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Restimen

Se desarrollé un formato de hibridacién en microplaca ;: ELCHA (Enzyme
linked-Hydroxyapatite-Assay), para detectar y cuantificar productos de PCR
(PPCR) especificos de VIH-1 en pacientes infectados, asitomaticos y
sintomaticos. El ensayo emplea hibridacién en solucién con oligonucledtidos
marcados en el extremo 3’ con dUTP biotinilida, los hibridos formados entre
el pPCR y el oligonucledtido detector se capturan con esferas de
hidroxiapatita, la cantidad de oligonucledtido detector unido se cuantifica
mediante un sistema enzimitico colorimétrico con avidina-peroxidasa. Se
construyé una curva tipo de concentracion conocida de DNA proviral de YIH-
1 por ng de DNA celular. Este método cuantitativo no-isotdpico se utilizé para
medir la carga proviral en pacientes infectados por VIH-1, su correlacién con
los niveles de los linfocitos T CD,* y la progresién a SIDA. Nuestros datos
mostraron que el curso de la enfermedad se asocia con la carga proviral. Un
incremento en la carga proviral coincide con un decremento en la cuenta de
linfocitos T CD,* del paciente. La carga proviral podria ser un marcador con
valor predictive de progresién a SIDA.
Este método podria ser itil también para cuantificar la
cantidad de RNA viral en todas las fases de la infeccién por VIH-1.
NN



Contenido

LIntroduccién General

ILEpidemiologia de VIH

ITII.Biologia Molecular y Mecanismo de Infeccién de VIH
IV.Método de PCR

V.Objetivos

VI.Material y Métodos

VIILResultados

VIIIL.Discusion

IX.Conclusiones

X.referencias



L Introduccién,

Al inicio de la decada de los 80°s en ¢l Hospital General de San
Francisco California, USA, sc rcportaron varios casos de pacientes
jovenes homosexuales con una clasc de sindrome poco comiin. Los
pacientes con este sindrome se caracterizaban por algunas infecciones
oportunistas, por ejemplo pneumonia causada por Prewmocystis carinii,
alteraciones en organos linfoides como las linfadenopatias crénicas y
neoplasias del tipo de sarcoma de Kaposi. Aparentemente ¢stos pacientes
fueron victimas de desordenes inmunoldgicos. Posteriormente se reporto
el mismo sindrome en pacientes hemofilicos, receptores de sangre y sus
derivados, y en drogadictos intravenosos. Esta enfermedad se le conoce
como Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida SIDA (1).

El virus de la inmunodeficicncia humana (VIH) se le reconoce
como el agente causal de SIDA (2,3). El VIH ¢s un retrovirus de
humanos que causa destruccidon progresiva principalmente de los
linfocitos T CD,*, asi como de otras células mononucleares; puede
afectar también células de del sistema nervioso central (4,5). La
transmision entre humanos pucde ocurrir por cxposicion a fluidos
corporales, principalmente por via sexual, transfusiones sanguineas e
infeccién perinatal (1,4).

La deteccién de los pacientes infectados con VIH en la poblacion

en general, se realiza mediante prucbas scroldgicas enfocadas a Ia



bisqueda de anticuerpos dirigidos a proteinas antigénicas de VIH. Esta
busqueda se realiza con métodos bicn establecidos, como son el ensayo
de ELISA y de Western blot. Existen métodos alternativos mads
sofisticados como el co-cultivo de VIH ¢n lineas celulares leucémicas,
ensayos para la deteccion de VIH por actividad de su transcriptasa
inversa, ensayos dec hibridacién con sondas de DNA/RNA y mecanismos
de amplificacién exponencial de DNA y RNA por ¢l método de PCR y
Q-B replicasa respcctivamente (6).

Aunque extensas investigaciones han permitido conocer gran parte
de la epidemiologia y patogenia de VIH, cl tratamiento es todavia
inefectivo. Para el diseiio de nucvas drogas anti-retrovirales se necesita
conocer ain mas de la patogénesis del virus, con el fin de poder tener un
control de su propagacién dentro del huésped y lograr una intervencién
especifica en un punto clave de su ciclo replicativo. Actualmente, se
encuentran disponibles inhibidores de la replicacién retroviral,como lo
son el Azida-timidina (AZT), di-desoxiinosina (ddl) y di-desoxicitidina
(ddC), estos inhibidores actuan como andlogos de desoxinucledtidos
parando la elongacién de la cadena de DNA, desafortunadamente el
problema con estos inhibidores es su alta toxicidad y ¢l desarrollo de
cepas mutantes resistentes. En pacientes que han recibido AZT por
periodos prolongados la efectividad antiretroviral se ve claramente
disminuida, estos pacientes presentan aislamientos dc VIH que han
mutado ha variantes de VIH resistentes a AZT. Se han realizado

alinemientos de la secuecia que codifica para la transcriptasa inversa



entre cepas suceptibles y resistentes a AZT y se encontrd variacion en
tres o0 cuatro aminodcidos, los cuales son comunes entre lus variantes
resistentes de VIH. Se ha observado también que el desarrollo de cepas

mutantes resistentes es mas comiin para AZT que para ddI y ddC (1).

II. Epidemiologia de VIH.
El SIDA ha tomado una gran importancia en cl dreca cientifica, social y
de salud publica. Desde los primeros reportes clinicos, mas de 132 000
casos de SIDA se han reportado ¢n tos Estados Unidos, y cerca de la
mitad de los pacientes han muecrto como resultado de esta enfermedad.
Por otro lado, se conoce que entre 1.5 y 3 millones de Americanos estan
ahora infectados con VIH pero alin no presentan sintomatologia de la
infeccidn. A principios de los 90’s la Organizacién Mundial de la Salud
estimé que de 8 a 10 millones de personas en todo el mundo, de los
cuales 3 millones corresponde a mujeres y nifios, estan infectados
actualmente con VIH, de este total, el 25 % corrcsponde al continente
Americano, el 5 % a Europa, el 60 % a Africa y un 5 % corresponde a
Asia, Oceania Nueva Zelanda y Australia. El porcentaje de pacientes
infectados que han progresado a SIDA se invierte ya que el 50 % de
pacientes con progresién a SIDA corresponden al continente Americano
y un 25 % a Africa. Por otro lado, la estadistica predictiva mds
conservadora estima que de 40 a 100 millones de personas portardn el
VIH para el afio 2000 (1). En México se estima que aproximadamente

100 000 personas portan el VIH y se reportd hasta Febrero de 1993 mads



de 10 000 casos de SIDA (comunicacién personal).

Se menciond que las principales vias de transmisidn son ¢l contacto
sexual, transfusiones sanguincas y de madre a hijo, aunquc la incidencia
de SIDA en individuos homoscxuales ha captado la mayor atencidn
publica, mas del 60% de los casos dec infeccién por VIH ha sido
adquirida por ruta heterosexual a través dc individuos bisexuales.

El SIDA ha causado una crisis internacional por lo que el disefio de
nuevos anti-retrovirales y vacunas para prevenir esta infeccidn representa
todo un reto, principalmente ¢l desarrollo de una vacuna podria ofrecer

un solucién preventiva determinante para detener esta cpidemia (1,7).



III. Biologia Molecular y Mecanismo de Infeccion de VIH.

VIH es un miembro prototipo de la subfamilia Lentiviridae familia
Retroviridae que afecta a humanos, cuya caracteristica principal es la de
cambiar lenta y progresivamente al azar sus proteinas de membrana a
través de mutaciones (1,6). VIH ticne 2 cadcnas sencillas de RNA como
genoma el cual estd asociado a una DNA polimerasa-RNA dependiente,
la transcriptasa inversa (TI) que sintctiza un DNA complementario
(cDNA) o provirus de VIH (8).

Organizacion genémica de VIH. Los genes estructurales son gag (
p24 proteina del core ), pol ( transcriptasa inversa ), y env ( gp41, gp120,
gpl160 proteinas de la envoltura). El VIH solo contiene 9 kilobases (kb)
de genoma, dentro del cual posce 6 genes reguladores adicionales, vif,
vpu, vpr, tat, rev, y nef, figura 1. En estudios rcalizados se reporté que
algunos genes reguladores podrian fucionar como  activadores o
supresores transcripcionales, por cjemplo, los productos de los genes faf,
rev y vpr se asocian con actividad trans-activadora y cis-activadora para
la misma expresién de los genes reguladores asi como de los genes
estructurales, se ha observado también que el producto del gene vpu es
necesario para el ensamble correcto dc las proteinas estructurales de un
nuevo virién, por otro lado el genc vif codifica para una proteina
promotora de infectividad en células libres de virus. Probablemente la
funcién de estos genes reguladores, en este momento poco conocida, es

la causa de la compleja patogenicidad de VIH (9,10).
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Figura 1. Organizacién genémica de VIH. En el diagrama se muestran.9 genes
conocidos y su funcién primaria reconocida. En el extremo 5’ y 3’ tiene secuencias
LTR (long terminal repeats sequences) conteniendo secuencias reguladoras
reconocidas por varios factores transcripcionales del huésped.



El DNACc o provirus formado p'dr, la actividad de la TI dentro de la
célula huésped durante la infeccién puede integrarse al genoma celular,
donde puede permanecer por varios afios replicandose al mismo tiempo
que la célula huésped se duplica, produciendose una "infeccién viral
persistente” y "latencia clinica" decl paciente, o cxpresarse para formar
nuevos viriones infectivos, inducicndose una "infeccién activa o
productiva" (11,12). En el periodo dc latencia clinica aproximadamente
1 de cada 10° linfocitos T CD,* contiencn provirus de VIH y 1 de cada
9 de estos linfocitos conteniendo cl provirus presenta replicacién viral;
por otro lado se ha visto que la sintesis de proteinas no cs suficiente para
ensamblar viriones complctos que pucdan infectar células vecinas (13).
En diferentes investigaciones sc ha reportado una actividad replicativa
retroviral en la fase de latencia y de infeccidén activa por VIH, esta
actividad retroviral se expresé como la cantidad de las diferentes
poblaciones de RNA’s y DNA proviral, por lo que algunos investigadores
no estan de acuerdo con la hipdtesis de que VIH esté asociado con un
periodo de latencia viral verdadera, si no que sc piensa cquc es solo un
periodo de latencia clinica (13,14).

Se conoce que la infeccién por VIH progresa lentamente de la
infeccion asintomética a SIDA, también se conoce que los linfocitos T
CD,* son el principal blanco de VIH (15,16). El nivel de estas células ¢s
el mejor factor predictivo de dicha progresién (17,18), la determinacién
de los niveles circulantes de estos linfocitos T CD,* / uL se realiza en un

citdmetro de flujo, pero este cquipo esta limitado solo a algunos



laboratorios y hospitales debido a su alto costo. Existen otros marcadores
alternativos con valor predictivo, los cuales son : i) Concentracidn de la
proteina retroviral p24 cn suero, este antigeno es una pobre medida de
la progresion de la enfermedad, debido a que en algunos pacientes los
niveles séricos de p24 fluctuan a lo largo dec la infcecion ; ii) Co-cultivo
viral cuantitativo, cuyos resultados estan influenciados por la naturaleza
selectiva de las lincas celulares utilizadas para ¢l co-cultivo in vitro ; iii)
Niveles séricos de la proteina (-2 microglobulina. Esta proteina esta
presente sobre la superficic de macrofagos y linfocitos T y B circulantes,
se expresa cuando ¢l sistema inmune cs activado, los niveles séricos de
esta proteina podrian reflejar ¢l grado de activacidn del sistema inmune
durante cualquicr infeccién no solo para VIH (17,19,20,21,22,23), por
altimo, iv) El PCR cuantitativo para la detcrminacion de carga proviral
de células mononucleares de sangre periférica (CMSP). Sabemos que
después de que VIH ha penetrado al huésped, los provirus pueden estar
integrados al genoma celular o cn forma libre, dependiecndo de factores
intrinsecos, los provirus podrian permanecer con un nivel basal de
replicacién durantc varios afos o podrian transcribirse todos las
poblaciones de mRNA’s para sintetizar todas las protcinas estructurales
y formar nuevos virioncs infectantes (24,25,26). De acuerdo a este
razonamiento, cuando el virus se esté replicando activamente la cantidad
de nuevas células infectadas sc incrementard y el niimero de copias de
provirus o la "carga proviral" podria incrementarse también. El PCR

cuantitativo para determinar la carga proviral de VIH podria ser una



mejor herramienta para conocer la relacién entre el niimero de provirus
y la evolucién de la infeccion, es decir como un marcador con valor

predictivo de progresidn a SIDA.

IV. Método de PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que
ha sido utilizada para la amplificacién exponencial in vitro de escasas
moléculas de DNA. EI PCR fue descrito por primera vez por Saiki R. y
col. (27) en 1985, para estudiar la anemia falciforme y actualmente se
utiliza en varias prucbas de diagnéstico en humanos (28,29).

El método de PCR requiere principalmente de : I un par de
primeros ¢ iniciadores especificos de DNA que determinaran la longitud
del fragmento que se desca amplificar, IT desoxinucleStidos trifosfatados
dNTP’s y de una enzima termocstable, IIl Taq polimerasa la cual
incorpora cada dNTP complementario al DNA molde, (28,29,30,31). En
la figura 2 se muestra un diagrama de PCR.

Actualmente, el PCR es acoplado a ensayos de hibridacion para
detectar los templados de DNA amplificados. Estos sistemas estan
disponibles para una variedad de virus y bacterias patégenas. Algunos de
los enzayos de hibridacién utilizan oligonucleotidos "sondas" marcadas
con isétopos radioactivos con una sensibilidad alrededor de 10° a 107
copias de DNA o RNA; algunos otros han utilizado "sondas" marcadas
con moléculas no-isotdpicas acoplados a sistemas enzimdticos con una
sensibilidad de 10* copias de DNA o RNA (31,32,33). Dada la necesidad



:DNA ORIGINAL

5 ¥ DiA + PRIMEROS' + dNTPS
PRIMERO PCR ™ + Tag, DI\A pol
DNA NUEVO e &
N ¥ ' DESNATURALIZACION 3
SINTESIS
1
: v
AP A ¥ DESNATURALIZACION Y
§ ! SINTESIS
beo o
+1 | i
oo DESNATURALIZACION Y
F“"I N ¥ SINTESIS
i i1
— = 5 e
it 1 it
N Y | S S |
etc. etc.

Figura 2. Diagrama del método de PCR.



de aumentar la sensibilidad sc han desarrollodo poderosos sistemas de
deteccién y cuantificacién de productos de PCR (pPCR) del tipo
enzimatico-colorimetrico (34,35,36). El PCR ya ha sido utilizado para
detectar DNA proviral de VIH presente en células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) de pacientes recientemente infectados (37).
Estos estudios han demostrado que PCR podria detectar unas cuantas
moléculas de DNA de VIH presentes en 108 células mononucleares no-
infectadas (38).

En la presente tesis, sc¢ desarrollé un formato cuantitativo de
hibridacién en solucién en microplacas de 96 pozos, del tipo enzimaético-
colorimetrico acoplado a PCR. El método de PCR cuantitativo se utilizd
para medir la carga proviral en pacientes asintomiticos y sintomadticos
portadores de VIH y su correlacion con los niveles de los linfocitos T

CD," y la progresion a SIDA.



V.Objetivos

I. Desarrollar y estandarizar un método de PCR acoplado a un formato
de hibridacién en solucién para detectar y cuantificar el nimero de copias

de DNA proviral de VIH en CMSP de pacientes infectados con el virus.

II, Validar el método de acuerdo a ensayos de hibridacién tipo Southern

blot y diagndstico clinico.

III. Correlacionar la carga proviral con los niveles de células T CD,* de

pacientes asintomiticos y sintomadticos infectados con VIH.



VI. Material y Metodos.

Poblacién en estudio. Un total de 69 pacientes infectados por VIH y 10
pacientes sanos fueron seleccionados de acuerdo a los criterios de el Centro del
Control de Enfermedades (CDC) en Atlanta Georgia, USA (39,40). Estos pacientes
se clasificaron en 4 grupos de la siguiente manera: I) 15 pacientes de SIDA ; II)
42 pacientes VIH-infectados asintamaticos con cuentas de células T CD,;* < S00/uL,
donde 15 estaban recibiendo AZT y 15 ddI, y 12 sin antivirales ; I1I) 12 pacientes
VIH-infectados asintomdticos con cuentas de células T CD/ > 500/uL, donde
unicamente tres estaban recibiendo ddlI : IV) 10 pacientes sanos no-infectados por
VIH. La cuenta de células T CD,* se determiné simultaneamente a la toma de
sangre por citometria de flujo en el laboratorio de Inmunologia del Instituto
Nacional de Cancerologia. Del total de pacientes, se selecciond 30 pacientes, de los
cuales 15 estaban recibiendo AZT y 15 ddl, con la finalidad de determinar la
efectividad de los anti-retrovirales en la progresién de la enfermedad. Todos los
pacientes fueron reclutados en el Instituto Nacional de la Nutricion "Salvador
Zubiran" de 1991 a 1993.

Se Utilizaron como controles positivos de VIH. Dos kb de RNA
recombinante del gene pof de VIH tipo 1 (HIV-1 RNA assay, de Gene-Track
Systems), DNA proviral recombinante de VIH tipo 1 (Gene Amplimer HIV-1
reagents, de Perkin Elmer-Cetus), y DNA celular de CMSP obtenidas de pacientes
de SIDA. Los controles negativos fueron DNA placentario humano libre de VIH
(Gene Amplimer HIV-1 reagents, de Perkin Elmer-Cetus) y DNA celular de CMSP

de pacientes no infectados por VIH.

Preparacién de las muestras. Quinientas copias de DNA proviral
recombinante de VIH tipo 1 y de DNA placentario humano se resuspendieron

directamente en 10 pL de agua esteril libre de nucleasas y se utilizaron



directamente para PCR. Para las quinientas copias de las 2 kb de RNA
recombinante del gene po/ de VIH tipo 1, primero se obtuvo el cDNA por ensayo
de transcripcién inversa utilizando como primeros el par po/ y en el mismo tubo
de reaccién se continud el PCR (31). Las CMSP fueron obtebidas de 10 mL
de sangre total, {tanto de pacientes infectados con VIH como de pacientes sanos),
por centrifugacién a 2000 x g durante 40 min. en un gradiente de densidad de
Ficoll-hypaque (Sorval RT 6000 B centrifuge, de Du Pont). 10° CMSP fueron
contadas en un Hemocitémetro y lisadas en solucion A (KCl 100 mM, tris-HCL
10 mM pH 8.3, MgCl, 2.5 mM) y solucién B (tris-HCL 10 mM pH 8.3, MgCl, 2.5
mM, tween 20 1%, NP 40 1%) mezcladas vol/vol. Se adiciond Proteinasa K 120
pg/mL (Sigma Chemicals Co.). Se incubaron los tubos de lisis a 60°C por 1h y se
inactivaron a 90°C durante 5 min. (41). Se ajutaron los lisados a una concentracion
de lug de DNA celular en un volumen de 10 uL de agua libre de nucleasas por
el método de fluorometria (TKO-100 mini-Fluorometer, de Hoefer Scinetific
Instruments).

Seleccion de Primeros y Sondas. Se analizaron todas las secuencias
reportadas (24 secuencias reportadas en el ano de 1989) de DNA proviral de VIH
tipo 1 (42,43,44,45) en el programa analizador de genes PC GENE (46) para
seleccionar regiones conservadas por andlisis de alineamientos y homologfa.
Después de seleccionar la region conservada se analizd, en el mismo programa,
formacién de estructura secundaria y el contenido de guanina/citocina. Se
selecciond un fragmento conservado de 168 pares de bases (bp) del gene gag en
Ia posicién 1416-1584 del genoma, compartiendo homologia del 90% entre VIH
tipo 1 y VIH tipo 2. Para distinguir VIH-1 del tipo 2 , se seleccioné un segundo
fragmento conservado de 180 bp del gene po/ VIH-1 especifico en la posicién
2379-2559. Se seleccionaron dos pares de primeros para amplificar los fragmentos

seleccionados de gag y pol. Par gag, se le denominé NG +



5"TCAATGAGAAGCTGCAGAATGGGAT3 ¥ NG - 5 TCTCCTACTGGGATAGGTGG3? , y par
pol, se le denominéd NP + 5 TACAGGAGCAGATGATACAG3 Yy NP -
5’ATTATGTTGACAGGTGTAGG3’. También se diseiiaron 4 "sondas" internas para
identificar cada cadena de cada fragmento de DNA amplificado. Sondas gag, se les
denominé SG+ 5 CATCCAGTGCATGCAGGGCCTATTGCACCAGGCCAGATGA 3°, SG-
5'TCATCCATCTCCTATTTGTTCCTGAAAGGGTACTAGTTC 3° , y sondas pol, se les
denominé SP+ 5'CAGGAAGATGGAAACCAAAAAATGATAGGGGGAATGGAGG3 SP-
5'TACTGTACCTATAGCTTTATGTCCACAAAGATTTCTATGAGT3” (47). La secuencia y
posicion de los primeros y "sondas" sobre el genoma de VIH tipo 1 se muestran
en la figura 3, en la tabla 1 se resumen los primeros y sondas seleccionados en
nuestro laboratorio y los publicados posteriormente, Los primeros y sondas se
sintetizaron por el método de fosforamidita triester (48) y se purificaron por
electroforesis en geles de agarosa al 4% vy electroelucién (33) en la unidad de
sintesis del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, Cuernavaca, Morelos.

PCR. En este estudio se estandarizd un PCR de dos pasos de acuerdo a los
métodos reportados por R, Saiki y col. y D. Kellogs y col,(28,30). Las temperaturas
de incubacidn se establecieron de acuerdo a la concentracidon de sales y la
temperatura de disociacion y asociacién (Tm) de los primeros (47). El PCR de dos
pasos finalmente se realizd de la siguiente manera : i) 10 pL de cada muestra
conteniendo 1 pg de DNA celular y 10 uL conteniendo 500 copias de cada control
se amplificaron en una mezcla de 50 uL de reaccién o PCR-mix de KCL 50 mM,
tris-base 10 mM (pH 8.4), MgCl, 1.5 mM y 100 pg/ml gelatina autoclaveada, 100
pmolas / 50 pL de reaccién de cada dNTP, 1 U / 50 ul de reaccién de Taq
polimerasa, se utilizé6 primero 0.5 wmolas del par gag por 10 ciclos de
desnaturalizacién a 95°C por 1.5 min., aplamiento de primeros a 60°C por 1.5 min.
y extension de la cadena a 72°C por 1.5 min.,ii) se adicioné después 0.5 wmolas

del par pol hasta completar 25 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 1 min,,
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A

PRIMERS y SONDAS POSICION EN EL GENOMA VIH
NG+ PRIMER 1 1416 - 1442 1,2
NG- PRIMER 2 1585 - 1564 1,2

SG+ SONDA INTERNA 1 1451 - 1490 1,2
SG- SONDA INTERNA 2 1521 -1560 1,2
NP+ PRIMER 3 2380 - 2399 1
NP- PRIMER 4 2559 - 2539 1
SP+ SONDA INTERNA 3 1516 - 1356 1
SP- SONDA INTERNA 4 2435 - 2474 1
B
PRIMERS y SONDAS POSICION EN EL GENOMA VIH
SK38 (+) 1541 - 1578 1
SK39 (-) 1665 - 1638 1
SK19 (+) 1595 - 1635 1
SK145 (+) 1366 - 1395 1,2
SK101 (-) 1506 - 1482 1,2
SK150 (-) 1507 - 1480 1,2
SK102 (+) 1403 - 1435 1,2

Tabla 1. A)-Primers y Sondas disefiadas para la amplificacién y deteccién secuencias
de DNA de VIH-1, B) Primers y Sondas disponibles comercialmente.



acoplamiento de los primeros a 50°C por 1 min. y extension de la cadena a 72°C
por 1 min., para nuestras condiciones de PCR y tipo de muestra, nosotros
encontramos que en 25 ciclos el PCR se detiene en su fase logaritmica de
amplificacién, donde la cantidad de DNA amplificado es proporcional a la cantidad
original de DNA,

Ensayo de Hibridacién tipo Southern blot. Alicuotas de 10 uL de producto
de PCR (pPCR) fueron separadas por electroforesis en geles de agarosa al 3% en
solucién de TBE ( tris-base 50 mM, dcido bérico 50 mM, EDTA 1 mM) a 120
volts durante 1 h para identificar [as bandas correspondientes al fragmento de 168
bp de gag y 180 bp de po! después de teitir el gel con bromuro de etidio ; se tomé
fotografia del gel. E] DNA separado en el gel se transfirié a membranas de nylon
en una solucién de NaOH 0.5 M, incubandose durante toda la noche en el cuarto
frio. Las membranas de nylon con el DNA transferido se colocaron dentro de
bolsas de plistico esteriles donde se adiciond 2 picomolas /mL de SG+/SG- y
SP+/SP- marcadas previamente con a P* dCTP por el metodo de 3 transferasa
terminal, en la solucién de hibridacidn (SSC 6.6X, 5% de solucién Denhardt, 0.1%
de triton x-100), se incubd a 50°C durante 16 h. Se realizaron tres lavados, uno con
la solucién de hibridacion 2X a la temperatura de hibridacién durante 30 min, el
segundo se realizé con la solucion de hibridacién 1X y SDS al 0.1 % durante 15
min. y el tercero con la solucién de hibridacion 0.1X y SDS al 0.1%. Los
autorradiogramas se desarrollaron en placa de rayos X a - 70°C por 1 h (31,32,49).

ELCHA, Enzyme-Linked-Capture-Hydroxyapatite-Assay. Se transfirieron 50
uL de cada pPCR a una microplaca de 96 pozos con fondo de filtro durapore (0.22
uM Filter Microplates, de Millipore Corporation), se adicioné en cada pozo 2
picomolas de las sondas SG+/SG- y SP+/SP- marcadas previamente con bio-11-
dUTP (GIBCO BRL) en el extremo 3° con transferasa terminal (32), en 50 ul de

la solucién de hibridacién ( vease Southern blot) ¥ se incubd la microplaca a 50°C



durante 4 h, Se capturaron los hibridos con 100 pL de hidroxiapatita saturada
(HAP) (Sigma Chemicals Co.) (31,49}, se realizaron 3 lavados por aspirado a través
de las membranas de la microplaca en el Sistema Multi-Screen Assay (Millipore
Corporation) con la solucién de KP-SDS (SmM KH,PO,, 5SmM K,HPO,, 0.1%
SDS, pH 6.8) para eluir oligonucledtidos sin hibridar. Los complejos de HAP-
hibridos se saturaron con una solucién al 3% de albtimina sérica bovina-libre de
nucleasas (GIBCO BRL) para eliminar uniones no especificas posteriores (31). Se
adiciond 100 uL de una dilucién 1: 30 000 de conjugado de avidina-peroxidasa
(Sigma Chemicals Co.) en solucién de KP-SDS a cada pozo de la microplaca y se
incubd durante 15 min. a temperatura ambiente. se realizaron 3 lavados con la
solucién KP-SDS de la misma manera que los primeros lavados. La reaccidn
colorida se desarrollo adicionando 100 uL a cada pozo. de una solucién de H,O,
al 0.3%, 1.0 ug de ortofenilen-diamina como cromdgeno (Sigma Chemical Co.) en
10 uL solucién de KP-SDS esteril. La reaccidn se detuvo con 1M W/V de H,SO,,
las aliquotas coloridas se aspiraron de la microplaca con fondo de filtro a una
microplaca estandar en el Sitema Multi-Screen Assay para leer a 492 nm en el
lector Reader Microelisa System (Qrganon Teknika). En la figura 4 se muestra un
diagtama de ELCHA.

Se construyd una curva tipo para cuantificar la carga proviral por pg de DNA
celular en la muestras procesadas. Para determiinar la concentracion de DNA
proviral expresado en nimero de copias de VIH-1, i) se realizaron diluciones
seriadas y por quintuplicado del DNA proviral recombinante de VIH-1, ii) Se
determiné la concentraciéon de cada dilucién por fluorometria ( TKO Mini-
Fluorometer, de Hoefer Scientific Instruments) y utilizando el niimero de Avogadro
(50). ii) Se mezclé cada dilucién con 1 pg de DNA celular de CMSP no-infectadas
con VIH. Todas las diluciones se proceraron para PCR-ELCHA.

Validacion del ensayo. Para validar y determinar la variabilidad inter-ensayo
y ¥ y
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Figura 4. Diagrama del método de PCR-ELCHA. El cligonucledtido biotinilado
hibrida con el pPCR complementario, se capturan los hibridos formados con esferas
de hidroxiapatita, y la cantidad de oligo detector unido es cuantificado a través de
una reaccién colorimétrica.



de ELCHA contra Southern blot, se seleccionaron 15 de nuestras muestras, 9 de
pacientes de SIDA y 6 de individuos no-infectados. Las 15 muestras fueron
distribuidas al azar y ensayadas por triplicado por los dos métodos de andlisis de
pPCR descritos aqui, PCR-Southern blot y PCR-ELCHA. Después de la validacion
interensayo, el total de las muestras de la poblacidn en estudio se prepard para la
determinacion de la carga proviral por el método cuantitativo validado de PCR-
ELCHA.

Andlisis Estadisticos. Se analizd por tablas de contingencia los datos
obtenidos de ELCHA contra Southern blot y ELCHA contra cuadro clinico para el
caleulo de sensibilidad y especificidad (51,52,53). La media y desviacién estandard
(S.D.) de las lecturas de D.O. y el niimero de copias de VIH-1 por ug de DNA
celular, y la correlacidn de la carga proviral con el diagnéstico clinico y el nimero
de células T CD,* se analizaron a través de el paquete estadistico True-Epistat
Software Program (54). Los datos de la curva tipo de concentracién de provirus de
VIH-1/ug de DNA celular se graficaron utilizando una regresién polinomial
semilogaritmica y para la carga viral de VIH-1 comparada con cada grupo de
pacientes, se realizé una gréfica de distribucién, ambas gréificas se obtuvieron a
través del paquete graficador SIGMA-Plot Software Graphic Program (55). Se
graficé también el nimero de copias de VIH-1 versus cuentas de células T CD,*

con el paquete graficador Harvard Graphics Software Program (56).



VII. Resultados

Los primeros y sondas se selecionaron de regiones conservadas de VIH-1.
De acuerdo al anilisis en el Programa PC GENE, el par gag resulté ser 90%
homélogo a el gene gag de VIH-2 y el par pol fué 100% VIH-1 especifico, y el
88% especifico de VIH-1 toda la regidn seleccionada de 180 bp de pol. Aunque las
condiciones de PCR fueron un poco diferentes entre el par gag y el par pol dentro
del mismo tubo de reaccidn, el PCR en dos pasos resulté ser 100% especifico,
ambos pares de primeros no reaccionaron con DNA placentario humano ni con
DNA de CMSP de individuos no-infectados. Ninguno de nuestros controles
reacciond unicamente a el par gag o pol. cabe aclarar que hasta la fecha, en
México no se ha reportado ningtin caso de infeccion por VIH-2. El par gag serd
valorado posteriormente para comprobar in vitro su reactividad cruzada utilizando
una linea celular infectada con VIH-2,

La sensibilidad y especificidad de ELCHA comparada con Southern blot fue
del 100% respectivamente, tabla 2. El corrimiento electroforético en geles de
agarosa de los pPCR, la hibridacién tipo Southern blot y el autorradiograma
correspondiente muestran una banda de 168 bp para el fragmento amplificado del
gene gag y de 180 bp para el del gene pol, figura 5. La media y desviacion
estandar de las lecturas de D.O. después de la validacidn interensayo fue de % =
1.085, S.D. = 0.401 para el grupo de SIDA y de % = 0.108, S.D. = 0.034 para el
grupo control. El punto de corte fue definido como dos veces la media més una vez
la 8.D. de las lectura de D.O. del grupo control, punto de corte = 0.250.

En la figura 6 se muestra la curva tipo de concentracién de DNA proviral de
VIH-1, El limite de deteccidn del ensayo, de acuerdo a la curva, fue una lectura de
D.O. de 0.290 - 1.950, lo que corresponde de 15 - 1065 copias de DNA proviral
de VIH-1/ ug de DNA celular. La determinacién de Ia carga proviral o niimero de

copias de VIH-1 para cada pPCR procesado por ELCHA se obtivo por
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Figura 5. Corrimiento electroforético de los productos amplificados de los genes gag
¥ pol y autorradiograma correspondiente a la hibridacién tipo Southern blot. Linea
1,2,3, DNA de pacientes de SIDA; linea 4, genoma recombinante de VIH-1; linea 5,
DNA de CMSP de paciente no-infectado por VIH-1; y linea 6 DNA placentario. M,

marcador de peso molecular phi X 174,
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interpolaéién de las lecturas de D.O. sobre la curva tipo.

- Se analizé 1a carga proviral por grupo de pacientes con y sin anti-retroviral
y por paciente reciviendo AZT o ddl. La media y desviacién estandar de la carga
viral por grupo de pacientes fue: niimero de copias de VIH-1 % = 425.0, S.D. =
349.29 and CD;* x = 36.86, S.D. = 26.99 para el grupo I : nlimero de copias de
VIH-1 % = 109.35, S.D. = 81.23 and CD* x = 223.3, S.D. = 119.31 para el grupo
II ; nimero de copias de VIH-1 % = 74.0, S.D. = 21.52 and CD,* % = 367.0, S.D.
= 97.0 para el grupo Ila : nfimero de copias de VIH-1 x = 60.11, S.D. = 32.7 and
CDt % = 611.67, S.D. = 90.519 para el grupo I, los tres pacientes de este grupo
que: recibian ddl no fueron incluidos por ser un grupo muy pequefo para analizarse
estadisticamente. Los resultados de los diferentes grupos en conjunto presentan un
incremento progresivo en la carga proviral coincidiendo con la progresién a SIDA,
figura 7. El niimero de copias de VIH-1 para esos grupos presenté una diferencia
significativa, (prueba ANOVA para grupos) P < 0.0001. Sin embargo, no se
observd una diferencia significativa en la carga proviral entre los pacientes de cada
grupo de manera individual, Esos pacientes se mantienen con un nimero similar
de copias de VIH-1, figura 7. Para evaluar el efecto anti-retroviral se graficé el
nirnero de copias provirales y los niveles de células T CD,* comparados con pre-
tratamiento, 28 y 56 dfas post-tratamiento con AZT, 10 de los pacientes ya habian
recibido tratamiento previo con AZT, en este grupo se observd una disminucién
progresiva de células T CD,* al mismo tiempo que se observé un aumento en la
carga proviral, (prueba de ANOVA de muestras repetidas) P = 0.585, figura 8A.
Este hailazgo es compatible con resultados previos (comunicacién personal) en los
cuales el AZT no tiene efecto sobre la carga proviral directamente ademds del
desarrollo de cepas virales resistentes en pacientes previamente tratados con AZT,
en estos sujetos el efecto de AZT sobre los niveles de células T CD,* es minimo.

En contraste a lo observado con AZT los pacientes que recibieron ddi mostraron
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una marcada disminucidn en la carga proviral que estadisticamente es significativa
al. mismo tiempo que mantenian una cuenta de células T CD,* estable, (prueba de
ANOVA de muestras repetidas) P = 0.078, figura 8B. Cabe agregar que 10 de estos
pacientes habian recibido tratamiento previo con AZT.

El coeficiente de correlacion (Pearson’s R) entre el nimero de copias de
VIH-1 por paciente y cuentas de células T CD;* fue de R = - 0.551, p < 0.00001,
mostrando una correlacidn lineal inversa, es decir un aumento en la carga proviral
de VIH-1 coincide con una disminucidn en los niveles de las células T CD,* y con

la progresion a SIDA, figura 9.

VIIL. Discusién

El método de PCR-ELCHA tiene la ventaja, sobre PCR-hibridacion tipo
Southern blot, de ser un método cuantitativo no-isotdpico, ademas de reducir el
tiempo de proceso hasta por 2 dfas. Aunque el PCR-ELCHA mostrd ser un método
sensible, especifico y reproducible, se recomienda construir a cado ensayo la curva
tipo de concentraciones conocidas de DNA proviral debido a la naturaleza
exponencial del PCR, donde algunas variaciones en la eficiencia de amplificacion
pueden resultar en algunos cambios en el rendimiento de los pPCR.

Los métodos de deteccién de anticuerpos dirigidos a antigenos virales por
el método de ELISA y Western blot quedan limitados a diagndstico de laboratorio
para la poblacién en general, ya que su aplicacién en el drea de investigacion es
solo de apoyo a otros métodos alternativos.

El PCR es un método mds ripido y sensible que la determinacién de virus
circulantes en plasma utilizando el método de cultivo en dilucién punto final
descrito por Coomb y co0l.(60), donde se reporta un porcentaje alto de resultados

negativos en pacientes VIH-1+4 asintomdticos. En nuestro estudio el PCR-ELCHA
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di6 resultados positivos en todos los grupos estudiados.

La cuantificacion de la carga proviral utilizando el método de PCR-ELCHA
provee -una poderosa herramienta para el estudio de la histora natural de la
infeccion por VIH-1. Nosotros observamos que el nimero de copias provirales de
VIH-1 correlaciona positivamente con la progresién de la enfermedad. En los
grupos estudiados, un aumento en la carga proviral coincide con una disminucién
en la cuenta de células T CD,*, En estudios realizados por Lefrere y col. (57), se
reportd que las concentracidnes de antigeno p24 disminuyen en ciertos individuos
unos meses antes de llegar a SIDA. sugiriendo la posibilidad de una disminucién
de la replicacién viral en esta fase. Mds tarde. Genesca y col (58) observaron que
muchos de los pacientes VIH+ asintomiticos con niveles de CD," abatidos tenian
una baja en la carga viral en sus CMSP. Sin embargo. nosotros no observamos este
fenomeno, por el contrario y de acuerdo con Oka y col. (38) quienes reportaron que
individuos con niveles de CD,* abatidos tenfan una carga proviral elevada.

La frecuencia de provirus de VIH en CMSP observada en nuestio estudio fue
de 1/450 a 1/2400 para el grupo I (SIDA). de 1/1700 a 1/4000 para el grupo II
(asintomidticos CD,* <500) y de 1/5000 a 1/7800 para el grupo III (asintomaticos
- CD,* >500), de acuerdo a estudios realizados por Simmonds y col. (59) la
frecuencia de provirus fue de 1/700 a 1/3300 en pacientes sintomdticos y de 1/6000
a 1/80000 en pacientes asintomdticos. Otros estudios han reportado una mayor
frecuencia de provirus de VIH (1/200 a 1/400) en pacientes sintomaticos pero una
menor frecuencia (1/5000) en pacientes asintomdticos (20,58).

La carga proviral parece estar directamente asociada con la disminucién
progresiva del estatus inmunoldgico y deterioramiento clinico. Como la carga
proviral es inversamente relacionada a las cuentas de CD,’, la cuantificacion del la
misma a través de PCR-ELCHA podria ser utilizada como un predictor de

progresion de la enfermedad en individuos infectados por VIH-1. Cabe aclarar que



durante este estudio pudimos observar en nuestros pacientes que la carga proviral
podria ser un mejor marcador de evolucién a SIDA que las cuentas de las células
T CD,*, debido a que algunos pacientes con carga proviral alta y con cuentas de
células T CD,* bajas progresaban a SIDA y algunos pacientes con cuentas de
células T CD,* bajas pero con una carga proviral moderada permanecian estables.
Para apoyar esta hipotesis es necesario continuar con un estudio de seguimiento en
una poblacién abierta mayor. La carga proviral podria también reflejarnos el
niimero de nuevas células huésped infectadas por VIH-1.

La determinacién de la carga proviral podria ser de interés en el monitoreo
de anti-retrovirales en etapas tempranas de la infeccién asintomatica donde se
piensa puede tener mayor efecto que en las etapas avanzadas (57). En este estudio
observamos efecto anti-retroviral en 30 pacientes asintomaticos con niveles de
células T CD," <500 pero >100, 15 AZT y 15 ddlI. de los cuales 10 de cada grupo
ya habian recibido tratamiento previo con AZT. En nuestros resultados preliminares
claramente pudimos observar un efecto anti-retroviral en el grupo que recibia ddl,
mostrando una disminucién en la carga proviral y manteniendo cuentas de células
T CD," estables, a diferencia ce los pacientes que nuevamente recibieron AZT no
pudimos observar efecto anti-retroviral. Pensamos que este fendmeno podria estar
relacionado a variantes mutantes de VIH-1 resistentes a AZT y el tratamiento con
un anti-retroviral diferente podria tener un mejor efecto debido a una respuesta
emergente del huésped. Es necesario continuar el este estudio de seguimiento por
periodos largos de tratamiento para ambos anti-retrovirales para observar su efecto
en la carga proviral y cuantificar paralelamente la carga de RNAS mensajeros como
marcader de replicacion viral. El monitoreo de pacientes asintométicos y la
evaluacién de nuevas drogas podria ser estudiado a través de PCR-ELCHA y para
un estudio mas profundo, la determinacion de las subpoblaciones de RNAs de VIH-

1 para estudios de terapeuticos, patogénesis, replicacidn viral e historia natural de



la infeccién productiva es necesario unicamente modificar el ensayo en un paso de

transcripcién inversa antes de utilizar el PCR-ELCHA.

IL.

III.

IV.

IX. Conclusiones
Se desarrolld y estandarizé un método de PCR-Cuantitativo no-
isotdpico confiable y reproducible.
PCR-ELCHA nos permite cuantificar la carga proviral de VIH-1
La carga proviral en CMSP es inversamente proporcional a los niveles
de células T CD,".y correlaciona bien con la evolucidn clinica.
La medicién de la carga proviral puede servir como un marcador
prondstico de la infeccién.
Los datos preliminares sugieren que la carga proviral en CMSP puede
servir como parametro de la actividad antiviral in vivo de farmacos

eficaces contra la infeccién por VIH-1,
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