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RESUMEN

Se han realizado moltiples estudios de las células T reguladoras (T.g=
CD3+,CD4+,CD25+) por el rol que pueden desempeiar en la autoinmunidad.
Los pacientes con VIH/SIDA cursan con manifestaciones autoinmunes de los que
esta poblacion celular podria ser responsable.

Se estudiaron 70 pacientes VIH/SIDA y 17 sujetos con anticuerpos anti VIH-1y 2
negativos como controles, en los que mediante citometria de flujo se estudiaron
las poblaciones celulares CD3+CD4+, CD3+CD4+CD25+ y CD3+CD25+ y se
analizd su asociacibn con la carga viral de los pacientes. Se encontr6 una
evidente disminucién de todas estas poblaciones celulares en los pacientes con
VIH/SIDA, pero no hubo correlacion significativa entre la disminucion de las
células T ¥ la carga viral. Si se confirmé la correlacién inversa entre el total
de células CD4+ con la carga viral, y una correlacién directa entre el total de
las células T CD4+ y células Treg.



1. INTRODUCCION

Los linfocitos Ty €xpresan en su membrana los antigenos CD3+CD4+CD25+;
estan involucrados en suprimir la produccién de anticuerpos por parte de las
células B, y en la prevencion del desarrolio de enfermedades autoinmunes, Los
pacientes con VIH/SIDA cursan con destruccion principalmente de las céfulas T
cooperadoras, 10 que predispone al paciente a desarrollar inmunodeficiencia,
que se manifiesta principaimente por infecciones oportunistas. Adicionalmente,
los pacientes con VIH/SIDA tienen manifestaciones autoinmunes, en las que la
disminucién de las células Ty podria jugar algin papel.

2. ANTECEDENTES

La infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH-1) es en la
actualidad una enfermedad que ha transformado al mundo, se considera como
un problema de vasta importancia y ha captado el interés en su investigacién de
destacados cientificos del mundo. Esta enfermedad (Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida) es un desastre pandémico que, en comparacion
con los desastres que el mundo ha sufrido, amenaza la esencia de la mayoria
de los aspectos productivos de nuestra sociedad. [1]



Los primeros casos reportados de la infeccidn con el VIH-1, fueron identificados
en la dudad de Kinshasa en la Repiblica Democratica del Congo en 1959. La
fuente mas probable de infeccién humana por el VIH es la introduccién del virus
de inmunodeficiencia del simio (VIS). [2] de los chimpancés (Pan trogloditas y
Cercocebus atys).[3].

En 1984, investigadores del instituto Pasteur aislaron un retrovirus de un
individuo con linfadenopatia generalizada. Posteriormente los investigadores del
instituto Nacional de Cancerologia de los E.U.A. y de Ia universidad de California
en San Francisco, reportaron hatlazgos similares. Por consenso este virus fue
nombrado virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1). [4].

En 1986 un segundo retrovirus conocido como VIH-2 fue aislado en pacientes
con SIDA del oeste de Africa, el cual comparte un 40-60% de homologia con el
VIH-1.[5] A pesar de que el HIV-1 y HIV-2 parecen haber entrado en la poblacion
humana hace muchas décadas, el VIH-1 es mucho mds virulento que VIH-2. [2].

A veinte afios de la descripcién del padecimiento, este se ha convertido en la
epidemia mds devastadora a la que se ha enfrentado la especie humana. Desde
su inicio, mas de 60 millones de personas se han infectado por el virus que la
causa. En la actualidad es la primera causa de muerte en Africa subsahariana, y
la cuarta en el ambito mundial.[6].

A finales del afio 2002, se estimaba que habia cerca de 45 millones de personas
viviendo con el VIH. En muchos paises en vias de desarrollo, la mayoria de
nuevas infecciones ocurren en adultos jovenes, con aumento creciente de la
prevalecia en mujeres. Aproximadamente una tercera parte de las personas que
actualmente estan infectadas por el VIH tienen entre 15 y 24 aiios de edad, y la
mayoria de ellas lo ignoran. [6].



El SIDA es una inmunodeficiencia que afecta principalmente a los linfocitos
cooperadores o de ayuda, que se identifican por expresar los antigenos CD3 y
CD4, cuyas cifras disminuyen porque progresivamente se destruyen durante la
evolucién de la enfermedad; los mecanismos de la destruccion de las células
CD3+CD4+ por la infeccién viral parecen ser multiples: 1) por efecto citopético
directo, 2) por formacién de sincicios, 3) por citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos de las células infectadas en un intento de eliminar la infeccion y 4)
por apoptosis mediada por mecanismos no bien definidos por productos de las
células CDS8. [6).

La habilidad del VIH de producir efecto citopatico en las células CD4+, es la
causa fundamental de ia marcada inmunodeficiencia clinicamente manifestada
como SIDA. A pesar de los esfuerzos considerables de la investigacion, el
mecanismo preciso (0 mecanismos) por el cual HIV-1 extermina a las células
CD4 permanece incierto. Otros mecanismos de citopaticidad inducidos por el
VIH-1 incluyen la alta replicacion viral asociada a daiio en la membrana,
acumulo de DNA no integrado del VIH-1, alteracién de la produccién de
segundos mensajeros y cambios en la permeabilidad de la membrana, ademas
de la destruccion autoinmune de las células T infectadas con VIH-1 por
respuesta dependiente de anticuerpos y mediada por células T citotdxicas.[7].

Es caracteristico de este sindrome que la respuesta humoral este dafiada por una
deplecidn de células CD4+ y por activacion policlonal de linfocitos B. Hay una
produccién anormal o deficiente de anticuerpos que es manifestada por
susceptibilidad aumentada a las infecciones, respuestas humorales inadecuadas
a ciertas vacunas y produccién de anticuerpos inusuales; otros componentes del
sistema inmune que son afectados por el VIH incluyen las células NK (del inglés
Natural Killer) o asesinas naturales y los macréfagos.(8).



A medida que desaparecen las células T de memoria preexistentes (0 se vuelven

anérgicas ) , una persona con la infeccién por VIH no puede generar respuestas
inmunes secundarias eficaces contra patdgenos, lo que ocasiona incapacidad
para generar cualquier respuesta eficiente de células T 0 inmunodeficiencia. [9].

En la actualidad se desconocen las implicaciones exactas del mecanismo de
homeostasis sobre la progresion descendente de las células T CD4+ en la
enfermedad por VIH-1, pero los nuevos conocimientos acerca de 1a alta tasa de
recambio de células T CD4+ han descubierto la naturaleza dindmica de la
respuesta inmune contra VIH e incrementan la necesidad de comprender como
se regula esta respuesta. {9].

No se conoce en detalle si la destruccion de las células CD4 afecta por igual a
todos sus compartimentos especialmente a las células T, (CD4+, CD25+). Es
esperable que si existe destruccion de las células T cOmo parte del proceso de
destruccién de todas las células T CD4+, su disminucién en cifras absolutas
podria estar involucrada en el desarrolic de las manifestaciones de
autoinmunidad que caracterizan a la infeccién por VIH.

Debido a la historia natural de la enfermedad, que indica que pueden transcurrir
hasta 20 afios entre la infeccién por el VIH y el diagndstico de SIDA, ain sin
terapia antirretroviral y profildctica, a la presencia de sintomatologia en forma
temprana no diagnosticada como SIDA; a la carga psicolégica de conocerse
seropositivo y al periodo de sobrevida de cuatro afios en promedio una vez
diagnosticado como paciente con SIDA, la carga de la enfermedad
correspondiente al VIH/SIDA debe medirse no solo como mortalidad, sino con un
componente que mida morbilidad y discapacidad.[10].



VIH

Es un miembro de la familia lentivirus de los retrovirus animales[s]. Los
miembros de la familia Retroviridae se pueden definir como aquellos que
presentan genoma diploide de RNA y una enzima con actividad de polimerasa
de DNA dependiente de RNA; y cuya duplicacién depende de un intermediario de
DNA. [9].

Se han identificado dos tipos intimamente relacionados de VIH, el VIH-1 y el
VIH-2. El tipo 1 es la causa mas frecuente del SIDA, aunque el tipo 2 que difiere
del primero en su estructura gendmica y en su antigenicidad, produce un
sindrome clinico similar.[11].

Estructura y genes del VIH

La particula infecciosa del VIH esta formada por dos cadenas idénticas de ARN
empaquetadas en un nicleo de proteinas viricas y rodeadas por una envoltura
de fosfolipidos en forma de bicapa procedente de la membrana de la célula
huésped, pero que incluye también proteinas de membrana codificadas por el
virus (figura 1). El genoma ARN del VIH tiene una longitud aproximada de 9.2 kb
y una organizacibn basica de las secuencias del acido nucleico que es
caracteristica de todos los retrovirus conocidos. Las repeticiones terminales
fargas (RTL) en los dos extremos del genoma regulan la integracion del virus en
el genoma del huésped, la expresion de los genes y 1a replicacién del virus. Las
secuencias gag codifican proteinas estructurales nucleares, mientras que las env
codifican las nucleoproteinas gp 120 y gp 41 de la envoltura necesarias para la
infeccién de las células.



Las secuencias po/ codifican la transcriptasa inversa, la integrasa y la proteasa
del virus, todas ellas esenciales para su replicacion. Ademas de estos genes
tipicos de los retrovirus, el VIH-1 posee asimismo otros seis genes reguladores,
tat, rev, vif, nef, vpr y vpu, cuyos productos regulan la reproduccién virica de
varias formas.(figura 2) [11].
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Figura 1.- Estructura del VIH-1 [11]



RLT

RLT .- Integracién del ADN virico en el genoma de la célula huésped; lugar
de unién de los factores de transcripcion del huésped.

gag.- Proteinas del centro de la nucleocapside y de la matriz
POI.- Transcriptasa inversa, proteasa, integrasa y ribonucleasa

€nv.- Proteinas de la cubierta virica (gp120 y gp41) que intervienen en la
unién con CD4 y el receptor de quimiocina y la fusion a la membrana

vif.- Potencia la infecciosidad de las particulas viricas

vpr.- Favorece la importaciéon del ADN virico al niicleo; detencién del ciclo
celular en G2

tat.- Necesario para el alargamiento de los productos de transcripcién
viricos

rev.- Favorece la salida del ARN virico no procesado o incompletamente
procesado desde el nicleo

Vpu.~ Reduce la expresion de CD4 en la célula huésped y potencia la
liberacién de virus a partir de las células

nef.- Reduce la expresién de CD4 en la célula huésped y potencia la
liberacion del virus a partir de las células, reduce la expresién del complejo
principal de histocompatibilidad de clase I de la célula huésped

Figura 2

Genoma del VIH-1.- Ciertos genes utilizan algunas de las mismas secuencias que otros, como
demuestra la superposicion de los blogues, pero la ARN polimerasa de la célula huésped los lee
de manera diferenciada. De igual forma los bloques compartidos divididos por lineas indican
genes cuyas secuencias de codificacién estan separadas en el genoma y que requieren el
procesamiento del ARN para producir un ARN mensajero funcional. RTL repeticiones terminales
largas. [11].




AUTOINMUNIDAD EN EL SIDA

Se ha encontrado en el suero de los pacientes con SIDA un incremento de los
niveles de autoanticuerpos.[12) Estos autoanticuerpos son tipicamente IgM, los
cuales generalmente no son patogénicos. Probablemente se deben a una
manifestacion de activacién policlonal por una infeccion crénica. El mecanismo
de la activacién policional de las células B en el SIDA no es claro. Este puede ser
un signo de la disminucién de la inmunorregulacién debido a la falta de células
TCD4+ o por el efecto que causa el VIH sobre la célula B. No hay una evidencia
convincente de que autoanticuerpos plaquetarios sean la causa de la comin
trombocitopenia en los pacientes con SIDA. [13]. Karpatkin encontré compiejos
que consisten en autoanticuerpos contra anticuerpos anti —VIH que se absorben
en la superficie plaquetaria. Se ha encontrado en una gran proporcion de
pacientes con SIDA un autoanticuerpo IgG contra el CD43, la cual es una
sialoglicoproteina de membrana presente en las células hematopoyeticas.[14]. El
CD43 induce cambios de glicosilacion durante la maduracién de la célula T. El
CD43 de la célula T inmadura es mucho mds glicositado que el de la célula T
madura. Este autoanticuerpo se ha encontrado unido a superficies de células T
en la sangre de pacientes con SIDA; mds aun, hay una correlacion negativa
entre la presencia del autoanticuerpo anti CD43 y el nimero de células T CD4+
en los pacientes con SIDA, esto es: alto nivel de autoanticuerpos y cuenta baja
de células T CD4+. Estos datos aumentan la posibilidad de que hay un ataque
autoinmune contra células T que contribuye a la deficiencia de células T CD4+
en el SIDA. [15].



Figura 3. Diferenciacion de los linfocitos T
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LINFOCITOS CD4+

Los precursores linfoides se originan en la médula 0sea y se programan para
realizar funciones especificas en los drganos primarios; en el microambiente del
timo se diferencian los linfocitos T y en la médula ésea los linfocitos B, En el
proceso de maduracién, las células timicas adquieren y pierden ciertos
determinantes de membrana que pueden ser reconocidos por diversos
anticuerpos monoclonales. En la figura 3 se muestra las etapas de diferenciacién
de los linfocitos T. La mayoria de los sujetos sanos tienen mas de 500 células
CD4 por cada microlitro de sangre (uL); en cambio, los individuos con SIDA a
menudo tienen 200 o menos de estas células CD4 por cada ulL de sangre.[16][17].

La cuenta absoluta de linfocitos CD4+ se basa en dos pruebas independientes:
a) la biometria hemdtica , de donde se obtiene la cuenta total de glébulos
blancos en sangre periférica y el porcentaje de linfocitos totales y, b) el
porcentaje de células CD4+. Tanto el nimero de linfocitos totales, como el
nimero absoluto de linfocitos CD4 positivos son calculos hechos con las
mediciones mencionadas anteriormente.[18][19](20].

11



CELULAS T REGULADORAS (Tie;)

Diversos estudios indican que los linfocitos reguladores de los seres humanos
son linfocitos T CD4+ que expresan una concentracion elevada de Ia cadena alfa
del receptor de IL-2 (CD25), pero no otros marcadores de activacion. Los
linfocitos T reguladores pueden generarse tras el reconocimiento de
autoantigenos en el timo o en los 6rganos linfaticos periféricos, pero no se
conocen las condiciones especiales por las que ia exposicién al antigeno genera
estas células. La IL-2 puede desempeiiar alguna funcion en el desarrollo o
funcién de los linfocitos T reguladores, de forma que una carencia de IL-2 o de
su receptor puede provocar defectos en los linfocitos reguladores. Estos
defectos pueden contribuir a la autoinmunidad observada en los ratones que
carecen de IL-2 o de su receptor. Presumiblemente, los linfocitos T reguladores
reconocen autoantigenos, pero esta especificidad no estd bien definida. [21).
Tienen un rol critico en la inmunotolerancia y en el control de la autoinmunidad.
[22].

Algunos estudios indican que los linfocitos T reguladores inhiben las respuestas
inmunitarias secretando citocinas inmunodepresoras, tales como IL-10 y factor
transformador del crecimiento beta (TGF-B) el cual es un inhibidor de la
proliferacién de los linfocitos T y B, mientras que IL-10, que se sintetiza en los
linfocitos T cooperadores ( y otras células), inhibe la activacién de los
macréfagos y antagoniza la accion de la principal citocina activadora de los
macréfagos, el interferdn gama (IFN)-y . Por lo tanto, los linfocitos T que
secretan estas citocinas pueden suprimir las respuestas de otros linfocitos T.
Otros estudios sefialan que los linfocitos T reguladores actian mediante la
interaccion directa con las células presentadoras de antigeno o linfocitos T
efectores y no mediante [a secrecion de citocinas. [11]. Se ha demostrado que
que la funcién de las células T reguladoras requiere de su activacidn por la via
del receptor de células T o TCR (del inglés T cell receptor) in vitro. {21][23).
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Estudios en animales definen a las células T CD4+CD25+ como un
compartimiento que protege contra la inflamacidn de origen autoinmune [24] y
son atraidas a estos sitios para regular o prevenir la enfermedad. [25].
También se han propuesto como el regulador principal de la autotolerancia y la
del transplante. [26]. Se ha visto que la tolerancia de las células T a los
antigenos propios es en parte inducida en el timo por la apoptosis o anergia de
timocitos potencialmente autorreactivos. Algunas células T autorreactivas nunca
migran a los o6rganos linfoides periféricos porque son controlados por la
poblacion de células T CD4+CD25+. Estas células inhiben mejor la
autoinmunidad que las respuestas comunes especificas de antigenos no
propios. Esta poblacién es probablemente autoespecifica. [27].

La falla en el mantenimiento y funcidn de células T reguladoras predispone a
desarrollar enfermedades autoinmunes [28) [29].5e ha encontrado un decremento
de las células T 1o en pacientes con vitiligo no segmentario [30], asi como menor
cantidad de ellas en enfermedades autoinmunes como la alopecia areata. [31].
Hay evidencia de la supresion activa de la autoreactividad por las T, 1as cuales
son un potente inhibidor de la activacion de las células T in vivo e in vitro.[32].

13



3. PLANTEAMIENTYO DEL PROBLEMA

En los pacientes con SIDA hay fendmenos de autoinmunidad. Si la disminucion
de las células T CD4+ comprende asimismo la disminucién del compartimento
CD4+CD25+ (Trg), este fendomeno podria estar involucrado en el desarrollo de
manifestaciones autoinmunes. Si la disminucion de células T, fuese
consecuencia de la progresion de la infeccidon, su nimero deberia ser

inversamente proporcional a la carga viral.
4. HIPOTESIS
Las células CD3+ CD4+ CD25+ se encuentran disminuidas en niumero en
pacientes con VIH y guarda relacion inversamente proporcional a fa carga viral.
5. OBJETIVOS
1.- Cuantificar las células CD3+ CD4+ CD25+ en pacientes con VIH
2.- Comparar el nimero de células CD3+ CD4+ CD25+ con el de
sujetos normales .

3.~ Analizar si existe correlacion entre el nimero de células
CD3+ CD4+ CD25+ vy la carga viral.

14



6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Pacientes y controles

Se incluyeron 70 pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia
humana confirmado por medio de la determinacion de anticuerpos contra
VIH]1,2, a los cuales se les cuantificé su carga viral. Se tomaron muestras de 17
sujetos con determinacién de anticuerpos anti-VIH 1,2 negativo como controles.

6.2 Enumeracion de células CD3+ CD4+ CD25 +

De las muestras venosas previamente obtenidas con EDTA,; se tomaron 50ul
de sangre. En un mismo tubo de polipropileno la muestra de sangre se incubd a
temperatura ambiente con anticuerpos monoclonales de la marca Beckman
Coulter®, anti CD3+, anti CD4+, Anti CD25+ conjugados con los fiuorocromos:
isotiocianato  de fluoresceina (FICT), ficoeritrina (PE) Y proteina peridinin
clorofila (PerCP). Luego de 20 minutos de incubacién se lisaron los eritrocitos de
la muestra mediante un estuche “ImmunoPrep®” (Beckman Coulter®), utilizando
una estacidn de trabajo Coulter "Q-Prep”, que consta de: Agente litico,
estabilizador de leucocitos y soluciones amortiguadoras, todo en un cido de 35
segundos. La excitacién de los fluorocromos se llevd a cabo en una longitud de
onda de 488 nm y la emisién fue detectada a 525 (FICT), 575 (PE) Y 675
(PerCP) nm.

15



6.3 Analisis citofluorométrico

Se realizé en un Citémetro Beckman Coulter® EPICS Elite ESP o en EPICS XL
MCL (Coulter®), mediante el programa EXPO V.2. se construyeron histogramas
biparamétricos para diferenciar a las poblaciones celulares.

Se construyd un histograma biparamétrico de FS y SS se definieron las
poblaciones celulares presentes en la muestra. Creando una ventana electrénica
se seleccionaron a las células mononudieares, Una vez establecida la poblacion a
estudiar se construyeron histogramas biparamétricos logaritmicos de diferentes
fluorescencias para analizar Ia intensidad y el patron de coexpresion de los
antigenos marcados c¢on Jos anticuerpos monoclonales conjugados con
fluorocromos detectados en las longitudes de onda antes mencionadas. Se
evalué la expresion simultanea de los antigenos CD3+ con CD4+, CD4+ con
CD25+ y CD3+ con CD25+ (figuras 4 y 5) y se tomaron los porcentajes
correspondientes de cada coexpresién de antigenos reportados por el citdmetro,
para luego calcular los porcentajes y valores absolutos de cada poblacién celular
en estudio, con la cuenta total de leucocitos y el porcentaje de linfocitos
realizados en un contador electrénico de hematologia (HMx, Coulter®).
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Figura 4

Histogramas biparamétricos. Arriba: poblacion de células mononucleares en
ventana electrénica por tamaiio ( eje de las X) y textura, (eje de las Y).
Abajo: Se busca la expresion simultdnea de los antigenos CO3+(FL1) y
CD4+(FL2), la cual se observa en B2.
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Histogramas biparamétricos: Arriba: E2: poblacion celular que expresa
simultaneamente los antigenos CD3-+(FL1) y CD25+(FL4). Abajo: A2: poblacién
celular que expresa los antigenos CD4+(FL2) y CD25+(FL4).
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6.4 CUANTIFICACION DE CARGA VIRAL POR NASBA (Nudcleic Acid
Sequence Base Amplification)

6.4.1 Aislamiento de acido nucleico

Se afiaden tres ARN (Acido Ribonucleico) sintéticos (Qa,Qb,Qc) de una elevada
concentracion conocida, alta, media y baja, respectivamente, al tampdn de lisis
que contiene el acido nucleico liberado a partir de la muestra. Estos ARN actian
de calibradores internos y cada uno se distingue del tipo salvaje (WT, del inglés
“wild type”) del ARN del VIH-1 por una pequeiia secuencia. En condiciones de
salinidad elevada, todos los dacidos nucleicos del tampén, incluyendo los
calibradores, se unen a particulas de diéxido de silicio. [33] Dichas particulas, que
actiian como la fase sélida, se lavan varias veces. Finaimente el dcido nucleico se
eluye de la fase sélida.

6.4.2 Amplificacién del acido nucieico

Cualquier ARN del VIH-1 WT se convierte en una molécula de ADN de doble
cadena mediante la accidn concertada de tres enzimas y dos oligonuciedtidos.
[34]. Uno de estos oligonucledtidos contiene una secuencia promotora de
polimerasa T7 ARN 5° -terminal ademds de una seccion de nucledtidos
complementaria a una secuencia de ARN del VIH-1 WT. El segundo
oligonucledtido incluye una breve secuencia que es idéntica a un segmento del
ARN y que se halla mads arriba de la regién en la que el oligonucledtido que
contiene el promotor T7 puede reasociarse.

Juntos, estos oligonucledtidos definen la secuencia de la regién gag del VIH-1
que se convierte en un producto intermedio de ADN con un promotor T/
funcional. Este proceso se inicia con la hibridacion del oligonucledtido que
contiene el sitio de unidn de la ARN polimerasa T7 al ARN diana (Cebador 1).
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La transcriptasa inversa del virus de la mieloblastosis aviar (AMV-RT) alarga el
oligonudedtido, creando una copia de ADNc de la plantilla de ARN y formando
un hibrido ARN/ADN. La porcibn de ARN de este hibrido es hidrolizada por
ARNasa H, quedando ADN de cadena sencilla al cual puede reasociarse el
segundo oligonucleétido (cebador 2; Figura 5), formandose asi de nuevo sustrato
adecuado para la extension por la transcriptasa inversa. Dicha extension
finalmente revela un producto intermediario de ADN de doble cadena con una
porcion promotora T7 transcripicionalmente activa.

Al reconocer el ahora promotor funcional, la ARN polimerasa T7 produce
muttiples copias de fragmentos transcritos de ARN de sentido contrario a la
secuencia de ARN blanco original. Cada molécula de ARN de sentido contrario
recién sintetizada puede actuar como una plantilla por si misma y convertirse de
nuevo en producto intermedio de ADN con un promotor T7 funcional de modo
similar at ARN diana original, salvo que los cebadores de oligonucie6tido se
reasocian en orden inverso porque las moléculas de ARN recién generadas
presentan una orientacién contraria a la blanco original y el producto intermedio
de ADN resuitante es de doble cadena sélo parcialmente. De nuevo, se generan
muchas copias de ARN a partir de cada ARN blanco que se reincorpora a la
reaccién lo que supone una sintesis exponencial de productos de ARN.

Esta reaccién se esquematiza en la figura 6 .
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Figura 6. Principio de amplificacién de NASBA
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6.4.3 Deteccién del acido nucleico

Tras {a amplificacién basada en NASBA, los amplicones derivados del ARN de
VIH-1 de cadena simple pueden detectarse mediante un procedimiento de
hibridacion de  4cido  nucleico empleando el  principio de
electroquimioluminescencia (ECL). [35,36] Los amplicones son capturados por
hibridacion en un oligonucledtido inmovilizado en particulas paramagnéticas
(oligobeads). Para distinguir los amplicones derivados del ARN def VIH-1 (WT) y
los calibradores(Qa,Qb, Qc) ARNs se afnaden alicuotas de la reaccién de
amplificacidén a cuatro soluciones de hibridacién que, ademads de los oligobeads,
contienen una sonda de oligonucleétido marcado con rutenio quelado especifica
del ARN WT, ARN Qa, ARN Qb, 0 ARN Qc.

La deteccién se realiza afiadiendo tripropilamina (TPA) como sustrato a las
mezclas de reaccidn de hibridacién seguida de un andlisis automatico con un
lector NucliSens®. En la cdmara de deteccion del instrumento, las particulas
paramagnéticas que llevan los complejos amplicon/sonda quedan capturados en
la superficie de un electrodo mediante un iman. Al aplicar voltaje a dicho
electrodo se estimula la reaccion de ECL en la que se produce luz por oxidacion-
reduccidn ciclica de idn metdlico de rutenio en presencia de TPA.

El lector NucliSens® registra los resuitados como valores ECL. Los célculos
basados en cantidades relativas de los cuatro amplicones revelan la cantidad
original de ARN del VIH-1 WT presente en la muestra.

22



6.5 Analisis estadistico

La diferencia entre las medias aritméticas de las cuentas relativas y absolutas de
las células de los controles y los pacientes, se determind por la prueba de t de
Student (valor de p). La correlacién entre la carga viral con la cuenta absoluta
de células CD3+ CD4+, CD4+ CD25+ y CD3+ CD25+ se realizd mediante el
analisis de correlacion.

7. RESULTADOS

En la poblacién estudiada de 70 pacientes y 17 controles obtenidos de las
muestras que se procesaron se confirmé una disminucién muy pronunciada del
nimero absoluto de células T CD4+, células T g, Y Células CD3+CD25+ en los
pacientes.

Se observd correlacion inversa estadisticamente significativa (p= 0.00027) entre
la disminucion de células T CD4 totales y la carga viral. Se observé correlacion
entre la disminucidn de las células células T reguladoras y la carga viral
(r*= -0.37024076). Entre la cuenta absoluta de la poblacién celular CD4+ v las
células T reguladoras se observd una correlacién directa ( r’= 0.55567434)
aunque la disminucién de las células CD4+ absolutas y T €n los pacientes no
es paralela. Esto se muestra en la tabla 1 y gréficas 1, 2, 3, y 4.
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CD3+
CD4+

471.6 + 150.6

6754 + 173.2

0.0000128

CD3+
CD25+

9.6 +£ 15.2

21.0+ 9.8

0.046216751

CD3+
CD4+
CD25+

7.81 +4.17

14.10 £ 12.5

0.029770

Tabla 1. Muestra la media de las poblaciones celulares totales

{células/uL) + 1 desviacion estandar y el valor de p.

N W A& O O

Carga Viral, copias/yL

[ o BN

0.5

1

2 2.5
Células CD4 absolutas/uL

Grafica N° 1. Muestra la correlacién entre la carga viral y las células

CD4+ absolutas. r’= -0.55984268. p=0.00027
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Grafica N° 2. Muestra la correlacién entre la carga viral y las células
Trege P= -0.37024076.
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Grafica N° 3. Muestra la correlacién entre las células CD4+ absolutas y
las células Treg- = 0.55567434. p= 0.00004
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Grafica N° 4. Muestra los valores de la media (células/ul) y se
representa x1 desviacién estandar de las células CD4+ totales y T,y

en el grupo 1(controles) y grupo 2 (pacientes).
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8. DISCUSION

Este trabajo comprueba la observacion previa de que la carga viral y el nimero
absoluto de células T CD4+ guardan una asociacién inversa. Demuestra ademds
que efectivamente hay una disminucidén significativa en el nimero absoluto de
células T.eg que, sin embargo, no guarda una asociacion significativa con la carga
viral. De hecho, no hay paralelismo entre la reduccidén del niimero de células
CD4+ totales y el sub-compartimento de las células T Asi, en el grupo de
pacientes estudiado, el promedio de la disminucién de las células CD4+ totales
fue de 31% en relacion al grupo de control, mientras que las células
CD4+CD25+ (Tr) estuvieron disminuidas en un 45% en relacién al grupo de
sujetos sanos.

La razén de una disminucion relativa mas acentuada de las células T.e €n
comparacion con el de las CD4 totales no es clara. Si esta reduccion fuese
resultado directo de los efectos citopaticos del VIH, porque esta subpoblacién
fuese mas susceptible, seria de esperarse una correlacién negativa entre la carga
viral y el niumero de células T Como se expresd anteriormente, esta asociacién
no pudo documentarse.

Entre muitiples explicaciones que pueden darse a este hallazgo, la mas plausible
es que la acentuada reduccién de células T, en pacientes con VIH/SIDA forme
parte del proceso de desregulacion inmunolégica que ocurre en pacientes con
esta infeccion.
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Este hallazgo es interesante en si mismo, y pareceria razonable investigar si los
nimeros de células Ty en estos pacientes guardan alguna relacién con las
manifestaciones clinicas de la enfermedad, principalmente con aquellas
asociadas a fendmenos de autoinmunidad. La asociacién de la presencia y
niveles de autoanticuerpos séricos y el nimero de células T,e; en pacientes con
VIH/SIDA serd motivo de un nuevo proyecto en el departamento de inmunologia
de los Laboratorios Clinicos de Puebla.
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