADOS
Y
DISCUSION




RESULTADOS
En este analisis se amplificaron por medio de PCR fas regiones RT y LTR del VIH
integrado en células de un paciente seronegativo persistente y como referencia un virus
protitipo integrado en células de cultivo. Los amplificados se sometieron a digestién con
enzimas de restriccién para determinar similitudes y diferencias en los patrones de
restriccion, tal y como se describe en la metodologia.
Los patrones de restriccién obtenidos experimentalmente para el caso del virus prototipo
concuerdan con los patrones esperados teéricamente. Para el caso del paciente
seronegativo persistente los patrones esperados y obtenidos difieren en algunos casos.
Los productos obtenidos experimentalmente difieren para el segmento LTR con la enzima
Bgl il y para el segmento RT con la enzima BSTX |, indicindonos que el sitio de corte se
encuentra posiblemente alterado debido a deleciones o inserciones puntuales. La tabla
3.5 muestra los patrones de restriccién generados en el paciente seronegativo persistente

y en el virus prototipo llib.

SERONEGATIVO VIRUS
PERSISTENTE PROTOTIPO
ENZIMA LTR RT LTR RT
Bgl Il <400/>106 400/106
Hind Il 458/48 458/48
BSTX1 408/>246 4087228
Scal 157/119/39 157M119/361

Tabla 3.5 productos obtenidos en el paciente seronegativos persistente y en el virus

prototipo ilb
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A)

- L —— 506 pb
400 T 106
Bgl Il
—————— 5()6, Db
458 T 438
Hind Il

B)

613 pb
492 pb
369 pb

246 pb

vy oW

125 ph

Fig. 5. A) Patron de restriccion esperado para el segmento LTR del virus prototipo Il b. B) Patrén
obtenido experimentalmente. M (Marcador de Peso Molecular). Carriles 1y 2 amplificados sin digerir,
Carriles 1.3 y 5 Virus prototipt;. Carriles 2,4 y 6 Seronegativo Persistente,
1y 4 productos de digestion con Bgl II. 5y 6 productos de digestion con Hind Ill. En el carril 4 se
observa la banda correspondiente al

amplificado original debido a digestion imparcial.
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Al

R ———— 667 pb
408 * 228 * 31

B3TX\

e ————— 567 ph

fx A
157 119 | 391

SCA|

B)

615 pb

7

om 2
uU6pb [P
123pb L

Fig. 6. A} patron de restriccién esperado para el segmento RT, B) Patrén obtenido experimentalmente
M (Marcador de Peso molécula). Carriles 1 y 2 amptificados sin digerir. Carriles 1, 3 y 5 Virus Prototipo
Carriles 2, 4 y 6 Seronegativo Persistente. 3 y 4 productos de digestion con BSTX L. 5 y 6 productos de
digestion con SCA |. En el carril 4 se observa ia banda correspondiente al amplificado original debido

a digestion impargial
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DISCUSION

Para los amplificados comespondientes al segmento LTR (fig. Sb cariles 1 y 2} se
observa una similitud entre el amplificado de! paciente seronegativo persistente y el virus
prototipo, por lo que se puede inferir que no hay deleciones o inserciones grandes en el
genoma proviral del paciente seronegativo persistente. El corte con la enzima Bgl !l
(carriles 3 y 4, fig. 5b) muestra resultados diferentes entre el virus prototipo (carril 3) que
presenta el patron esperado y el patrén del seronegativo persistente ( carril 4) que indica
una alteracion en el sitio de corte debido quizas a inserciones o mutaciones puntuales
Ademas se observd una digestion incompleta (fig. 5b carril 4) asi como dos fragmentos,
uno por debajo de los 400 pb y otro por amiba de los 106 pb. Para el caso del virus
prototipo los resuitados esperados y los obtenidos son similares. Para la reaccién con la
enzima Hind Ill, esta tendria un sitio de corle esperando encontrar des fragmentos: uno de
458 pb y otro de 48 pb (Fig.5a). En los resultados obtenidos(camiles 5 y 6. fig. 5b) se
observa en el gel el fragmento de 458 pb, tanto en el paciente como en el virus prototipo.
£l fragmento de 48 no se observa debido al bajo peso molecular. Es probable que las
funciones correspondientes a este segmento (LTR) que son la transcripcién reversa, la
integracion y la transcripcion del ADN viral se conservan y no se ven alteradas.

Para el segmento RT/POL los amplificados del virus prototipo y del paciente seronegativo
persistente no muestran deleciones significativas dada la similitud que presentan (carriles
1y 2 fig. 6b). €l patrén de digestion con BSTXI (Fig.6a) nos muestra dos sitios de corte
(408 pb y 636 pb) obteniéndose tres fragmentos: 408 pb, 228 pb y 31 pb. Para el caso del
virus prototipo (fig. 6b carril 3,) se observan los fragmentos de 408 pb y el de 228 pb, y no

se visualiza ef de 31 pb.
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Sin embargo en los cortes obtenidos en el paciente seronegativo persistente (carril 4, fig.
Bb) se observa el amplificado sin cortar y dos fragmentos, ! de 408 pb y otro que esla
arriba de la marca de 246 pb,

La reaccidn con la enzima Sca | (Fig 6b) nos muestra dos sitios de corte (Fig. 6a)
obteniéndose 3 fragmentos: 157, 119 y 391, En los cortes obtenidos experimentaimente,
se observa similitud tanto para el virus prototipo como para el paciente seronegativo
persistente.

Este trabajo aborda las caracteristicas del patogeno y no del hospedero. Los patrones de
restriccién  obtenidos experimentalmente muestran, de manera no concluyente,
alteraciones en fos sitios de corte para el caso del paciente seronegativo persistente en la
regidn LTR en la digestién con las enzimas Bgt Il y en ta regién RT de POL con la enzima
BSTXI.

Existen limitaciones inherentes al disefio de este estudio, el cual se realizé a un sélo
paciente lo cual no es representativo como lo pudiera ser una cohorte con mas sujetos.
Por lo que los resultados aqui mostrados no son generalizables. Sin embargo, este
estudic concuerda con reportes previos que utilizan la reaccidn en cadena de la
polimerasa como una prueba para identificar al seronegativo persistente. Asi también, el
estatus inmunolégico del paciente estudiado es similar a los casos reportados en la
literatura.

Existen individuos que han sido expuestos al VIH-1, algunos en multiples ocasiones, pero
no seroconvierten o no muestran signos de infeccion, respondiendo su sistema inmune de

una manera poco convencional tanto a nivel celular como a nivel humoral.
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Entre los estudios sobre seronegalivos persistentes se incluyen respuestas celulares
especificas: proliferacion de células T, produccion de interleucina-2 (IL-2) inducida por
péptidos del VIH-1 y la generacién de una respuesta citotoxica mediada por células T. Se
reporta también, en algunos casos, (a presencia de auto anticuerpos anti-CD4, los cuales
inhiben la formacién de sincicios (30).

Los seronegativos persistentes se han reportado en los siguientes grupos de personas:
recién nacidos de madres infectadas, usuarios de drogas intravenosas que comparten
jeringas, homosexuales, trabajadoras de la salud que han estado expuestas al VIH-1,
trabajadoras sexuales y en parejas discordantes, en las cuales una persona estd
infectada y la otra no. El periode en el cual permanecen seronegativos es muy variable,
reportindose periodos prolongados hasta por 36 meses en hombres homosexuales con
PCR positivo. El mismo tiempo se reporta para las trabajadoras sexuales, quienes
presentan resultados de PCR negativos para el ViH-1, perc presentan una respuesta
especifica en la mucosa vaginal a través de anticuerpos IgA contra la gp160 del VIH-1.
Los estudios en seronegativos persistentes se han enfocado en el rol que juega la
inmunidad natural en la resistencia al VIH-1; algunos utilizan a reaccion en cadena de la
polimerasa para identificar al provirus del VIH-1 y definir asi al seronegativo persistente.
También utilizan la PCR para poder determinar €l tiempo que se da antes de la
seroconversién. Pero no se ha reportado un estudio a detalle, por lo que los andlisis sobre
aspectos moleculares para determinar la posible participacion de virus defectuosos no se

han realizado (31-34).



En {2 actualidad el didgnostico para la infeccion por el VIH-1 esta basado en la presencia
de anticuerpos contra las proteinas virales por medio de un prueba de ELISA y
confirmada posteriormente por Western Blot. E! empleo de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa para detectar la presencia del VIH-1 en los HEPS es importante, ya que hay
que resaltar que un resultado negativo empleando Gnicamente las pruebas de serologia
no es suficiente para descartar el que una persona pueda estar infectada por el VIH. Esto
es importante, ya que un resultado equivocado evitaria una intervencién terapéutica
oportuna.

La importancia que representan los seronegativos persistentes radica en descifrar cémo
su inmunidad natural ha logradoe contener al virus, lo cual ayudaria al disefio de una
vacuna. También es importante determinar si estos pacientes fueron expuestos a virus
defectuosos o a dosis no infecciosas, resultando en la activacién de células T sensibles al

VIH (35,35).
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5.- CONCLUSIONES




Se lagraron ampiificar las regiones LTR y RT del provirus del VIH-1 en células de un

paciente seronegativo persistente y en un virus protatipo integrado en células de cultivo.

Se generaron digestiones parciales en algunos ampiificados del Paciente Seronegativo

Persistente..

Se lograron establecer similitudes y diferencias en los patrones de restriccion. Aln cuando
indirectamente, para el caso de las diferencias, se puede inferir qué funciones se afectan,
un analisis de secuenciacién podria proporcionar mayor informacion sobre mutaciones

puntuales.

La técnica de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa, puede ser utilizada como una

prueba directa para la deteccion de la infeccidn del VIH-1, dentro del &rea de

investigacion, independientemente de las pruebas serologicas
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