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REGLAMENTO

Acta Cientifica de la Sociedad de Bioanalistas Especialistas es una
publicacion biomédica, de presentacion semestral, arbitrada,
contentiva de trabajos originales, reportes de casos clinicos, traba-
jos experimentales y revisiones en espafiol e inglés, que contribu-
yen al avance del conocimiento en biologia humana y animal.

Para la publicacién de los trabajos, se deben enviar en original y
tres copias adicionales del manuscrito a la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas, dirigidas a la Dra. Ana Monzon de
Orozco, Gerencia Editorial; Caracas, Republica Bolivariana de Ve-
nezuela.

Direccion de la sede: Av. Ppal. de Los Chorros entre transversales
Alfredo Jahn y Alvarez Michaud Qta. Colegio de Bioanalistas. Ca-
racas, Venezuela.

Se debe incluir una Carta de Presentacion en la cual los autores
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establecer que no esta siendo enviado para publicacion en otra
revista. En caso de ser aceptado, la Sociedad no se hace respon-
sable por el contenido expresado en el trabajo publicado.

Normas editoriales. Los trabajos deberan estar impresos a do-
ble espacio, sobre papel blanco grueso, con amplio margen a los
lados. La version final deberd incluir ademaés un disquete de 3 /2
grabado en Word for Windows.

Los trabajos deben dividirse en: Titulo, Resumen en espafiol, Pa-
labras clave; Resumen traducido en Inglés, Palabras clave en in-
glés, Introduccién, Material y Métodos, Resultados, Discusion,
Referencias Bibliograficas, Agradecimientos.

1. Titulo: Debe ser breve, explicativo y contener la esencia del
trabajo, sin abreviaturas.

2. Autores: Deben indicarse los nombres y apellidos comple-
tos, sin sefialar titulos profesionales.
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se debe dirigir la correspondencia.

4. Incluir un grupo de palabras clave, en espafiol y en inglés,
apropiadas para la mejor ubicacion en los indices internacio-
nales

5. Parael resumen en Inglés o la presentacion completa del
trabajo en este idioma, se recomienda asesoramiento con
especialistas para una correcta redaccion.

6. Figurasy tablas: Las figuras y tablas deben presentarse en
hojas separadas y deben estar referidas en el texto.

Las figuras se deben identificar con nimeros arabigos y pue-
den consignarse como fotografias en blanco y negro de buena
calidad en cuanto a foco y contraste como graficos obtenidos
en computadora, preferiblemente con impresion laser. No se
aceptaran fotocopias. Las fotografias y microfotografias de-
ben ser reproducciones nitidas en blanco y negro. Su tamafio
no se excederd el de la hoja impresa. Las fotografias a color
seran costeadas por los autores. No deben hacerse montajes y
al dorso indicar el nimero correspondiente y una flecha que
sefiala la parte superior de la figura. Se debe indicar la magni-
ficacion de las microfotografias. Las fotografias y graficos no
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en hoja aparte, en forma suficientemente explicativa para que
el lector no tenga que recurrir al texto.
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EDITORIAL

Tenemos un nuevo reto, desde el mes de marzo del
presente ano, nos ha tocado nuevamente formar par-
te de la Junta directiva de la Sociedad Venezolana de
Bioanalistas Especialistas. Hemos aceptado este com-
promiso con gran sinceridad, responsabilidad y ale-
gria. Todos los que conformamos esta Sociedad, sa-
bemos lo que ha costado mantener en alto el nombre
de nuestra profesién, elevando cientificamente el ver-
dadero valor de todos aquellos que de una manera u
otra siguen contribuyendo a la ciencia en nuestro pais.

Nuestra Sociedad sigue creciendo, préximamente ce-
lebraremos el XI Congreso Venezolano de Bioandlisis
que conjuntamente con la Federacién de Colegios de
Bioanalistas de Venezuela tenemos el honor de orga-
nizar. Durante este evento, de igual forma celebrare-
mos las XIV Jornadas Cientificas de la Sociedad Ve-
nezolana de Bioanalistas Especialistas y el Il Encuen-
tro del Colegio de Bioanalistas del Distrito Federal y
Estado Miranda donde se rinde homenaje a la incan-
sable luchadora gremial, Licenciada Margarita Iturriza
quien es digna de nuestro mayor elogio vy considera-
cion.

Queremos desde ya, felicitar al comité organizador
de este magno evento cientifico a través de su Presi-
denta Licenciada Fidias Herrera deseandoles el ma-
yor de los éxitos. Todos sabemos lo dificil que es, en
estos dias comprometerse a realizar esta mision, pero
estamos seguros que con el apoyo de todos los Bioa-
nalistas, casas comerciales, invitados nacionales e in-
ternacionales conseguiremos nuevamente finalizarlo
positivamente.

Es un orgullo para los Bioanalistas y para todos los
investigadores del drea de la Salud, contar con, “Acta
Cientifica de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas
Especialistas”, una revista cientifica tinica de nuestro
gremio, que dirigida excelentemente por la Dra. Ana
Monzén de Orozco, permite a todos nosotros la posi-
bilidad de publicar nuestros trabajos cientificos. Nues-

tra revista esta indexada en Lilacs y Asereme, lo que
le da la altura necesaria para garantizar la lectura
internacional de nuestros trabajos cientificos. Una vez
mads, invitamos a que hagan suyo este 6rgano divulga-
tivo. Esperamos contar, como siempre con su apoyo
al enviar sus trabajos de investigacién para ser publi-
cados en nuevos ntimeros. Publicaremos igualmen-
te, los trabajos correspondientes a los premios “So-
ciedad de Bioanalistas Especialistas” y premio “Es-
tudiantes Dra. Franca Billi” que serdn otorgados en
nuestro evento cientifico. Este numero estd dedicado
al Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (VIH1),
enfocara diferentes aspectos relacionados a este Sin-
drome.

Desde el mes de marzo tenemos a la disposicion
de todos los interesados nuestra pagina Web cuya
direcciéon es WWW.bioanalistasespecialistas.com.ve
<http:/www. bioanalistasespecialistas.com.ve/> le in-
vitamos a visitarla

Desearia agradecer a todos mis companeros y amigos
quienes de igual manera aceptaron el reto de formar
parte de esta junta directiva. Especial saludo fraterno
merece nuestra amiga la Licenciada Josefina Gua-
riguata quien conjuntamente con su equipo estuvo
dirigiendo esta Sociedad hasta febrero del presente
ano. Digo sin miedo a equivocarme que la labor des-
emperiada por esta excelente representante de nues-
tra Sociedad es digna de imitacién, esperamos poder
continuar su labor con la misma dedicacién que ella
mantuvo a través de los anos.

Son tiempos dificiles para todos, no podemos permi-
tirnos que esto amedrente nuestra labor, confiamos que
sabremos cumplir con lo que se nos propuso, enaltecer
al Bioanalista aqui vy fuera de nuestras fronteras.

Dr. Axel Rodolfo Santiago S.
Presidente
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BioLoGiA MOLECULAR DEL VIRUS DE
INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH)

Dra. Cristina del Rosario Gutiérrez Garcia
Departamento Virologia, Seccion de Programas Especiales, Hepatisis Sida
Instituto Nacional de Higiene

RESUMEN

\einte afos después de su descubrimiento, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) se ha convertido en la pandemia
mas importante de las Ultimas décadas. EI SIDA es causado por dos diferentes virus de inmunodeficiencia humanos, VIH-1y
VIH-2, pertenecientes a la familia Retroviridae. La particula viral consiste de una envoltura de naturaleza lipoproteica,
derivada de la membrana celular hospedera, que contiene las dos proteinas de envoltura viral, denominadas gp120y gp 41. La
envoltura rodea a la nucleocapside, estructura constituida por una cubierta intermedia 0 matriz y una capside interna que esta
en estrecha interaccion con el genoma viral representado por una molécula de ARN de doble cadena y polaridad positiva de
longitud aproximada de 9.800 nucledtidos. Los genes del VIH se localizan en la region central del genoma integrado o provirus
y codifica al menos nueve proteinas (estructurales, reguladoras y accesorias). El conocimiento del ciclo de vida del VIH provee las
bases biologicas para el control de la epidemia. Una de las caracteristicas principales del VIH es su rapida evolucion, lo cual
resulta en una diversidad genética considerable entre diferentes aislados del mundo entero. Existen 3 grupos principales, 9
subtipos y formas recombinantes descritas para el VIH-1. La variabilidad genética de este agente viral y en consecuencia,
cualquier variacion fenotipica influye sobre la patogénesis de la infeccion y el control de la enfermedad. Finalmente, se discuten
las implicaciones de la diversidad genética observada en el VIH sobre el desarrollo de vacunas y terapias antiretrovirales eficaces
contra este agente viral.

PALABRAS CLAVE: VIH, INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA, GENOMA, REPLICACION, VARIABILIDAD.

SUMMARY

Twenty years after its recognition, the acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) has become the most important pandemic
in the last decades. AIDS is caused by two different human immunodeficiency viruses, HIV-1 and HIV-2, belonging to the
Retroviridae family. The viral particle consists of lipoprotein envelope derived form host cell membranes which contains two
viral envelope proteins, designated as gp120 and gp41. The envelope surrounds the nucleocapsid, a structure formed by an
intermediate covering or matrix and an internal capsid that is tightly interacting with the viral genome represented by a
positive-sence double stranded RNA molecule of approximately 9.800 nucleotides. The genes of HIV are located in the central
region of the proviral DNA and encode at least nine proteins (structural, regulatory and accessory proteins). Understanding the
HIV life cycle provides the biological basis for controlling the epidemic. One of the major characteristics of HIV is its rapid
evolution, which has resulted in substantial genetic diversity amongst different isolates worldwide. There are 3 main groups, 9
subtypes and recombinant forms described to HIV-1. Genetic variability of this viral agent and any consequent phenotypic
variation affect to pathogenesis of HIV infection and disease control. Finally, the implications of HIV genetic diversity on the
development of efficient vaccines and antiretroviral therapies against this viral agent are discussed.

KEY WORDS: HIV, IMMUNODEFICIENCY ACQUIRED, GENOME, REPLICATION, VARIABILITY.
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INTRODUCCION

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) constituye la primera pandemia de la
segunda mitad del siglo XX*. En 1981, se diag-
nosticaron los primeros casos de SIDA en jo-
venes varones homosexuales. En 1983,
Francoise Barré-Sinoussi y colaboradores del
Instituto Pasteur de Paris y en 1984, un gru-
po encabezado por Robert C. Gallo, del Insti-
tuto Nacional del Cancer de los Estados Uni-
dos, lograron independientemente identificar
el agente causal de la enfermedad, un
retrovirus. Los investigadores franceses lo de-
nominaron LAV (siglas en inglés, virus asocia-
do a la linfoadenopatia) y el grupo norteame-
ricano lo denomind HTLV-IIl (por virus
linfotrépico T humano tipo Ill), relacionado con
dos retrovirus linfotrépicos T humanos HTLV-
|y HTLV-II, desencadenantes del proceso que
causan la leucemia de linfocitos T*2. M4s tar-
de, en 1986 un comité internacional de taxo-
nomia viral sugirié la denominacion de virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH), para
designar a LAV y HTLV-IIl, dado que ambos
virus correspondian al mismo agente. El VIH
ataca diversos tipos de células del organismo
humano infectado con predileccién por los lin-
focitos T CD4+, provocando el descalabro de
su sistema inmunitario®. La consecuente dis-
minucién de esta subpoblacion linfocitaria con-
fiere al paciente vulnerabilidad ante cualquier
infeccién “oportunista” causada por agentes
que en circunstancias normales no dafarian a
una persona sana*.

Se estima que aproximadamente 52,5 millo-
nes de personas en el mundo entero son por-
tadoras del VIH y cerca de 22 millones de
pacientes han muerto a causa del SIDA3. Mas
de las dos terceras partes de la poblacion
mundial infectada vive en el Africa Sub-
Sahariana 35.

En América Latina, se estima que aproxima-
damente 1,5 millones de personas (adultos y
nifios) se encuentran infectadas por el VIH ©.
En general, estas cifras revelan que a partir
de su primera identificacion, hace mas de
veinte afos, la incidencia de VIH/SIDA se
ha elevado vertiginosamente en la poblacion
mundial, excediendo las expectativas de su
impacto en cuanto a niumero de pacientes
infectados y severidad de la enfermedad.

A continuacién se trataran aspectos funda-
mentales sobre la biologia molecular del VIH
con especial énfasis en las caracteristicas es-
tructurales del virus, su modo o estrategia de
replicacion y el influjo de su variabilidad ge-
nética en el control de la infeccion viral.

Caracteristicas estructurales y
organizacién genémica del VIH

El VIH pertenece a una familia de virus ARN
designada Retroviridae*. El virion infeccioso
del VIH se observa al microscopio electréni-
€0 como una particula esférica de aproxima-
damente 80 a 100 nm de diametro. En la
estructura del virién se distinguen tres capas
concéntricas: una envoltura lipoproteica ex-
terna constituida por las dos glicoproteinas
de la envoltura viral: la gp120 o glicoprotei-
na de superficie y la gp41, unida a la anterior
y embebida en la membrana lipidica del vi-
rus; una nucleocépside formada por una cu-
bierta intermedia o matriz compuesta por la
proteina p17 en estructura icosahédrica, lo-
calizada a muy poca distancia de la envoltura
externa (a diferencia del HTLV-ly HTLV-Il) y
una capside interna, constituida por la pro-
tefna p24 en disposicion helicoidal y la pro-
teina P9 (proteina de la nucleocapside), la cual
encierra al genoma viral y a las enzimas trans-
criptasa reversa, integrasa y proteasa, forman-
do un nucleoide central cuya estructura se-
meja a un cono truncado (Figura 1)”.

El genoma viral consiste en dos hebras de
ARN de 9,8 kb de longitud y polaridad posi-
tiva, el cual contiene al menos 9 genes dife-
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Figura 1. Estructura del Virus de Inmunodeficiencia
Humano.
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rentes que codifican proteinas estructurales,
reguladoras y accesorias (Figura 2)’. Los ge-
nes virales estructurales son: el gen gag, el
cual codifica la proteina precursora denomi-
nada p55 de cuyo clivaje producido por la
proteasa viral se originan las proteinas estruc-
turales de la capside o CA (p24), matriz o
MA (p17), nucleocapside o NC (p9) y la pro-
tefna p6, la cual media la incorporacion de la
proteina accesoria Vpr en el ensamblaje viral
y es requerida para la gemacién de viriones a
partir de la célula infectada®, los genes gag/
pol en conjunto codifican una poliproteina
precursora de 160 Kd (p160), la cual es
clivada durante la maduracion del virion para
dar origen a las enzimas: proteasa o PR (p10),
transcriptasa reversa o TR (p50), Rnasa H
(p15) e integrasa o IN (p31). Este clivaje no
se produce de manera eficiente, ya que el 50%
de la proteina RT permanece unida a Rnasa
H, formando un polipéptido simple (p65)°;
el gen env codifica a la poliproteina gp160,
la cual es luego clivada por una proteasa de
la célula hospedera en las glicoproteinas de
envoltura: gp120 o SU (superficie) y gp41 o
TM (transmembrana)’. Asi mismo, existen los
siguientes genes reguladores en el genoma
del VIH: el gen tat que codifica una proteina
transactivadora transcripcional, denominada
Tat (p14)*° y el gen rev (regulador de la ex-
presion de las proteinas del virién) codifica la
proteina Rev (27 Kd) de unién de secuencia
especifica al ARN, la cual acta como proce-
sadora del ARNm y su transporte selectivo
en el citoplasma 1. Las proteinas Tat y Rev
son esenciales para la replicacion del virus.
En adicion, se han descrito genes codificantes
de proteinas accesorias. Tal es el caso de los
genes: nef que codifica la proteina Nef (p27)
un factor de regulacién negativa que actia
post-traduccionalmente, disminuyendo la ex-
presion en la superficie de la célula infectada
de moléculas CD4 (receptor primario del VIH)
y de moléculas clase | del Complejo Principal
de Histocompatibilidad (CMH)*2*3; vif codifi-
ca la proteina Vif (factor de infectividad del
virién, p23) la cual solventa los efectos inhi-
bitorios de factores celulares del organismo
infectado, produciendo la formacién de com-
plejos de TR mas estables '#; vpu codifica la
proteina Vpu (proteina viral U o p16), la cual
promueve la degradacién de las moléculas
CD4 acomplejadas con Env en el reticulo
endoplasmatico celular e incrementa la libe-
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Figura 2. Organizacion del genoma proviral del Virus de Inmunodeficiencia Humano.

racion del virion'®; vpr codifica a la proteina
Vpr (proteina R viral o p15), la cual promue-
ve el detenimiento del ciclo celular G2, facili-
tando ademas la infeccién por VIH en los
macroéfagos?e.

Ciclo infeccioso del VIH

El VIH infecta principalmente células del sis-
tema inmunitario, tales como los linfocitos T
CD4+, monocitos y macréfagos tisulares. Sin
embargo, otras células que expresen en su
superficie moléculas CD4 igualmente pueden
ser infectadas'’. En adicion, se han encon-
trado otros posibles receptores, lo cual sugie-
re que el nimero de células susceptibles sea
especialmente elevado®®.

Adsorcion y penetracion

Las dos glicoproteinas de envoltura forman
unidades triméricas funcionales cuyos mono-
meros estan constituidos cada uno por dos
subunidades, gp120 (proteina de superficie)
y gp41 o proteina transmembrana (Figura 3).
Cbomo parte del complejo trimolecular, la gli-
coproteina gpl120 interactlia con su recep-
tor especifico, la molécula CD4 presente en
la membrana celular, induciendo cambios
conformacionales en la glicoproteina gp41,
lo cual permite la union del virion a recepto-
res de membrana acoplados a la proteina G
de la célula, estabilizando el proceso de ad-
hesién y facilitando la fusién virus-célula. Es-
tos coreceptores del VIH consisten en al
menos doce receptores de quimoquinas de
los cuales se ha demostrado que CCR5 y
CXCR4 son importantes coreceptores prima-
rios en la entrada de diversas cepas del VIH
tanto in vitro como in vivo!*%.

El cambio conformacional de la glicoprotei-
na transmembrana gp41 y su disociacion de
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gp120 en la unidad trimérica permite la pro-
yeccién de tres dominios de fusion que se
insertan en la bicapa lipidica de la célula hos-
pedera, lo cual promueve el proceso de fu-
sién, permitiendo la liberacion de la capside
viral en el interior de la célula. Asi mismo, los
viriones del VIH pueden entrar a las células
por endocitosis. Por lo general, no se produ-
ce la infeccion productiva por esta via, lo cual
permite suponer la inactivacion de estos
viriones dentro de los endosomas?*.

Transcripcion y replicacion viral

En el citoplasma de la célula se produce la
decapsidacion del virién, liberando el ARN
gendmico viral, el ARN de transferencia lisina,
el cual actiia como un cebador para la trans-
cripcion reversa, la transcriptasa reversa, la
integrasa, las proteinas de la matriz y la
nucleocapside, la Vpry diversas proteinas del
hospedero (Figura 3). Posteriormente, se pro-
duce la transcripcion reversa del ARN
gendémico a ADN viral por accion de la trans-
criptasa reversa y se forma el complejo de
preintegracién del VIH (CPI), constituido por
el ADN viral de doble cadena, proteinas de la
matriz, Vpr, las enzimas transcriptasa rever-
sa e integrasa y el grupo de proteinas celula-
res de unién al ADN de elevada movilidad
(en inglés, HMGI) 22, A diferencia de la ma-
yoria de los retrovirus animales, el VIH pue-
de infectar células que no se encuentran en
estado de division, tales como macrofagos
diferenciados, lo cual requiere de la capaci-
dad de cruzar la membrana nuclear intacta:.

El CPI es transportado al interior del ndcleo
através de un proceso mediado probablemen-
te por las proteinas de la matriz, Vpr y/0
integrasa?? 24 25,

El ADN viral se incorpora al genoma de la
célula infectada para formar un provirus in-
tegrado mediante la accién de la integrasa
viral. Las proteinas celulares HMGI(Y) y BAF
(“barrier to autointegration”, en inglés) son
requeridas para la integracion eficiente, aun-
que no se conocen sus funciones precisas?®.
La integracion puede permitir formas trans-
cripcionalmente activas o latentes de la in-
feccion?’,

La transcripcion del genoma viral resulta en
mas de una docena de diferentes transcriptos
especificos. El proceso de transcripcion es
mediado por un promotor simple en la se-
cuencia repetida terminal (LTR, en inglés) si-
tuada hacia el extremo 5’. La expresion del
LTR 5’ genera un ARN primario de 9 kb, el
cual puede ser procesado para originar mas
de treinta ARNms alternativos o bien puede
permanecer sin procesar y ser empaquetado
dentro de los viriones como ARN gendmico.
Algunos transcriptos procesados en forma
mudltiple son transportados rapidamente al
citoplasma en ausencia de secuencias de ARN
inhibitorias (IRS, en inglés). Estos ARNms
codifican las proteinas Nef, Tat y Rev. Otros
transcriptos procesados de manera simple o
no procesados permanecen en el nicleo y
son relativamente estables. Estos transcriptos
virales codifican las proteinas estructurales,
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infeccioso del VIH.

12



enzimaticas y accesorias y representan los
ARNSs gendmicos virales necesarios para el
ensamblaje de los viriones infecciosos?.

La regulacién de la expresion genética del
VIH es efectuada por una combinacion de
factores virales y celulares, siendo regulada a
nivel transcripcional y posttranscripcional. Los
genes del VIH pueden ser divididos en genes
tempranos y genes tardios. Los genes tem-
pranos: tat, rev y nef son expresados de una
manera independiente de la proteina Rev. Los
ARNmMms codificantes de los genes tardios: gag,
pol, env, vpr, vpu y vif requieren a Rev para
ser localizados en el citoplasma y expresa-
dos?°,

La proteina Tat de 14 Kd se une a una es-
tructura en el extremo 5’ de los ARN virales,
denominada elemento de respuesta de la
transactivacion (TAR, siglas en inglés). Esta
union se produce conjuntamente con algu-
nas proteinas celulares que contribuyen al
efecto del Tat. La union de Tat a TAR activa
la transcripcion del LTR del VIH en a menos
1000 veces, promoviendo la fase de elonga-
ciéon de la transcripcion del VIH-1 para que
puedan ser producidos los transcriptos com-
pletos. Por otra parte, la proteina Rev indu-
ce la transicion de la fase temprana a la fase
tardia de la expresién genética del VIH. La
union de Rev a su sitio de unién especifica
en el ARN viral (“Rev response element, RRE”
en inglés) facilita la exportacion de ARNS vi-
rales que contienen intrones (secuencias par-
cialmente o no procesadas) desde el nicleo
al citoplasma. De esta manera, Rev disminu-
ye la tasa de procesamiento del ARN viral.
Los provirus que carecen de la proteina Rev
funcional son transcripcionalmente activos
pero no expresan los genes virales tardios y
por ende no producen viriones®°.

En contraste a Tat y Rev, los cuales actlan
directamente sobre estructuras del ARN viral,
la proteina Nef (27 Kd) modifica el medio
ambiente de la célula infectada para optimizar
la replicacion viral e igualmente promueve la
liberacion de viriones més infecciosos®! 2.

Otras proteinas virales igualmente participan
en la modificacion del medio ambiente en
células infectadas. Tal es el caso de Vpr (15
Kd) cuya expresion es dependiente de Rev.

Esta proteina induce el detenimiento de la
proliferacion de células infectadas en la fase
G2/M del ciclo celular, lo cual puede incre-
mentar la expresion genética viral®3.

Ensamblaje viral y liberacién de los viriones:
Las nuevas particulas virales son ensambla-
das hacia la membrana plasmatica (Figura 3).
Diversas proteinas participan en el proceso
de ensamblaje, incluyendo las poliproteinas
Gag y Gag-Pol, al igual que Nef y Env. Una
proteina humana de unién al ATP, denomi-
nada HP68, facilita los cambios confor-
macionales necesarios en Gag para el ensam-
blaje de las capsides virales . La proteina Vif
de 23 Kd juega un papel clave pero no bien
entendido en el ensamblaje de los viriones
infecciosos®**. En ausencia de Vif, se produ-
cen niveles normales de virus pero estas par-
ticulas virales no son infecciosas, lo cual trae
como consecuencia la detencidn de los nive-
les de transcripcion reversa en la célula infec-
tada®s.

Luego del ensamblaje de los viriones, en el
momento final de la maduracién y gemacion
de las particulas se incorporan lipidos de la
membrana de la célula infectada, asi como
las glicoproteinas virales de envoltura gp41y
gp1203*. Finalmente, se produce la salida por
gemacion a través de la membrana celular de
los viriones maduros al exterior (Figura 3).

Clasificacion del VIH

El SIDA es causado por dos diferentes
lentivirus, pertenecientes a la familia Retro-
viridae, los cuales desde el punto de vista ge-
nético y antigénico se distinguen en: VIH tipo
1 (VIH-1), responsable de la pandemia a ni-
vel mundial y el VIH tipo 2 (VIH-2), comun-
mente encontrado en el Oeste de Africay en
la India®®. Andlisis filogenéticos han demos-
trado que el VIH-2 se encuentra estrechamen-
te relacionado con el virus de la inmunode-
ficiencia del simio (SIV, siglas en inglés), pre-
sentando una homologia del 75% con este
virus®’. Desde el punto de vista clinico, el VIH-
2 se diferencia del VIH-1 en que la enferme-
dad que produce es menos agresiva, parece
evolucionar més lentamente hacia la destruc-
cién del sistema inmunitario, su transmision
vertical (madre-hijo) parece ser maés dificil y
existe variacion en la regulacion del virus a
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nivel genético®®. Por otra parte, los genomas
del VIH-1y VIH-2 tienen una similitud de s6lo
el 40-50%. Sin embargo ambos ocasionan
una enfermedad clinicamente indistinguible®”.
Los analisis filogenéticos de secuencias per-
tenecientes a los genes env y gag de diversos
aislados del VIH-1 han demostrado la exis-
tencia de al menos 8 subtipos genéticos o
clados del VIH-1, los cuales han sido desig-
nados como subtipos: A, B, C,D, E,F, Gy
H3® 49, Estos subtipos genéticos forman el
grupo principal o M (“major”, en inglés), res-
ponsable de la mayoria de los casos de SIDA
en el mundo. Un segundo grupo de aislados
muy heterogéneo, pertenecen al grupo O
(“outliers” en inglés), el cual presenta al me-
nos 3 subtipos y es encontrado en Cameroon,
Gabon y Guinea Ecuatorial. Finalmente, el
grupo N (“new”, en inglés) fue identificado
en 1998 en dos pacientes de Cameroon 4%
42 Asi mismo, se conocen al menos 5 subtipos
del VIH-237,

Diversas estrategias metodolégicas se han
desarrollado para la caracterizacién vy clasifi-
cacion de los subtipos genéticos virales del
VIH. Aunado a los estudios filogenéticos y
de secuenciacion, se ha implementado el
analisis de la movilidad del ADN “hetero-
duplex” (“DNA heteroduplex mobility assay”,
HMA) en los genes principales del virus a
partir de células mononucleares de sangre
periférica infectadas e inmunoensayos
enzimaticos con péptidos sintéticos derivados
de la tercera regién inconstante (V3) de la
gp120 viral**44, Es importante destacar que
los diferentes subtipos genéticos o clados, no
son necesariamente equivalentes a los
subtipos antigénicos, cuya relevancia en la
proteccion inducida por vacunas es poco co-
nocida hasta el presente?.

Distribucidén geografica de los
subtipos genéticos del VIH-1

Los subtipos genéticos del VIH-1 se encuen-
tran distribuidos en diferentes regiones geo-
graficas. Cepas virales pertenecientes al clado
B prevalecen en América del Norte, América
Latina y el Caribe, Europa, Japén y Austra-
lia. Casi todos los subtipos estan presentes
en el Africa sub-Sahariana. Los subtipos A y
D predominan en el centro y oeste de Africa,

mientras que el subtipo C prevalece en el sur
del Continente Africano *7-%°, En la actuali-
dad, los virus pertenecientes al subtipo C pre-
sentan una amplia distribucidon geografica,
siendo responsables de la mayoria de las in-
fecciones recientes a nivel mundial, incluyen-
do Asia, lo cual constituye un aspecto a con-
siderar en el desarrollo de vacunas?®. El subti-
po E fue identificado inicialmente en Tailandia
e igualmente se encuentra presente en la
Republica Central Africana®® 4. El subtipo F
predomina en América del Sur aunque fue
descrito inicialmente en Brasil y en Ruma-
nia*®. El subtipo G fue encontrado en Rusia y
Gabon, mientras que virus del subtipo H fue-
ron aislados en Zaire y Camerin#°49,

Variabilidad genética del VIH

La replicacion del VIH mediante el uso de
una transcriptasa reversa, carente de una ca-
pacidad de correccién de lectura perfecta,
permite la produccion de una elevada tasa
de errores a nivel genémico, lo cual resulta
en cambios de aproximadamente 10 bases
genodmicas por ciclo de replicacion. Diversas
mutaciones en el genoma viral, tales como:
sustituciones, inserciones y deleciones, igual-
mente se producen con una frecuencia dificil
de estimar®®. Esta alta tasa de error en la re-
plicacién, la elevada produccion de viriones
(10° particulas virales) por dia in vivo, la po-
blacion cada vez més creciente de individuos
afectados y la persistencia de la infeccion
permite la generacion de diversidad viral en
6 6rdenes de magnitud por encima de la ob-
servada en las familias de genes de mamife-
ros°. El gen env parece estar sujeto a la
mayor variacion genética, particularmente en
la regién V3 aunque en los otros genes igual-
mente pueden ocurrir alteraciones®?.

El VIH-1 presenta una variabilidad genética
continua en el organismo de un individuo in-
fectado, dando origen a mltiples variantes a
las cuales se les ha denominado “cuasi-espe-
cies virales”, cuya heterogeneidad es de
aproximadamente 2-5% en el gen enuv®t. Por
otra parte, estudios de secuencias y analisis
filogenéticos del gen env han demostrado un
amplio rango de divergencia (20-30%) entre
aislados de distintas regiones del planeta. Este
fendmeno es atribuido a la amplia distribu-
cioén geogréfica y a la diversidad genética in-
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tra e inter-subtipos del VIH-138 4752 Por esta
razon, el desarrollo de vacunas basado en una
proteccion inmunitaria del individuo depen-
diente de secuencias variables del VIH po-
dria requerir la adaptacién continua de vacu-
nas especificas, como es el caso de las vacu-
nas contra el virus de la influenza®s.

La variabilidad genética del VIH-1 se ha co-
rrelacionado igualmente con caracteristicas de
crecimiento de cepas virales in vitro. Los
viriones provenientes de pacientes con infec-
cién en etapa tardia podrian inducir la for-
macién de sincicios (Sl) cuando son cultiva-
dos en lineas de linfocitos T inmortalizados,
mientras que virus obtenidos de pacientes en
la etapa temprana de la infeccién no tienen
la capacidad de formar sincicios (NSI) ni de
replicarse en estas lineas celulares sino mas
bien en cultivos primarios de células CD4+
(linfocitos T y macrofagos) 8.
Adicionalmente, se ha evidenciado que la
recombinaciéon entre subtipos diferentes del
VIH-1 (A/E, A/C, B/F, etc.) ocurre frecuen-
temente in vivo, generando virus viables con
genomas mosaicos, fendmeno que contribu-
ye con la variabilidad genética de este agente
viral 18 5455 56 | 3 presencia de estos virus
recombinantes indica que la coinfeccién o la
superinfeccion con diferentes variantes vira-
les del VIH-1 se produce con frecuencia, su-
giriendo que la infeccién activa con una cepa
viral no necesariamente confiere una protec-
cion total contra la infeccion originada por
otra cepa 5" %8,

Consideraciones finales

La presencia de formas latentes del VIH es-
tables permiten explicar la naturaleza créni-
ca de la infeccion. El estudio de métodos te-
rapéuticos efectivos contra los reservorios de
estas formas latentes contribuira con la erra-
dicacion del virus.

La evaluacion de los niveles de viremia me-
diante el analisis de carga viral del ARN
gendémico y ADN proviral aporta una impor-
tante informacion sobre el curso de la infec-
cién producida por VIH. Se ha demostrado
que la determinacion del ARN viral constitu-
ye un buen marcador en el monitoreo de la
eficacia del tratamiento antiretroviral 8. Se
requiere de futuras investigaciones que per-

mitan dilucidar la relacion entre la carga de
ADN proviral y la respuesta al tratamiento.
El impacto de la diversidad genética del VIH-
1 en el desarrollo de drogas y vacunas contra
la infeccion producida por este agente viral
permanece incierto “6. Desde el punto de vis-
ta bioldgico, los principales obstaculos en el
desarrollo de una vacuna preventiva y/o una
terapia adecuada, comprenden: 1) la integra-
cion del ADN gendmico en sitios activos del
cromosoma celular, permitiendo una infec-
cion persistente que conduce finalmente a la
destruccion de las células afectadas y su pro-
genie; 2) la falta de un modelo experimental
animal pequefio y realmente accesible para
estudiar los mecanismos de citopatogénesis
viral; 3) la variabilidad genética del VIH que
ha permitido la emergencia de cepas virales
resistentes a drogas y 4) la predileccién del
VIH en infectar células del sistema inmunitario
y utilizar las mismas vias de activacion inmu-
nitaria para su propia replicacién.

La extensa variabilidad genética observada en
el VIH ha contribuido a limitar el conocimien-
to intimo de los mecanismos patogénicos de
progresion hacia el SIDA, lo cual ha influido
a su vez en el desarrollo de pruebas diagnos-
ticas, la falta de informacién sobre sus meca-
nismos de transmision y posibles estrategias
de prevencién, el desarrollo de tratamientos
y vacunas eficaces y finalmente, la aparicion
de cepas del virus resistentes a drogas anti-
virales.

Actualmente, la emergencia de variantes vi-
rales resistentes a multiples drogas (“multidrug
resistant”, MDR en inglés) es cada vez mayor
en pacientes tratados con dos o mas clases
de farmacos anti-retrovirales diferentes. Se
ha sugerido que la presencia de una presion
inmunoldgica selectiva por droga hace que el
virus resistente sea el mas competente (o0
“fit”en inglés) para replicarse y diseminarse
en el organismo del individuo infectado. Sin
embargo, a pesar de una disminucion inicial
y transitoria de “fitness” viral, las variantes
MDR pueden conservar una éptima capaci-
dad de replicacién debido a la acumulacién
de mutaciones compensatorias. No obstan-
te, alin no esta claro coémo este “fitness” re-
lativamente reducido pudiera eventualmente
afectar el estado clinico de pacientes infecta-
dos con variantes MDR del VIH-1. Diversos
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resultados obtenidos de experimentos reali-
zados in vitro han propuesto que el poten-
cial patogénico del VIH-1 se correlaciona con
su capacidad de replicacion %°. En la actuali-
dad, se estan desarrollando nuevas técnicas
para determinar el potencial de replicacién y
comparar el “fitness” viral con la heteroge-
neidad genética del VIH-1.
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RESUMEN

Entre los virus conocidos, uno de los cuales se le ha dedicado una extensiva atencion es a la epidemiologia molecular del virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH). Mas recientemente, el interés se ha expandido esencialmente al origen y evolucion de su
estructura genética, mecanismos patogénicos y respuesta inmune. Este articulo describe recientes trabajos para la comprension
del origen y evolucion del VIH.

ABSTRACT

Among viruses, extensive attention has been devoted to the molecular epidemiology of human immunodeficiency virus (HIV).
Recently, this interest has expanded essentially to the origin and evolution of viral genetic structure, pathogenic mechanism and
immune response. This article describes recent work about the origin and evolution of HIV.

INTRODUCCION

El Nostromo, una nave de cargo, se desplaza en medio de la inmensidad del espacio de regreso a la Tierra.
Pero intercepta una llamada SOS proveniente de un planeta de explotacion minera. Un grupo de los
miembros del Nostromo salen a explorar el area. Kane (Jhon Hurt) descubre un recinto donde se encuen-
tran varias estructuras organicas en forma de huevo. Kane se acerca a una de estas entidades y de la misma
se proyecta un organismo que se le aferra fuertemente al rostro perforando la mascara de proteccion,
ingresando inconsciente a la nave y con ese extrafio organismo adherido a la cara. Los primeros analisis de
laboratorio indican que el organismo establecié un nexo con el huésped manteniendo un intenso intercam-
bio de fluidos. Horas més tarde la criatura se separa y muere. Kane se levanta al poco rato aparentemente
sano y asintomatico. Sin embargo, en su seno resguardaba, sin saberlo, un organismo parasito en desarro-
llo. Lenta y inexorablemente la muerte del actor estaba decretada. Nacia asi Alien, el octavo pasajero,
(1979)* perforando la caja toraxica de Kane. Todos los miembros del Nostromo quedaran expuestos a la
mayor plaga jamas vista. Este film de Rindley Scottt parece en la actualidad una alegoria de la pandemia
VIH/SIDA, la cual afecta a més de 40 millones de personas en el mundo y solamente para finales del afio

* Autor al que debe dirigirse la correspondencia. Direccion de correo: Gerencia de Docencia e Investigacion. Instituto Nacional de
Higiene “Rafael Rangel”. Apdo 1040, Caracas-Venezuela, Teléfax: (02) 693 45 51. Correo electronico: capontet@hotmail.com
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2001. Més de 25 millones pertenecen al Afri-
ca. El 95% de las nuevas infecciones por el
VIH aparecen en aquellos habitantes de pai-
ses pobres sin posibilidades de limitar la ex-
tension de la enfermedad y la tasa de infec-
ciones es de unas 5 millones de personas al
afio.2® El continente suramericano contribu-
ye con 1.5 millones de infectados con unas
60 000 muertes para el final del 2002%. La
diferencia es que ahora “Alien” no es una
bestia que dobla la longitud promedio de un
ser humano sino que mide el irrisorio diame-
tro de unos 90 - 140 nandmetros. Entidades
microscOpicas de geometria icosahédricas
cubiertas de una delgada membrana consti-
tuida de lipidos. Estas estructuras pertenecen
a una gran familia de virus denominada:
Retroviridae (Los retrovirus).

La infeccion por retrovirus se traduce en el
huésped en: oncogénesis®®, inmunodeficien-
cia”® o neurodegenaracion ®, Si bien es cier-
to que el mecanismo preciso por el cual el
VIH causa el SIDA permanece sin ser total-
mente elucidado, el VIH induce una draméti-
ca disminucién de células T CD4* que conlle-
va a una severa alteracion del metabolismo
celular’* e inmunodeficiencial?*4, Durante
la infeccion activa una sustancial cantidad de
virus es presente en varios de los fluidos cor-
porales con una importante utilizacién por
parte del virus de diversos reservorios celula-
res (células T CD4* de memoria y “naive”) y
sistémicos (p. ej. El sistema nervioso cen-
tral)*#15, En el plasma el recambio de particu-
las virales es alto con la produccion de alre-
dedor de 10°particulas/dia; teniendo el virion
una vida media de aproximadamente 6 ho-
ras'®’. En el paciente VIH-1 positivo que se
encuentra bajo terapia HAART la cantidad
de viriones deviene practicamente
indetectable en sangre (< 50 copias de ARN
VIH/ml de sangre). Sin embargo, al detener
el tratamiento se dispara un aumento drama-
tico de la viremia. Este aumento parece ser
dependiente de compartimientos tisulares que
actuan como reservorios de variantes de
VIH2. Precisamente, VIH existe como una
poblacién de distintas variantes o “cuasies-
pecies”, pues la alta frecuencia de mutacion
del virus (3 x 10° mutaciones/nucleétido/ci-
clo de replicacién) acoplada a la alta tasa con-
tinua de produccién viral son la base sobre la
cual descansa gran parte del reservorio de

variantes dentro de un mismo hospedante y
el blanco fértil para la accion de la presion de
seleccion2021,

ORIGEN DEL VIRUS DE
INMUNODEFICIENCIA HUMANA

El descubrimiento de la variacién genética y
antagoénica del VIH ha presentado una gran
preocupacién en relacion con las estrategias
necesarias para el desarrollo de terapias ba-
sadas en drogas antiretrovirales y el disefio
de vacunas eficaces. Pero como dijera Theo-
dosius Dobzhansky: “Nada tiene sentido en
biologia excepto bajo el prisma de la evolu-
ciéon” 22, Por ende, la naturaleza e historia
del VIH como entidad biolégica s6lo puede
tener sentido si utilizamos el conocimiento
gue nos proporciona el prisma de la evolu-
cion. Desde la introduccion del VIH en el
hombre a partir del chimpancé alrededor de
1930 en Africa central occidental®®, el virus
ha evolucionado en base a variacion genéti-
ca por mutacion?®24, recombinacién?®, inser-
cion y delecion?®,

El grupo principal (M) HIV-1 domina la po-
tencia epidémica global de la infeccion viral
siendo filogenéticamente un Unico cluster en
arreglo complejo con otros diferentes virus
de inmunodeficiencia de simio (SIVcpz) y hu-
mano (grupo Ny O). El grupo M es subdividi-
do al menos en 12 distintos linajes o subtipos
(A-D, F-H y J) y formas recombinantes (AE,
AG, AG1)*. El grupo O (de “outlier”) que se
encuentra esencialmente distribuido al oeste
del Africa central?. Anlisis filogenético del
tipo HIV-2 conlleva a una subclasificacion
adicional en los subtipos A — F. Asi, en la
comunidad cientifica existe un cierto consen-
SO respecto a que estas mayores subdivisiones
podrian ser el producto de distintas introduc-
ciones humanas separadas?®’. Es generalmen-
te aceptado que al menos tres transmisiones
separadas de chimpancés a humanos ha ocu-
rrido, una por cada grupo de VIH conocido.
En tanto, los primates han actuado como re-
servorio; existiendo no menos de 18 tipos
distintos de SIV sin efecto clinico sobre su
hospedero (Cercopithecus, Chlorocebus,
Cercocebus, Miopithecus, Colobus, Man-
drillus, Pan, Erythrocebusy Papio). Analisis
gendmico demuestra que las especies de SIV
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relacionadas con HIV-1 y HIV-2 son SIVcpz
y SIVsm, respectivamente. SIVcpz se encuen-
tra en chimpancé (Pan troglodytes
troglodytes) mientras que SIVsm esta en
monos mangabeys tiznados (Cercocebus atys)
27, Dada la informacion evolutiva contenida
en el acervo macromolecular de cada tipo de
VIH y el estatus geogréafico ocupado por cada
unos de ellos se han establecidos relaciones
filogenéticas relevantes. Asi, el VIH-2 es es-
trechamente similar al virus SIVsm y el rango
de distribucion de monos mangabeys tizna-
dos en Africa es aceptado como el area de
origen del VIH-2. Estas areas (Senegal, Gui-
nea-Bissau, Guinea y Costa de Marfil)?® son
los epicentros de dispersion del VIH-2. Por
su parte, VIH-1esta mas estrechamente rela-
cionado a nivel filogenético a SIVcpz de Pt.
troglodytes y mantiene coincidencia geogra-
fica (Gabon, Guinea Ecuatorial, Camerun y
la Republica del Congo) para todos los gru-
pos de VIH-1con las areas de caza y amaes-
tramiento de chimpancés. Esto sugiere una
posible ruta de transmision zoonética de VIH-
12728 Asi mismo en diversos mercados del
Africa Centro Occidental exhiben para su
venta y consumo carne y 6rganos de prima-
tes lo que potencia la posible transmisién al
hombre. Se estima que tal barrera inter es-
pecie fue cruzada hacia el afio 1930. El po-
tencial de recombinacion entre VIH circulan-
tes y posibles variantes SIV juega adn un rol
de importancia en la aparicién de virus con
nuevas potencialidades biolégicas. Para 1999,
un alto nimero de recombinantes HIV-1 M
fue reportado en la zona de Congo-
Kinshasa?®: %.

En la actualidad, se desestima en mucho la
hipétesis que implicaba que la administracion
de la vacuna de polio oral en el Congo Belga
durante los afios 50 y '60 era responsable
de la introduccién del VIH en humanos®!.
Segun Hooper, la cepa viral de la vacuna
antipoliomelitica (CHAT) ha sido producida
en células de chimpancés lo que hacia proba-
ble la transmisién del VIH al hombre. Sin
embargo, S. Plotkin (2000) report6 que las
vacunas americanas y europeas utilizadas
hasta 1960 eran producidas sobre células de
macacos provenientes de la India e
Indonesia®?. Ademds, varios testimonios,
documentaciones de la época, analisis epide-
mioldgico y datos moleculares parecen de-

mostrar que la contaminacion por el VIH de
las vacunas fabricadas es muy improbable.

EL PrismA DE LA EvoLUCION Y VIRUS
ARN

Los virus ARN son los parasitos mas comu-
nes que infectan humanos, animales y plan-
tas®3. La emergencia y reemergencia de nue-
vos patégenos pertenecientes a las familias
ARN (Arenaviridae, Bunyaviridae, Filoviri-
dae, Flaviviridae, Myxoviridae, Picornavi-
ridae v Retroviridae) es producto de una in-
crementada adaptacion de estos antagonis-
tas a nuevos huéspedes en periodos de tiem-
po variables. Dicha adaptabilidad es favore-
cida por la enorme plasticidad genética exis-
tente en estas poblaciones en cuestion y la
materializacion de una alteracién ambiental
(tipo de huésped, presion inmunolégica so-
bre el parasito, tipo de tejido o célula, pre-
sencia de drogas, antibioticos, entre otras al-
teraciones). Si dicha adaptabilidad la traduci-
mos en términos de virulencia podemos ob-
servar que la velocidad de la misma incremen-
ta rapidamente en los virus del tipo ARN,
mientras que es menor en los virus del tipo
ADN vy en bacterias, y mucho mas lenta en
los eucariotes. Estos agentes frecuentemente
tienen fenotipos que aumenta su superviven-
cia en nuevos habitats (factores de virulencia,
habilidad de enlazar e invadir las células del
huésped, y resistencia a las defensas quimi-
cas y celulares del huésped)**. Esto sugiere
que el tiempo de generaciéon y la velocidad
de mutacion determina la velocidad de cam-
bio del parasito®®. Los retrovirus, tal como el
VIH, el cual replica continuamente y a una
alta tasa, desarrolla un alto grado de diversi-
dad de secuencia en cada uno de los huéspe-
des infectados®®.

Los mecanismos subyacentes bajo los cuales
los virus escapan a las presiones que le son
impuestas son multiples. Asi, tenemos la fre-
cuente generacién de mutaciones, la conti-
nua competicion entre variantes genémicas
y la seleccion de aquellas variantes mejor
adaptadas®’. Diversos andlisis®®294° del patron
de sustitucién nucleotidica en el gen env viral
han mostrado evolucion en funcién de una
seleccion positiva en el modelo VIH respecto
a agentes de seleccion no totalmente defini-
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do (respuesta inmune, utilizaciéon de corre-
ceptor, entre otros). En este mismo modelo,
el gen pol (fraccién proteasa/polimerasa)
conlleva seleccién positiva en presencia de
agentes antiretrovirales**. Todo esto en fun-
cién de una maximizacién de la adaptabili-
dad del parasito dentro de un balance costo/
beneficio de su asociacién con un huesped
dado. En este punto es importante recordar
que en términos evolutivos la unidad de se-
leccion es el virus completo y no un gen o
porcién informativa del mismo.

La plasticidad genética existente en las po-
blaciones de virus ARN surge en cada gene-
racibn por mutaciones nuevas, por
recombinaciéon homologa y no-homologa, y
por rearreglo genético®. Asi, para los virus
VIH-1 subtipo C se han reportado de tres a
cuatro secuencias “enhancer” NFkB, a dife-
rencia de los otros subtipos virales que po-
seen dos de estas secuencias*?. Las poblacio-
nes virales ARN (replicones) almacenan gran
numero de alteraciones genéticas, sin que las
mismas sean particularmente adaptativas a
un momento dado*®. Con tasas de mutacion
por sitio nucleotidico de 102 - 10 para un
genoma de 10 kb durante replicaciéon y
retrotranscripcion se garantiza un promedio
de 0.1 - 10 mutaciones*. Por tanto, una
poblacién determinada de replicones puede
presentar variantes denominadas cuasi-espe-
cies, esto es distribuciones dinamicas y com-
plejas de poblaciones de replicones relacio-
nadas pero no idénticas 3" 4> 45, Como ya
sabemos la mayoria de la diversidad genética
existente en las poblaciones de VIH surgen
como consecuencia de mutaciones,
recombinaciéon y frecuentes inserciones y
deleciones?®®. VIH es considerado que existe
como una poblacién de distintas variantes o
“cuasiespecies” 6. La diversidad genética en
el seno de estas poblaciones de cuasi-espe-
cies constituye claramente un prerrequisito
para el cambio evolutivo. Asi, si todos los
replicones fueran idénticos para una pobla-
cién dada, no podréa darse evolucion hasta la
aparicion de un nuevo replicon por mutacion.
Por ejemplo, en el virus de la fiebre amarilla,
la existencia de una atenuacion de la virulen-
cia parece corresponder a una alteracion de
la estructura secundaria de la regién 3’ no
traducible*’. Ahora bien, en el proceso de evo-
lucidn, la presién de seleccion ejercida por el

huesped impone condicionantes sobre la pro-
pia evolucion del parasito, pero en tal proce-
so de coevolucion cada uno de los protago-
nistas (huésped-parasito) esta obligado a ajus-
tar sus capacidades adaptativas para no que-
dar eliminado®®, el modelo de La Reina Roja.
Asi, las velocidades bajas de evolucion obser-
vadas en arbovirus podrian ser debidas a res-
tricciones impuestas por la alternancia de
hospedantes durante el ciclo vital de virus*°.
Dicha alternancia también podria ser obser-
vada para aquellos virus con tropismo celular
diferencial. Por ejemplo, mutaciones especi-
ficas han sido detectada en el virus de la
linfocoriomeningitis murina asociadas con su
tropismo por neuronas o0 por células
linfocitarias®. Sin duda, en ambos casos arri-
ba citados claramente se observa una
coadptacion genética provocada por un au-
mento de “fitness” en la relacion huésped-
parésito. Si intentamos integrar los concep-
tos de coevolucion y el de “cuasiespecies”,
basados en el modelo de La Reina Roja, para
evaluar el devenir de una infeccién podria-
mos predecir fluctuaciones importantes en
ambas poblaciones (huésped-parasito). Asi,
sabemos que la tasa critica de error (fideli-
dad) aceptada para la polimerasa RNA viral
dependera tanto de la complejidad de la in-
formacion ha ser mantenida como de la es-
tabilidad superior de la secuencia “master”
sobre el resto de replicones competitivos®?.
Pero también dicha fluctuacién intrinseca de
la poblacién viral es fuertemente dependien-
te de los factores de resistencia del huésped.
Recientemente, Crotty et al. (2001)%?, utili-
zando ribavirina, inducen “error catastrophe”
en virus ARN. Ribavirina actia como un po-
tente mutageno para virus ARN. En el caso
de poliovirus, el tratamiento con 400mM de
ribavirina aumenta a mas de 4X el promedio
de mutaciones / genoma®?®3, Estos datos
experimentales demuestran que existe una
tasa de mutacion limite por debajo de la cual
se garantiza la viabilidad de la poblacion vi-
ral. Es decir, en poblaciones virales ARN se
observa una importante correlacion entre
exposicion a la ribavirina y la disminucion de
la infectividad. Asi, parece existir un limite
intrinseco de variacién genética para un sis-
tema dado.

Todo disefio matematico de prediccion sobre
la estabilidad coevolutiva huésped-parasito
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debe parametrizarse en funcién de la virulen-
cia, la transmisibilidad, la heterogeneidad
intrinseca de la poblacion viral y la resisten-
cia del huésped (status inmune, terreno ge-
nético, entre otros). Sin embargo, parece ser
que la estabilidad de tales poblaciones des-
cansa de manera directa en el potencial que
estas mismas poblaciones tienen para reali-
zar cambios evolutivos a corto plazo bajo pre-
siones selectivas fluctuantes. Ciertos mode-
los propuestos 545556 predicen tanto equili-
brios estables como inestables (tendientes a
extincion) para una relacién huésped-parasi-
to dada. Andlisis sobre el patron de sustitu-
cion nucleotidica en el gen viral env han de-
tectado evolucion bajo presién selectiva po-
sitiva®”585°, Recientes anélisis utilizando el
modelo VIS revela la existencia de acumula-
cién de substituciones aminoacidicas en va-
rias regiones epitdpicas blanco HCM clase I-
restringidas y que originalmente fueron reco-
nocidas por actividades CTL®°. Una impor-
tante proporcion de estos epitopes variantes
poseen una inmunogenicidad disminuida.
Existe una fuerte seleccion por aquellos virus
que pueden evadir la respuesta inmune y, asi
tenemos que virus de escape anticuerpo tien-
den a poseer un incremento en el “fitness”
replicativo en el sistema modelo macaco-SIV
(Virus de inmunodeficiencia simio)®¢. Asi tam-
bién, la introduccion de myxoma virus como
agente de control bioldgico de conejos resul-
t6 en una rapida evolucién hacia la disminu-
cion de la virulencia en pocos afios®®.

Por tanto, intentar una aproximacién de los
mecanismos sobre los cuales descansa el de-
venir evolutivo del virus de la
inmunodeficiencia humana conlleva a consi-
derar los elementos ya destacados en el apar-
tado anterior para los virus RNA. Una pers-
pectiva “ecolégica” podria ser de ayuda para
estudiar la naturaleza dindmica de las diver-
sas presiones selectivas (p.ej. la respuesta in-
munologica del huésped y la accién de
antiretrovirales) ejercidas sobre el virus durante
el curso progresivo de la enfermedad en un
paciente dado3®*. Por tanto, es muy probable
que condiciones ambientales especificas (con-
siderando que para un parasito obligatorio el
medio ambiente es representado por su hués-
ped especifico) sean necesarias para la gene-
racion de diferencias en adaptabilidad
(“fitness™) entre variantes virales.
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RESUMEN

Durante la infeccion con VIH hay la aparicion de muchos indicadores bioldgicos de infeccion, replicacion o ambas.

Las técnicas mas comdnmente usadas para el diagnostico y monitoreo de la infeccion son: los ensayos seroldgicos
(Inmunoenzimaticos, confirmatorios), deteccion de proteina viral ( Ag p24 ), cultivo de virus y pruebas moleculares (PCR,
Carga viral, determinacion de CD4, CD8 y relacion de CD4/CD8).

Entre los ensayos seroldgicos, los inmunoenzimaticos son los més utilizados para la determinacion de anticuerpos, ellos emplean
una variedad de antigenos o proteinas virales estructurales en una serie de formatos que incluyen ensayos indirectos, competiti-
v0s, en sandwich y de captura. Los ensayos confirmatorios son altamente especificos y se utilizan para confirmar todos los ensayos
inmunoenzimaticos Reactivos.

La deteccion de proteina viral circulante, cultivo de virus y pruebas moleculares se utilizan para el diagnéstico en nifios hijos de
madre seropositivas, en adultos en periodo de ventana inmunoldgica, para medir replicacion viral, progresion de la enferme-
dad, evaluacion de la terapia antirretroviral entre otras.

La determinacion cuantitativa de la viremia pone de manifiesto que el aumento del ndmero de virus en sangre periférica se
relaciona con un mayor riesgo de progresion clinica de la infeccion por VIH, las técnicas méas usadas son las de amplificacion de
acidos nucleicos y amplificacion de sefial.

La determinacion de células en pacientes infectados con VIH se conoce con el nombre de inmunofenotipo, la razon primaria
para el inmunofenotipaje de pacientes con infeccion por VIH es el contaje de linfocitos TCD4, TCD8 relacion TCD4/TCD8.

Las caracteristicas de la infeccion por VIH hacen de esta enfermedad una excelente candidata para la aplicacion de marcadores
clinicos en el manejo de pacientes, en la practica médica y en la toma de desiciones

ABSTRACT
During the HIV infection appears many biological infections, replication or even bothof them.

The commonest applied techniques for diagnosis and study of this infection are: serologic assay (inmunoenzimatics, confirmatories),
virus culture and molecular tests (PCR, Viral load, CD4 determination, CD8 and relation CD4/CD8).
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In all serological assays the inmunoenzymatic are the
must used to determinate antibodies, using a variety
of antigens or structural virus proteins in a series of
formats including indirect assay, competitive, captu-
re and sandwich assay. The confirmation assays are
highly specifics and are used to confirm all the
inmunoenzyme Reactive assays.

The detection of circulate virus protein, virus culture
and molecular tests are used for the diagnosis with
children who have seropositive mothers, in adults
through the immunological window, period to
measure the virus replication, the progress of diseases
and to evaluate the antiretroviral therapy.

The quantitative determination of viremia shows that
the increasing of viruses periphery blood is related with
a number in major risk of HIV clinical infection
progress, the most used techniques are amplification
of nucleic acids and signed amplification.

The cell determination for HIV infected patients is
known as inmunophenotype; the first reason for using
this technique is to count the lymphocytes
TCD4,TCD8 and relation TCD4/TCDS.

The HIV infection characteristics make this to be and
excellent candidate for the application of clinical
markers in patients treatment and in the medical
practice and the decision choice.

INTRODUCCION

Durante la infeccion del VIH hay la aparicion
de muchos indicadores bioldgicos de infec-
cién viral, replicacién o ambos en los dife-
rentes estadios clinicos; tales indicadores in-
cluyen: viremia, anticuerpos contra las pro-
tefnas virales, proteinas virales circulantes y
marcadores no especificos de infeccién tales
como neopterina, 2 microgobulina y cam-
bios en el nimero absoluto de la relacion de
células CD4 / CD8*2.

Los marcadores més cominmente usados
son: los ensayos seroldgicos, la deteccion de
proteinas virales, cultivo de virus y pruebas
moleculares que se usan para diagndstico de
la infeccion, monitoreo de la progresion de
la enfermedad, evaluacién de la eficacia de
las drogas antiretrovirales y el diagnéstico de
la infeccién en recién nacidos hijos de ma-
dres seropositivas. *

Los ensayos inmunoenzimaticos (EIA) para
determinacion de anticuerpos contra el VIH
son a menudo los mas utilizado para el diag-

noéstico de la infeccion. Hoy dia existen ensa-
yos que permiten simultaneamente detectar
anticuerpos a proteinas virales tanto del VIH1
como del VIH2 en un solo ensayo, permi-
tiendo asi cambios en los algoritmos y simpli-
ficacion de los ensayos.t

DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA
EL VIH

Ensayos de diagndstico iniciales
Ensayos inmunoenzimaticos (EIA)

Estos emplean una variedad de antigenos o
proteinas virales estructurales tanto del VIH1
como del VIH2, los antigenos incluyen: lisado
viral completo, proteinas recombinantes y
péptidos sintéticos, algunos ensayos emplean
una combinacién de tipos de antigenos para
alcanzar la sensibilidad deseada y son usados
en una variedad de formatos, incluyendo en-
sayos indirectos, competitivos, en sandwichs
y anticuerpos de captura, todos estas modali-
dades y antigenos han sido usados para me-
jorar la sensibilidad y especificidad de los mis-
mos.

Los EIA indirectos son los mas usados para
la deteccién de anticuerpos. El lisado viral
completo, la (las) proteina(s) recombinante(s)
0 el(los) péptido(s) sintético(s) se une a un so-
porte sdlido y el suero del paciente es incu-
bado con el antigeno ya fijado. La deteccion
del complejo antigeno-anticuerpo se revela
con un conjugado anti-lgG humana marcado
con una enzima: tal como la fosfatasa o la
peroxidasa, luego en presencia del sustrato
hay un cambio de color que es proporcional
a la cantidad de anticuerpos presente en el
suero o plasma.

Los EIA competitivos usan los mismos anti-
genos que el método indirecto, los cuales se
unen a una fase sélida. El suero o plasma del
paciente se aflade al pozo simultdneamente
con un anticuerpo especifico anti VIH estan-
dar marcado con una enzima. Estos ensayos
son seguros y precisos, en contraste con los
meétodos indirectos. La intensidad de la reac-
cién del color estd inversamente relacionada
con la cantidad de anticuerpos presente en la
muestra.
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Los EIA en “sandwich” de tercera genera-
cion usa antigenos recombinantes en fase
sélida, los anticuerpos especificos se unen al
antigeno, la unién antigeno — anticuerpo se
detecta afiadiendo un antigeno conjugado a
una enzima que al reaccionar con el sustrato
produce una reaccién de color, el cual es di-
rectamente proporcional a la concentracion
de anticuerpos presentes en la muestra. Es-
tos ensayos proveen mayor sensibilidad para
la deteccion temprana de la infeccion debido
a la habilidad para detectar anticuerpos IgM,
y son menos costoso.

Los EIA en captura (GACELISA) es un test
versatil altamente sensible por su capacidad
de detectar bajas concentraciones de anticuer-
pos, es el método preferido para muestras
de orina o fluido oral.

La sensibilidad y especificidad de los EIA es-
tan entre 98.1% y 100% cuando son com-
parados con los ensayos confirmatorios
(Western-blot).

Aungue los EIA son altamente sensibles, pue-
den ocurrir resultados falsos negativos y fal-
sos reactivos:

Falsos Negativos:

e Etapa de seroconversion, esta puede ir
desde dos semanas después de la infec-
cién hasta 2 a 3 meses, en algunos ca-
sos inusuales hasta después de los 5
meses 0 mas tarde en individuos inmu-
nocomprometidos.

e Lamayoria de los EIA detectan con mas
sensibilidad las inmunoglobulinas de tipo
IgG y pueden producir falsos negativos
después del comienzo de la respuesta
inmunoldgica en el periodo de produc-
cién de anticuerpos de tipo IgM.

e En personas infectadas con cepas alta-
mente divergentes a la cepa VIH1 clasi-
ficadas como subtipo O, sin embargo hoy
en dia la mayoria de los Kit detectan este
subtipo.

Falsos Reactivos:
Pueden ocurrir y causar considerable ansie-

dad si estos resultados se reportan al pacien-
te independientemente del test confirmato-

rio. En general, la probabilidad de que un re-
sultado EIA sea falso positivo esta
inversamente relacionada con la intensidad
de la reaccién. En poblaciones con baja pre-
valencia, el 86.7% de los sueros fuertemente
reactivo reportaron el Western-blot o el culti-
vo de virus positivo. Por otra parte, los sue-
ros moderadamente reactivo por los EIA fue-
ron positivos por el Western-blot o por culti-
vo de virus sélo en el 1.9% de las veces. La
mayoria de los falsos reactivos se deben:

e  Errores técnicos asociados con la reali-
zacion del test: p.ej. fallas en la coloca-
cion de las muestras en la placa, conta-
minaciéon de los pozos con muestras
positivas, entre otras

e Mal funcionamiento de los lavadores de
tipo automatico.

e Sueros tratados por calor, lipémicos y
sueros hemolizados.

e Se hareportado falsos reactivos en 19%
de pacientes hemofilicos, 13% de los pa-
cientes alcohdlicos con hepatitis, 4% de
pacientes hemodializados y 24% de los
pacientes con un test VDRL reactivo.

e En pacientes con multiples transfusiones
sanguineas.

Otros tipos de test de screening son los mé-
todos rapidos:

1. Ensayo de Aglutinacién

Estos no tiene licencia por el FDA pero son
ampliamente usados en Asia, Australia, Amé-
rica Latina y Africa. La complejidad de estos
ensayos es comparable a los EIA excepto que
no requieren aparatos de lectura, se usan para
estudios de seroprevalencia en laboratorios
alejados o aislados de los centros de referen-
cia y que controlan un bajo volumen de po-
blacién. El costo es comparable a los EIA 'y
son menos sensibles y especificos.

2. Test de Aglutinacién en particulas de
Latex:

No es de amplia aceptacion debido a su cos-
to, dificultad para la lectura, y su menor sen-
sibilidad y especificidad comparado con los
EIA.
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Por razones ya mencionadas y a las conside-
rables implicaciones psicologicas y sociales
de un falso reactivo, es inapropiado tomar
decisiones médicas solamente con resultados
de las pruebas EIA. A todas las muestras con
resultados EIA reactivas se les deben realizar
los test confirmatorios respectivos.

Ensayo Confirmatorio o
Suplementario

Son altamente especificos y se usan para
confirmar todos los ensayos iniciales que den
resultados reactivos.

1. Western-blot (WB):

Es el método confirmatorio mas ampliamen-
te usado y consiste en tiras de nitrocelulosa
con las proteinas de virus separadas segin su
peso molecular. El virus concentrado y par-
cialmente purificado es degradado y someti-
do a electroforesis en gel de poliacrilamida y
seguidamente electrotransferido a papel de
nitrocelulosa. La reaccién para detectar la pre-
sencia de anticuerpo es similar a otros méto-
dos inmunoenzimaticos. La lectura de las tiras
de WB se basa en la observacion de las ban-
das caracteristicas. Estas bandas son: protei-
nas de envoltura (env): gp160, gp120, gp41;
proteinas de la polimerasa (pol): p66, p51,
p31 y proteinas de core (gag): p55, p24,
pl7 2,

La mayoria de los reportes indican que los
anticuerpos para las proteinas de la region
(gag) son las primeras que aparecen después
de la seroconversion, éstas pueden disminuir,
persistir o llegar a ser indetectables con el
comienzo de los sintomas. Los anticuerpos a
la glicoproteina de transmembrana (gp 41)
puede ser detectada en todas las personas
infectadas independiente del estadio clinico.

El criterio de interpretacién tiene énfasis so-
bre la presencia de patrones positivos de an-
ticuerpos contra la region de glicoproteinas
de la regién (env) y la proteina p24 de la re-

gién (gag).

La seleccion del criterio de interpretacion es
complicada por la especial necesidad de prue-
bas en diferentes situaciones y la necesidad

de aplicar un criterio de interpretacién sim-
ple en cada caso. Cuando la poblacién de
estudio es de alto riesgo (usuarios de drogas
intravenosas u homosexuales) es importante
que el criterio de positividad sea amplio en la
etapa temprana de la infeccién, cuando so6lo
pocas bandas estén presentes; si la prevalen-
cia de la infeccidn es alta, el valor predictivo
de patrones de pocas bandas es alto . En una
poblacién con baja prevalencia (donadores de
sangre) es considerable utilizar un criterio mas
exigente ya que en esta poblacién un patrén
de pocas bandas en WB tiene un mas bajo
valor predictivo.?

La seleccidn del criterio de interpretacion es
mas complicado en poblaciones donde estan
presente el VIH1 y VIH2.

En la siguiente tabla podemos observar algu-
nos criterios establecidos por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), el Control Disease
Center (CDC) y la Federal Drug
Administration (FDA):

Organizacion | Criterio + VIH1 Criterio + VIH2
CDC Dos bandas cualquiera de:
p24,9p41,9p120,9p160
FDA P24, p31ygp4l o
gp120-160
OMS Dos bandas de env con Dos de env con 0
0 sin bandas de gag o pol | sin gag o pol

Cuando no se presente estos patrones debe-
ra considerarse el WB indeterminado, estos
ocurren frecuentemente en personas que no
estan infectadas con VIH, patrones de ban-
das del gag p24 y p17 son las mas comunes,
aparecen en 10% a 15% de personas que no
estan infectadas.

Personas con patrones de WB indetermina-
dos que permanecen estables por meses o
afios probablemente no estan infectados, se
sugiere que personas sin factores de riesgos
para la infeccion pero con persistentes y es-
tables patrones de WB indeterminados, de-
ben ser monitoreadas a los 6 meses, si no
desarrollan bandas adicionales estos pudiera
corresponder a que no estan infectados y se
pueden recurrir a las pruebas moleculares
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donde se hace la deteccién directa del geno-
ma viral.®

EL WB presenta algunas desventajas como:
ser una prueba relativamente lenta, cuidado-
sa de realizar y subjetiva en la lectura de re-
sultados.

2. Ensayos de Inmunofluorescencia Indi-
recta (IFI):

Los ensayos de IFI, ofrecen un método alter-
nativo que ha demostrado ser tan sensible y
especifico como el WB. Se basa en el uso de
células infectadas que son fijadas a un
portaobjetos, utilizando como control células
no infectadas del mismo origen. El suero pro-
blema es incubado para reaccionar con los
antigenos presentes en las células infectadas
y su presencia se demuestra por medio de un
antisuero anti IgG humano marcado con un
fluorocromo. La lectura de resultado se reali-
za con un microscopio de fluorescencia. La
IFI es una técnica rapida, econémicay fiable,
su mayor limitacion esté en la subjetividad de
interpretacion de la lectura de la lamina.

3. La Radioinmunoprecipitacion (RIPA):

Es una técnica de confirmacién compleja, ya
que para llevarla a cabo es necesario utilizar
cultivos celulares, replicar el virus, marcar con
is6topos, inmunoprecipitar, correr
electroforéticamente en gel de poliacrilamida
y finalmente, mediante autoradiografia detec-
tar las bandas. El patrén es similar al WB pero,
en este caso, las glicoproteinas de alto peso
molecular son detectadas, en su estado solu-
ble, con una mayor sensibilidad.

Esta técnica es demasiado laboriosa y costo-
sa, se usa para investigacion. Puede usarse
en caso de WB indeterminado ya que es mas
sensible para detectar anticuerpos contra la
glicoproteina de env.

Muestras utilizadas para las
pruebas seroldgicas

e Suero o plasma: las muestras pueden ser
enviadas desde el interior del pais a una
temperatura de 4°C en un periodo de
48 horas, 0 a—20°C si se requiere de un

mayor tiempo de transporte. Es el tipo
de muestra mas ampliamente utilizada
en los distintos laboratorios.

e Sangre fresca sobre papel de filtro: se
ha usado para screening de recién naci-
dos. Se usa en caso donde la recolec-
cion y el almacenaje del suero o plasma
se dificulta o es imposible. Las muestras
pueden ser guardadas al menos 45 dias
a temperatura ambiente, alin en areas
tropicales, sin perder la sensibilidad. Para
almacenajes a largo plazo, las muestras
deben ser guardadas en un recipiente con
un desecador a —20°C. La desventaja es
que las muestras deben ser tomadas en
forma fresca, segura y uniforme, el cir-
culo del papel debe estar saturado con
la muestra.

e  Fluido Oral: Ha sido propuesto como una
alternativa no invasiva para medir anti-
cuerpos a una gran variedad de agentes
virales, sin embargo tiene muchas des-
ventajas: (a) no hay ningln test de este
tipo aprobado de manera internacional
(p.ej. FDA), (b) algunos fluidos orales no
contienen suficientes concentraciones de
IgG para la sensibilidad del test y (c) Fi-
nalmente, el uso del fluido oral puede
ser de alto riesgo para la exposicion de
ciertos agentes infecciosos tales como el
Mycobacterium.

e Orina: Semejante al fluido oral ha sido
propuesto como una alternativa no in-
vasiva y las desventajas son las mismas
que la enunciadas para el fluido oral.

Otras técnicas serol6gicas han sido desarro-
lladas con el propésito de resolver problemas
diagnosticos como los que se producen con
nifios menores de 15 meses nacidos de ma-
dres seropositivas. En estos casos, debido a
la presencia de anticuerpos maternos en la
sangre de los nifios, son practicamente indti-
les las técnicas habituales de deteccidn de
anticuerpos. Estos métodos nos permiten
detectar la produccion in vitro de anticuer-
pos a partir de los linfocitos de sangre perifé-
rica de los nifios infectados (IVAP, ELISPOT)
donde los linfocitos del nifio son separados
de la sangre completa, lavados y en un me-
dio de crecimiento son estimulados para pro-
ducir anticuerpos con cualquier mitégeno, los
linfocitos B sensibilizadas al VIH produciran
anticuerpos que se liberaran en el
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sobrenadante del cultivo y que podran ser
detectados usando los métodos estandar. Sin
embargo, estas pruebas pueden producir una
proporcién importante de resultados falsos
positivos y falsos negativos.

1. Falsos Positivos:

Se han reportado en infantes no infectados
durante los primeros 2 meses de vida debido
a anticuerpos anti HIV maternos adheridos a
las células B del infante en el cultivo.

2. Falsos Negativos:

Se han reportado en nifios y adultos infecta-
dos — HIV con inmunodeficiencia avanzada
quienes no pueden producir anticuerpos o en
aquellas con infeccion latente que no tienen
una replicacion viral activa. La replicacion
activa de virus es el estimulo para la replica-
cion de las células productoras de anticuer-
pos. La supresion de la replicacion viral por
mecanismos inmunes o por terapia antiviral
puede suprimir la produccién de anticuerpos
por debajo de los niveles de deteccion.

Deteccidon de proteinas virales
(antigenos virales)

Deteccién del antigeno p24

El primer uso para la deteccién de antigenos
virales del VIH fue para monitorear el creci-
miento del virus en los cultivos celulares. Se
realiza mediante una técnica inmuno-
enzimatica y determina un antigeno del core:
la proteina p24 en suero, plasma vy liquido
cefaloraquideo. 23

Se utilizan dos sistemas ELISA de captura, el
clasico sandwichs o el competitivo. Estas prue-
bas ayudan a medir el grado de replicacion
virica en los fluidos corporales.

El limite de la prueba es que detecta antigeno
p24 libre en suero y plasma. Desafortunada-
mente, la mayoria del antigeno p24 presen-
te después de la seroconversion existe como
un complejo antigeno-anticuerpo y no es de-
tectado con los Kits comerciales. Sin embar-
go, recientemente, se ha introducido una
modificacion del ensayo en donde se utiliza

un reactivo acido que disocia estos comple-
jos mejorando la sensibilidad de los mismos.*

Hoy dia estos ensayos se utilizan para: (a)
determinar la evolucién de la infeccion, (b)
diagndstico en nifios y en adultos en periodo
de ventana inmunoldgica, (c) como factor de
prondstico de enfermedad y (d) para medir
replicacion viral en cultivo.

Aislamiento del Virus

El aislamiento del VIH se puede realizar a
partir de células procedentes de individuos
infectados o a partir de fluidos acelulares, asi
como del plasma. Estas células o fluidos son
puestas en contacto con células susceptibles
que facilitan la replicacion virica y por tanto
su aislamiento. Existen diversas lineas celula-
res sensibles a la replicacion viral, pero son
los linfocitos de sangre periférica de indivi-
duos seronegativos estimulados con mitége-
nos, los que muestran una mayor sensibili-
dad para el aislamiento del virus.*

Habitualmente, el aislamiento del virus se rea-
liza a partir de linfocitos periféricos obteni-
dos de sangre total de la persona infectada,
utilizando para su separacion gradientes de
Ficoll-Hypaque y posterior centrifugacion.
Cuando el cocultivo se realiza con linfocitos
normales de sangre periférica, el donante
deberéa carecer de anticuerpos frente al VIH
y al virus de la hepatitis B.

La demostracién de la presencia de virus en
cultivo, se puede establecer por diversos mé-
todos:

a. Observacion directa mediante el micros-
copio Optico para detectar el efecto
citopético, que consiste en células multi-
nucleadas gigantes y muerte celular.

b. Deteccion de antigenos en las células
mediante la técnica IFA.

c. Deteccién de antigenos p24 en el
sobrenadante de los cultivos mediante la
técnica de ELISA.

d. Determinacion de la actividad de la enzi-
ma transcriptasa reversa.

e. Deteccién de ADN proviral o ARN viral
mediante las técnicas de hibridizacién o
PCR.
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f.  Deteccion de las particulas virales me-
diante tensién negativa y visualizacion
por microscopia electrénica.

Aungque el aislamiento del virus es pobre para
ser usado como diagndéstico por su relativa
insensibilidad, alto costo y requiere de un
enorme tiempo para su realizacion, los culti-
VOSs sirven como estandar para otros test diag-
nostico que han sido establecidos. Ademas,
sirven para identificar nuevas variantes vira-
les, en el diagndstico en nifios y en adultos
en periodo de ventana.

DeTeccioN DIRECTA DEL VIH
UTILIZANDO TECNICAS DE AMPLIFICACION
DE ACIDOS NUCLEUICOS

Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR)

Aunque las particulas virales infecciosas del
VIH encapsidan dos cadenas simples de ARN
como informacion genética, en su ciclo de
vida incluye una conversién a doble cadena
de ADN denominado provirus, el cual se in-
tegra dentro de los cromosomas de la célula
huesped.>*®

Debido a la baja frecuencia de células mono-
nucleares periféricas infectadas con el VIH1
€n una persona seropositiva, las técnicas de
biologia molecular convencionales no son lo
suficientemente sensibles para detectar y ca-
racterizar el ADN proviral directamente de
linfocitos de pacientes. Por lo tanto este ADN
debe ser primero amplificado para obtener
niveles detectables utilizando la técnica del
PCR.®

Para el estudio de la infeccion por VIH, el
PCR ha demostrado tanto utilidad clinica
como de investigacion:

e Deteccion directa y cuantificacién del
ADN-VIH de células de personas infec-
tadas.

e  Deteccion en personas infectadas duran-
te el periodo de ventana (antes de la ge-
neracién de anticuerpos especificos para
el VIH).

e  Para resolver el estatus de infeccion de
individuos con WB indeterminado.

e Para diagnostico en neonatos de infec-
cion por VIH.

e Para diferenciar infeccién entre VIH1 y
VIH2.

e Para definir patrones de transmision y
evolucion del virus a través de las pobla-
ciones.

El método de amplificacion de ADN PCR,
utiliza dos oligonucledtidos (primers) de se-
cuencia conocida separadas por unas 10 a
300 bases y que son complementarias a las
bandas del ADN diana. Tras la desnaturaliza-
cion del ADN vy anillamiento de los primers
tiene lugar la incorporacion de
deoxinucledsidos trifosfato mediante la inter-
vencion de una enzima. Puesto que las ban-
das recién sintetizadas de ADN pueden ser-
vir como moldes por si mismas, la repeticién
de ciclos de desnaturalizacion, anillamiento y
alargamiento da lugar a un crecimiento
exponencial de copias de la regién flanqueada
por los primers. EI ADN virico amplificado
por este procedimiento puede ser detectado
por hibridacion o por una corrida
electroforética en gel de agarosa. Este méto-
do permite la amplificacion de las regiones
del genoma virico més de 100.000 veces.
La técnica puede ser realizada en 2 dias.

Para determinar ARN VIH circulante se usa
la metodologia de PCR ARN (RT PCR), don-
de hay un paso previo de copiar ADN del
ARN usando la enzima transcriptasa reversa
antes de la amplificacion del ADN.

PCR in situ, ha sido usada para la deteccion
directa del ADN proviral de tejido fijado en
formalina. Sin embargo una limitacién ha sido
la imposibilidad de localizar ADN amplifica-
do en células o secciones de tejido. Esta limi-
tacion ha sido solventada utilizando una com-
binacion de PCR con hibridizacion in sitru.
Esta técnica permite la localizacion de seg-
mentos de ADN amplificados especificos den-
tro de células aisladas y secciones de tejido.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO EN
INFANTES HIJOS DE MADRES SEROPOSITIVAS

Debido a que los anticuerpos maternos tipo
lgG-VIH, pasan la barrera transplacentaria
virtualmente todos los recién nacidos hijos
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Algoritmo usado para la deteccién de la infeccién por el VIH usando técnicas
serolégicas

EIA Reactiva HIV1-2

Repetidamente Reactiva por otra modalidad

Prueba Confirmatoria

IFA VIH1

WB VIH1

Pos+ Neg- Indeter. Pos+ Neg- Indeter.
REPORTO REPORTO
VIH1 VIH1

Wl VIH2

Pos+ Neg- Indeter.

REPORTO REPORTO Seguimiento del paciente
VIH2

]
.

Negativo pruebas moleculares PCR

Figura 1.

de madres seropositivas tienen la presencia
de anticuerpos, lo cual no necesariamente
indica infeccion por el virus. Estudios han
demostrado que acerca del 20% al 30% de
recién nacidos adquiere la infeccion por el
VIH, sin embargo hoy dia con el uso de tra-
tamiento antiretroviral, se ha reducido a un
8% la transmision, mientras que el 100%
de estos nifios dan resultados para ensayos
EIA o WB positivos, estos anticuerpos ma-
ternos pueden persistir hasta los 15 a 18
meses de edad. Los métodos estandar de EIA
y WB la mayoria detectan eficientemente IgG
y no pueden diferenciar anticuerpos mater-
nos del infante®.

Sin embargo, se ha sugerido para resolver
este problema: observar la apariciéon de nue-
vas bandas en los ensayos de WB en mues-
tras obtenidas durante el primer afio de vida.

Nuevas bandas indicaran produccién de anti-
cuerpos por el infante y asi, la presencia de
infeccién. Sin embargo, esto no aparece sino
muchos meses después.

También se ha usado monitorear el titulo de
anticuerpo durante el primer afio de vida. Un
aumento de titulo indicara produccién de
anticuerpos y asi infeccion, y una caida de
titulo de anticuerpo indicara no infeccion.
Aunque tedricamente aplicable para el VIH
hay estudios que muestran que el titulo de
anticuerpos medido por la lectura de densi-
dad o6ptica de los EIA no siempre se correla-
ciona con el estatus de infeccion del infante.
Ensayos de IgM e IgA especifica para VIH no
son usados rutinariamente. En la figura 2 se
muestra el algoritmo de diagndstico corrien-
temente usado para la infeccion del VIH en
los nifios hijos de madres seropositivas.

31



Acta Cientifica
de la Sociedad
Venezolana

de Bioanalistas
Especialistas

Diagnostico, Prondstico

e Interpretacion

de los Resultados

de Laboratorio en la

Infeccién por el VIH

Algoritmo de Diagnostico para infantes hijos de madres infectadas con el VIH

Edad 1-6 meses

Repito

boR | X

o cultivo de virus e

)

l

Sintomatico

*)

Edad 6-18 meses

.

Asintomatico

!

EIA VIH

PN
*) 0

Repetir

Y

*)

Repetir Repetir cada
l 3meses hasta
el ano para
+) pruebas
de anticuerpos
v
v No infectado
Infectado Infectado
Figura 2.

Para nifios de 1 a 6 meses de edad, el PCRy
el cultivo de virus son recomendados debido
a su gran sensibilidad para esta edad. Los
ensayos de antigeno p24 es otra opcién,
particularmente en nifios de 3-6 meses de
edad ya que este test tiende a dar falsos ne-
gativos en infantes por debajo de 3 meses.
Los ensayos de produccién de anticuerpos
in vitro no se usaran para el diagndéstico en
nifios por debajo de 2 meses de edad.

Para nifios de 6-18 mese de edad un ensayo
de anticuerpo estandar inicial debe realizarse
para determinar si hay seroreversion (pérdi-
da de anticuerpos maternos). Si el test de an-
ticuerpos es negativo y repetidamente pro-
bado, este nifio debe ser considerado no in-
fectado a menos que posteriormente revele
otros signos o sintomas de infeccion por VIH.
Nifios de 6-18 meses con ensayos de anti-

cuerpos positivos seran probados con otros
ensayos como se indica en el algoritmo. Hasta
que estos ensayos para el diagnéstico tem-
prano nos den un resultado firmemente esta-
blecido, deben ser repetidos y de ser posible
otros test deben ser utilizados para confirmar
el diagndstico.

DETERMINACION DE LA CARGA VIRAL

Tras la seroconversion, los pacientes infecta-
dos suelen pasar a una fase asintomatica que
puede durar varios afios. Este periodo se ca-
racteriza por una escasa viremia persistente
y una disminucion progresiva del nimero de
linfocitos T CD4+, que origina una situacion
de inmunodeficiencia grave, mdltiples infec-
ciones oportunistas, tumores malignos y por
altimo, la muerte. Aunque la cantidad de vi-
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rus en la sangre periférica es relativamente
pequefa durante la fase asintomatica de la
infeccidn, los procesos de replicacion y eli-
minacion del virus parecen ser procesos di-
namicos en los que una elevada tasa de pro-
duccion de virus e infeccion de los linfocitos
CD4+ se ve equilibrada por una tasa igual-
mente alta de eliminacién virica, muerte de
las células infectadas y reposicién de linfoci-
tos CD4+ lo cual se traduce en el manteni-
miento de niveles relativamente estables tan-
to de viremia como de linfocitos CD4+.789:10

Las determinaciones cuantitativas de la viremia
han puesto de manifiesto que el aumento en
el nimero de virus en sangre periférica podria
estar relacionado con un mayor riesgo de pro-
gresion clinica de la infeccién por el VIH, mien-
tras que el descenso de la viremia podria aso-
ciarse a un menor riesgo de progresion clini-
ca. La cantidad de virus en sangre periférica
puede cuantificarse de varias formas:

a. Determinacién de antigeno p24 de VIH
en suero

b. Cultivo cuantitativo del VIH a partir del
plasma

c. Determinacion directa de ARN virico en
el plasma, mediante técnicas de amplifi-
cacion de acidos nucleicos o amplifica-
cién de sefales.

Las pruebas EIA para determinar antigeno
p24 libre como marcador de la cantidad de
virus es limitada, ya que este antigeno solo es
detectable en el 20% de los pacientes asinto-
maticos y en torno al 40% a 50% de los pa-
cientes sintomaticos.

La utilidad de los cultivos cuantitativos es es-
casa para monitorear la viremia en los pa-
cientes infectados por el VIH, ya que solo
una pequefia parte de las particulas viricas
son infecciosas in vitro. A menudo, los virus
infecciosos resultan indetectables en los pa-
cientes asintomaticos.

Las técnicas con mayor sensibilidad y especi-
ficidad para cuantificar el ARN del VIH son
las técnicas de amplificacion de acidos nuclei-
cos o amplificacion de sefiales'!. Estas prue-
bas pueden utilizarse junto a los datos clinicos
y otros marcadores analiticos, como un indi-
cador de prondéstico de la enfermedad, como

medida basal en el inicio de tratamiento, de
ayuda para valorar el cambio de los valores
plasmaticos del ARN del VIH como marcador
indirecto de la respuesta virica al tratamiento
antiretroviral, también puede utilizarse para
pronosticar la eficacia a largo plazo del trata-
miento antiretroviral en los ensayos terapéuti-
cos y en los programas individuales de trata-
miento, como factor prondstico y de tratamien-
to en la transmisién vertical de madre a hijo.*!

La carga viral se refiere a una medida del
ndmero de copias de ARN del VIH por volu-
men de plasma (ml).

Hay tres metodologia de laboratorio que han

sido desarrolladas para las pruebas:

1. La reaccion en cadena de polimerasa
cuantitativa (RT-PCR), donde hay ampli-
ficacion del ARN, método de Amplicor
ROCHE.

2. Quantiplex, denominada bDNA o cade-
na ramificada de ARN-CAIRON

3.  Amplificacién NASBA basada en secuen-
cia de acidos nucléicos-ORGANON

Los resultados se expresan en copias de ARN
por mililitro de plasma y su logaritmo.

Las tres tienen un método estdndar con una
sensibilidad entre 400 y 750000 copias por
mililitro de plasma y el método ultrasensible
entre 50 y 50000 copias por mililitro de plas-
ma.? Es recomendable usar siempre la mis-
ma metodologia para el seguimiento de los
pacientes.

El algoritmo para utilizar estos dos métodos
es el siguiente:

a. Método estandar :
— para pronéstico de la infeccion
— como medida basal para comienzo
del tratamiento antiretroviral
— para seguimiento inicial después del
tratamiento

b. Meétodo Ultrasensible:
— Cuando por el método estandar da
5000 copias 0 menos
— Para seguimiento del tratamiento

Es esencial establecer un nivel basal de la car-
ga viral. Se consigue este nivel estableciendo
un promedio de los resultados de dos prue-
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bas separadas por 2 a 4 semanas. El nivel
basal de ARN de VIH sirve como un nivel
contra el cual se pueden comparar resulta-
dos futuros, para tomar decisiones sobre el
tratamiento a seguir y para cambios de trata-
mientos, ya que se deben de basar en un in-
cremento sostenido de la carga viral y no so-
bre un resultado Unico. Ciertos cofactores,
como las inmunizaciones contra la influenza,
brotes del herpes simple y otros, incremen-
tan transitoriamente los niveles de VIH en la
corriente sanguinea. Por estas razones los
pacientes no deben someterse a la prueba de
la Carga Viral por 4 a 6 semanas después de
experimentar uno o méas de estos eventos.
Debe considerarse hacerse una prueba de la
carga viral cada 3 a 4 meses para confirmar
que los medicamentos antiretrovirales estén
haciendo su efecto. Al evaluar los resultados
de la carga viral es importante anotar que
s6lo los incrementos o las reducciones en 0.5
log o méas son considerados como cambios
significativos que podrian ameritar cambios
en el régimen antiviral®3,

Interpretacion de los Resultados

1. Carga viral alta mayor de 100 mil co-
pias: esto indica un riesgo mas alto para
la progresion de la enfermedad.

2. Cargaviral baja menor de 10 mil copias:
este resultado indica que el riesgo de la
progresion de la enfermedad es relativa-
mente baja en el futuro cercano.

3. Una carga viral indetectable menos de
50 copias: no significa que la infeccion
del VIH se ha curado, sino que la prueba
no es lo suficientemente sensible para
encontrar cantidades méas pequefias de
virus en plasma.

Nota: La carga viral sélo mide la cantidad
de ARN viral en plasma no asi en los san-
tuarios del virus vy en otras células.

Tipo de muestra: plasma, separado de la san-
gre total, tomado con EDTA con un tiempo
no mayor de 4 horas de separado, manteni-
do el plasma hasta 4 dias a 4°C y si es mayor
tiempo a —20°C.

Debido a la alta diversidad de cepas diver-
gentes del VIH a la apariciéon de variantes

resistentes a las drogas, virus con resistencia
preexistente, es necesario,en un futuro inme-
diato, los estudios de genotipo y fenotipo para
tomar decisiones relacionadas al tratamiento
y ayudar asi a mejorar sustancialmente las
posibles fallas de la terapia.

Uso DE LA CITOMETRIA DE FLUJO PARA
ENUMERAR POBLACIONES DE LINFOCITOS
EN LA ENFERMEDAD DEL VIH

La determinacion de células T en pacientes
infectados por VIH1 se conoce con el nom-
bre de inmunofenotipo. ElI inmunofenotipo
combina el uso de anticuerpos monoclonales
marcados con un fluorocromo (identifica po-
blacion de células) y el citbmetro de flujo (eva-
lba estas células individuales rapidamente en
un analisis multiparamétrico correlacionado).'*

La sangre completa anticoagulada se combi-
na con anticuerpos monoclonales especificos
para antigenos celulares de interés e incuba-
dos, permitiendo que la reaccion antigeno-
anticuerpo tenga lugar. Las células rojas son
lisadas, y las muestras entonces son introdu-
cidas en el citémetro de flujo y analizadas por
patrones de fluorescencia.*®

La muestra mas recomendada: sangre com-
pleta tomado en tubo con EDTA, puede ser
conservada a temperatura ambiente hasta 24
horas.

La razén primaria para el inmunofenotipaje
de pacientes con infeccion por VIH es el con-
taje de linfocitos T CD4+. Una de las prime-
ras anormalidades encontradas en lo que no-
sotros conocemos como SIDA es la disminu-
cién en el porcentaje y numero absoluto de
células T CDA4. Esta disminucidn es progresi-
va a través de la infeccion'®. Las células T
CD4+ son importantes en la inmunidad celu-
lar y en la humoral; ellas inducen células
efectoras a realizar sus funciones inmunoldgi-
cas, las cuales incluyen: produccién de anti-
cuerpos, hipersensibilidad de retardada e in-
munidad mediada por células. La disminucion
de estas células en la infeccion por VIH, se
correlaciona in vivo con la disminucion de las
respuestas a reconocer antigenos y con una
incrementada susceptibilidad a infecciones
oportunistas y sarcoma de Kaposi. In vitro, la
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disminucion de la respuesta a los mitdgenos y
antigenos se correlaciona con una disminucion
del nimero de células T CD4. La citotoxicidad
celular mediada por células (T CD8+) se in-
crementa tempranamente en la infeccion por
VIH, pero durante el tltimo estadio de la en-
fermedad esta respuesta esta disminuida. La
produccién de anticuerpos (por células B) se
incrementa durante la infeccién temprana pro-
pia de la activacién policlonal de las células B,
pero aun esta respuesta disminuye con la pro-
gresion de la enfermedad.

Estudios clinicos tempranos sobre la relacion
de CD4-CD8, el cual es un numero derivado
de dividir el porcentaje de CD4 por el por-
centaje de CD8, debido a la gran afluencia
de células CD8 hay una disminucién del ra-
dio en el estadio temprano de la infeccion,
por lo que el uso de éste no es de mucho
valor. La mayoria de los clinicos se interesan
mas en el nimero y porcentaje de células CD4
como un indicador de inmunosupresién. De
otro lado, las células T CD8 pueden tener un
papel protector en el periodo temprano de la
infeccion, en el estadio de SIDA las células T
CD8+ disminuyen significativamente.

Las células TCD4 + han sido utilizadas como
marcadores inmunolégicos en la infeccién por
VIH. Los resultados son expresados como el
porcentaje de células mononucleares de san-
gre periférica que son CD4+. En personas
no infectadas por VIH aproximadamente el
20 al 40 % de células T son CD4+. El por-
centaje de células TCD4+ es multiplicado por
la cuenta absoluta de linfocitos y se obtiene
el nUmero total de células T ayudadoras. Este
valor es usualmente de 500 a 1500 células
por mm3 en ausencia de infeccion por VIH.

LA VARIACION DE CELULAS TCD4+

La variabilidad diaria e interlaboratorio de este
parametro es considerable, debido a las fluc-
tuaciones de la cuenta de células blanco en la
sangre y a la cuenta diferencial de leucocitos,
por esta razon algunos autores se han incli-
nado por el uso del porcentaje de las células
TCD4+ mas que por los valores absolutos.
El porcentaje de células TCD4+ es algunas
veces mas exacto y reproducible, los dos in-
dices son clinicamente intercambiables pero

la cuenta absoluta de células TCD4+ tiene
un uso mas amplio.

La subpoblacion de CD4 y CD8 han sido
enumeradas usando inmunofenotipiaje de 2,
3y 4 colores para ayudar a determinar si hay
una subpoblacion de estas células que es im-
portante en la progresién de la enfermedad.
Se ha encontrado una disminucion de las cé-
lulas B 'y NK en la infeccion por VIH, de va-
lor clinico y predictivo en estudio.

LIMITACIONES DE LA CUENTA DE CELULAS
TCD4+ coMO MARCADOR CLINICO

Las caracteristicas de la infeccion por VIH
hacen de esta enfermedad una excelente can-
didata para la aplicacién de marcadores clini-
cos en el manejo de pacientes, en la practica
médica y en la toma de decisiones.

La cuenta de células TCD4+ cae invariable-
mente con la progresion por la infeccion por
VIH, de alli que cualquier tratamiento, el cual
resulte en un incremento en la cuenta de cé-
lulas TCD4+ debe, en teoria, ser asociado
con mejoria clinica.

Cambios en las células TCD4+ en pacientes
asintomaticos durante tratamiento, han mos-
trado correlacionar significativamente con
progresion de la enfermedad y sobrevida. Sin
embargo la cuenta de células CD4+ parece
ser un marcador incompleto de respuesta a
la terapia y mejoria clinica.

Una de las limitaciones de utilizar la cuenta de
células TCD4+ como un verdadero marcador
clinico es la carencia de un rango normal pre-
ciso. Las variaciones diurnas y otros factores
no relacionados con la infeccién por VIH, los
cuales, se sabe afectan la cuenta de células
TCDA4+, por ejemplo, edad mayor de 60 afios,
la raza asiatica, nutricién protéica deficiente,
ejercicio e infeccion pueden independiente-
mente causar disminucion de estas células
TCD4+. Otros factores como la ansiedad pro-
ducen aumento, ademas, ensayos estandares
para medir la cuenta de células TCD4+ pue-
den mostrar variaciones intraensayos de un
10%. Todo esto establece claras limitaciones
para utilizar el nUmero de células TCD4+ como
un marcador clinico ideal en la infeccion por
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VIH. A pesar de todas estas limitaciones en la
determinacion de células TCD4+, estudios
indican que los niveles de ARN-VIH constitu-
yen un fuerte marcador de progresion tem-
prana en la infeccion, pero cuando aumenta
el tiempo con la infeccion por VIH, marcado-
res como la cuenta de células TCD4+y la fun-
cién de las células T gana poder predictivo.
En los ultimos estadios de la infeccion, la me-
dida de la deficiencia inmunoldgica puede ser
un marcador mas poderoso de prondstico que
,las medidas de marcadores virolégicos como
la carga viral.

Esto es consistente con la hipotesis de que la
replicacion viral es el principal factor que lle-
va a destruccion de las células TCD4+ y a
fallas funcional de estas células, lo cual hace
al paciente vulnerable a infecciones oportu-
nistas y malignidades relacionadas con el VIH.
Asi la determinacién de ARN-VIH, en los ul-
timos estadios de la infeccion debe estar rela-
cionada con el estado inmunoldégico del pa-
ciente indicando que el manejo adecuado re-
quiere la combinacion de la evaluacién de
niveles ARN-VIH, cuenta de células TCD4+
y la activacién de las células T.

PANEL DE ANTICUERPOS BASICOS
RECOMENDADOS PARA LA EVALUACION EN
LA INFECCION POR VIH

El Instituto Nacional de Alergias y Enferme-
dades Infecciosas de los E.U.A Division de
SIDA (NIAD DAIDS) recomienda para los
estudios clinicos de SIDA el siguiente panel
de anticuerpos: CD14 y CD45; control
isotipico; CD3/CD4 y CD3/CDS8. El CD19
es recomendado para muestras pediatricas.
Para el grupo de estudios clinicos (ACTG) de
este Instituto el marcador mas importante es
la cuenta de células TCD4+. Hoy en dia ha
adquirido importancia el estudio de células
TCD8 y sus marcadores de activacion.
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RESUMEN

Después de la exposicion a un patdgeno, el huésped puede resistir la infeccion, permanecer sub-clinicamente infectado, o
progresar a través de multiples etapas desde una infeccion leve a estados muy severos. Secuelas crénicas pueden o no ocurrir. Una
compleja trama de factores virales y del huésped, muchos de los cuales s6lo recientemente se comienzan a entender, determinan
el curso de la infeccion por VIH. La existencia de individuos que han estado expuestos y que no desarrollan la enfermedad (no
infectados) sugiere la existencia de inmunidad natural y adquirida al VIH, y esto es un determinante principal del resultado
clinico. Hasta el presente han sido identificados diversos factores genéticos del huésped que determinan la infeccion por VIH.
Varios genes y polimorfismos han sido identificados que confieren susceptibilidad (riesgo) y/o resistencia a la infeccion por VIH,
entre los que podemos citar a los receptores de quemocinas y sus ligandos CCR5-D32, CCR2-V641, el factor 1 derivado de las
células del estroma (SDF1), CX3CRL1, y los polimorfismos del promotor de CCR5; los alelos clase 1y I del HLA; asi como
también los distintos factores solubles inhibitorios; las citoquinas, que intervienen en las infecciones concomitantes que afectan
el curso clinico de la enfermedad, y un nuevo gen recientemente identificado, CEM15/APOBEC3G. Se discuten en esta
revision, los aspectos relacionados con las interacciones entre los genes y sus efectos sobre la infeccion por VIH, las investigaciones
relacionadas con estos genes, y las nuevas tendencias en el desarrollo de estrategias terapéuticas como la farmaco-genética y el
desarrollo de vacunas, basados en el conocimiento de la genética molecular del virus y su huésped. La efectividad de dichas
estrategias ayudara a trazar nuevas lineas de investigacion y de desarrollo, en cuanto al control y prevencion de la enfermedad.

PaLABRASs cLAVE: VIH, INTERACCION HUESPED-PATOGENO, CCR5, CCR2, SDF1, CX3CR1, HLA, ciToQuINAS, QUEMOCINAS, CEM15/APOBEC3G,
SUSCEPTIBILIDAD, RESISTENCIA.

Esta revision esta basada en una conferencia del autor en el “Segundo Curso Internacional Sobre Manejo Integral de Pacientes
Infectados por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)”, que se llevé a cabo en el Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”
de Caracas en Septiembre de 2002.

Act Cient de la Soc Venez de Bioanal Espec 2001; 7 (2): 37-48
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ABSTRACT

After the pathogen exposure, the host can resist the
infection, remain sub-clinically infected or progress
through of multiple stages from a negligible infection
to very serious stages. Chronic sequels can be present
or not. A complex network of host and viral factors,
many of which are only beginning to be understood,
determines the course of HIV-infection. The existence
of long-term non-progressors and exposed to the
infection, but yet uninfected, suggest that natural and
acquired immunity to HIV exist and is a major
determinant of clinical outcome. To date, have been
identified several host genetic factors that confer
susceptibility and resistance to HIV-infection. Some
of these identified factors are chemokine receptors
family members and its ligands; CCR5-D32, CCR2-
V641, SDF1, CX3CRL. Others are the hosts human
leucocytes antigen (HLA) alleles and haplotypes class
I and 11, several others soluble factors and cytokines,
that determines clinical course of disease, and a novel
gene CEM15/APOBEC3G, recently identified. This
review will focus on the interactions between these
genes and its effects on HIV-infection and progression
to AIDS, and the application of this knowledge to
therapeutic strategies involving new chemotherapeutic
agents, immune modulation, and vaccine
development, based on molecular genetics of virus and
host. Effectiveness of such strategies can be used to
delineate new investigations related to control and
prevention of disease.

Keyworbps: HIV, HOST-PATHOGEN INTERACTION, CCRS5,
CCR2, SDF1, CXCR1, HLA, cYTOKINES, CHEMOKINES,
CEM15/APOBEC3G, SUSCEPTIBILITY, RESISTANCE.

INTRODUCCION

El nimero acumulado de individuos infecta-
dos con el virus de inmunodeficiencia huma-
na (VIH-1), el agente etiol6gico del Sindro-
me de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA),
ha superado la barrera de 20 millones por
afio. La infeccion por VIH también supera a
la malaria como la principal causa de infec-
cién mortal entre los adultos a nivel mundial.
El VIH-1 ataca directamente las defensas del
huésped infectando a los linfocitos T, macro-
fagos y células dendriticas del sistema inmu-
ne y se replica mejor cuando estas células se
activan. Por lo tanto, los eventos que dispa-
ran la respuesta inmune especifica a la infec-
cion, exponen al sistema inmune a ciclos re-
petidos de activacion y subsiguiente infeccion

de las células inmunitarias, y destruccion. En
los Ultimas dos décadas, una investigacion
extensa e importante ha dado lugar al inicio
del conocimiento de cudl es el mecanismo de
entrada del VIH-1 en las células del huésped,
su replicacion, cuales son las células blanco
susceptibles y la generacién especifica de in-
munidad, lo cual ha permitido el estudio de
la transmision viral y la progresiéon de la en-
fermedad, para dar lugar a lo que hoy dia se
conoce como la “patogénesis del VIH”.

Marcadas diferencias individuales en la sus-
ceptibilidad a la infeccion y la progresion de
la enfermedad han sido observadas en casi
todas las infecciones. Esta revision analizara
la reciente evidencia de la influencia de los
factores genéticos del huésped sobre la trans-
misién del VIH-1 y la progresion del sindro-
me de inmunodeficiencia humana. Estos ge-
nes han sido clasificados en dos categorias:
primera, los genes que codifican receptores
celulares, ya sea que estos medien la entrada
ala célula o sirvan de ligandos para estas pro-
tefnas; segunda, los genes dentro del sistema
principal de histocompatibilidad (MHC, por
sus siglas en inglés) los cuales regulan la res-
puesta inmune del huésped a la infeccion.

La biologia de la entrada celular
del VIH-1

La entrada celular del VIH-1 requiere la unién
tanto a células CD4* [1-3], como a uno de
los siete receptores de las quemaocinas que
estan acoplados a proteinas G, los cuales ac-
tian como co-receptores [4-11] (Figura 1).
Las cepas de VIH-1 han sido caracterizadas
previamente por su capacidad para producir
sincicio posteriormente a la infeccion, en li-
neas celulares neoplésicas (fenotipo viral) [12,
13]. Los virus que inducen sincicio (SI) son
frecuentemente hallados en estadios tardios
o0 progresivos de la enfermedad, mientras que
aquellos virus que no inducen el sincicio (NSI)
estan presentes a todo lo largo de la enfer-
medad [12, 13]. El VIH-1 también puede ser
clasificado por su capacidad para infectar
primariamente macrofagos y lineas celulares
T CDA4* (tropismo celular). Todos los aislados
de VIH-1 se pueden replicar en células T pri-
marias. Sin embargo, los aislados S| que han
sido adaptados a lineas celulares T no pue-
den replicarse en los macrdfagos, mientras
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Figura 1. Ciclo de vida del virus de inmunodeficiencia humana, en el que se observan los principales

pasos del mismo.

que algunos, pero no todos, aislados prima-
rios NSl y Sl pueden infectar macréfagos. Este
simple paradigma se complica por la presen-
cia de cepas de VIH-1 con tropismo dual que
contienen tanto constituyentes NSI como Sl
capaces de infectar a lineas celulares T y
macrofagos. Clones con tropismo dual mo-
lecular también han sido descritos [4].

QUEMOCINAS, CITOQUINAS Y OTROS
FACTORES SOLUBLES

Con el descubrimiento de la familia de los
receptores de las quemocinas como co-recep-
tores de la entrada del VIH, las cepas de VIH-
1 también pueden ser clasificadas por la utili-

zacion del co-receptor. Estrictamente, los vi-
rus NSI utilizan primariamente a CCR5 como
receptor y son llamados “R5 VIH-1", mien-
tras que los virus SI emplean el receptor de
guemocinas CXCR4 y son llamados “X4 VIH-
1” [14]. Sin embargo, muchos aislados pri-
marios Sl usan CXCR4 en conjunto con
CCR5 (R5X4 VIH-1) [14-16]. No todos los
aislados Sl son capaces de infectar macroéfa-
gos [17] y no todos los aislados que usan
CCRS5 pueden infectar macréfagos [16, 18].
Algunos aislados pueden infectar macrofagos
[17]. De manera que la interseccion entre el
fenotipo viral, el tropismo celular y la utiliza-
cién del co-receptor es un tanto compleja y
no puede ser vista como una simple genera-
lizacion.
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Las quemocinas

Un hecho importante en el entendimiento de
la patogénesis del VIH, asi como también de
los factores del huésped que pueden afectar
el la progresion de la enfermedad y la sus-
ceptibilidad a la infeccién, fue la identifica-
cion en 1996 de los receptores de las
guemocinas como necesarios co-receptores
para la entrada del VIH en las células CD4*
[7-11]. Las quemocinas son sustancias que-
mo-atrayentes secretadas en el sitio de la in-
feccién o en las heridas [19]. Se conoce des-
de mediados de 1980 que la presencia de
CD4 sobre la superficie de la célula es nece-
saria pero no suficiente para la entrada del
VIH dentro de la célula. Ademas, es conoci-
do que las células CD8 secretan sustancias
que interfieren con la capacidad del VIH para
infectar las células. En el afio de 1995, Cocchi
y colegas [20] identificaron estas sustancias
como RANTES (Regulated on Activation,
Normal T Expressed and Secreted); proteina
inflamatoria del macréfago-la (MIP-1a); y
MIP-1b. Se ha sugerido que estas sustancias
se unen a un receptor que el virus requiere
para la entrada a la célula.

En 1996, Feng y colegas [11] aislaron
CXCR4 (originalmente referido como una
“fusina”), un receptor de quemocinas locali-
zado sobre células T, que las células T-trépicas
del VIH usa como co-receptor junto con CD4.
Sin embargo, se conoce que RANTES, MIP-
1la, y MIP-1b suprimen a los macréfagos tré-
picos (M-trépicos) pero no a los virus T-tropi-
cos. En este mismo afio, varios grupos publi-
caron resultados mostrando que el receptor
para RANTES, MIP- 1la, y MIP-1b era un
receptor de quemocina llamado CCR5 (ori-
ginalmente llamado “CKR-5") que esta pre-
sente en macréfagos, monocitos y en algu-
nas células T [7, 9, 10]. El VIH usa estos re-
ceptores de quemocinas como co-receptores
para la entrada. La interaccién entre la pro-
teina de la cubierta del virus gp120 y CD4
induce un cambio conformacional que per-
mite la interaccion entre el virus y el receptor
de la quemocina y la fusidn del virus en la
membrana de la célula huésped [21-24].

De manera que el modelo actual es que las
cepas M-tropicas de VIH infectan macréfa-
gos, monocitos y células T, empleando la

expresion de CD4 y CCR5 del huésped como
co-receptores. Las cepas T-trépicas infectan
células T usando CD4 y CXCR4 como co-
receptores [14] (figura 2). Sin embargo, el
sistema de quemocinas es complejo y a me-
nudo redundante, y este modelo no siempre
se aplica. Por ejemplo, algunas cepas M-
trépicas del VIH pueden usar otros co-recep-
tores como CCR2 0 CCR3, en lugar de CCR5
para entrar a los macréfagos. Ademas, han
sido aisladas variantes que inducen sincicio
con tropismo dual que pueden usar CCR5 o
CXCR4 como co-receptores [4, 8, 25].

Los ligandos naturales del huésped para es-
tos co-receptores son relevantes puesto ellos
pueden interferir con la entrada del VIH den-
tro de las células blanco. CCR5 se une a
RANTES, MIP-1a, y MIP-1b, que son miem-
bros de la familia de las b-quemocinas y a
menudo son llamadas como quemaocinas que
usan CCR5. CXCR4 se une a un miembro
de la familia de las a-quemocinas, el factor 1
derivado de las células del estroma (SDF-1).
CCR2 se une a la proteina quemotactica del
monocito-1 (MCP-1) por medio de MCP-5.
CCR3 se une a MCP-3 y MCP-4 y a las
eotaxinas 1y 2 [19].

Los ligandos para los receptores de las
guemocinas pueden bloguear la entrada viral
interfiriendo con la unién del virus al recep-
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Figura 2. Interaccion del VIH y sus co-receptores. La
interaccion de la proteina de la envoltura del virus,
gp120, y CD4 induce un cambio conformacional que
permite la interaccion entre el virus y el receptor de
quemocina, y la fusion del virus y la membrana de la
célula huésped.
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tor o por “down-regulation” del receptor [26].
Las quemocinas RANTES, MIP-1ay MIP-1b,
pueden bloquear las cepas M-trépicas de VIH,
mientras que el SDF-1 puede bloquear cepas
T-trépicas. Las células T CD4 de personas
expuestas y no infectadas producen niveles
aumentados de RANTES, MIP-1a, y MIP-1b
para suprimir la replicacién de cepas M-
trépicas del VIH-1 [27, 28]. Altos niveles de
estas quemocinas han sido asociados con
progresién baja de la enfermedad [29]. Sin
embargo, otros estudios no han encontrado
diferencias cuantitativas en la produccion de
RANTES, MIP-1a o MIP-1b en células mo-
nonucleares de sangre periférica en parejas
heterosexuales discordantes [30] o entre no-
progresores a largo plazo y progresores [31].

Los hallazgos de que los receptores de
guemocinas son usados por el VIH como co-
receptores para la entrada a la célula, dieron
como resultado el descubrimiento de facto-
res genéticos del huésped que pueden afec-
tar la susceptibilidad a la infeccién con VIH o
la velocidad de progresion de la enfermedad,
una vez que el individuo se infecta. EI mejor
caracterizado de estos rasgos genéticos es la
mutacion CCR5-D32, que fue identificada en
1996 [32-34]. La mutacion es una delecion
de 32 pares de bases en el segmento del gen
que codifica para la segunda asa (loop)
extracelular de la proteina, que da como re-
sultado una proteina acortada. EI mecanis-
mo de resistencia a la infeccién en individuos
con exposicion repetida fue dado por estos
estudios, en los que individuos homocigotos
para la mutacion eran resistentes a la infec-
cién con VIH, no obstante estar infectados
con cepas T-tropicas del virus. Dean y cole-
gas (32) estudiaron una cohorte de personas
con hemofilia, usuarios de drogas
intravenosas, y hombres homosexuales. Die-
cisiete de 612 personas no infectadas (com-
paradas con O de 1343 personas infectadas)
fueron homocigotos para la mutacion CCR5-
D32. Ademas, en el estudio multicéntrico del
SIDA en Chicago [35] en la cohorte de hom-
bres homosexuales, la homacigosis del alelo
fue de 3.6% entre personas no infectadas
comparada con 1.4% de prevalencia en mues-
tras de sangre de hombres caucasicos y 0%
de prevalencia entre personas infectadas con
VIH. Existen algunos reportes de personas
infectadas con VIH y que son homocigotos

para la mutacién CCR5-D32 [36-39]. Un
estudio de una persona demostré que el virus
aislado era homogéneo, T-trGpico, inductor
de sincicio y usaba exclusivamente CXCR4
para la entrada [40].

Con pocas excepciones [34, 41], muchos
estudios han encontrado que las personas
heterocigotos para la mutacion CCR5-D32
no son menos susceptibles a la infeccion [32,
34, 40]. Algunos datos sugieren, sin embar-
go, que los heterocigotos para la mutacion
CCR5-D32 tienen progresion retardada para
el SIDA o la muerte [34, 42-46]. En el estu-
dio de Dean y colegas [32], la frecuencia de
heterocigotos fue significativamente mayor en
no-progresores a largo plazo que en
progresores y progresores rapidos. Liuy co-
legas [33] encontraron que en células mono-
nucleares de sangre periférica de padres de
personas homocigotos no-infectadas, el virus
se replicaba menos eficientemente. Presumi-
blemente, la heterocigosis limita el nimero
de co-receptores disponibles para la union del
VIH. De hecho, la densidad de CCR5 sobre
la superficie de células T CD4* ha sido
correlacionada con carga viral, en personas
con infeccién por VIH y no tratadas [47].

Otras Mutaciones en la regidn codificadora
del gen CCR5 han sido identificadas [48]. Una
mutacion puntual en CCR5, una sustitucion
TA en la posicién 303, codifica para una pro-
teina truncada, que cuando se encuentra en
heterocigotos compuestos con D 32, produ-
ce un fenotipo de resistencia a aislados pri-
marios de VIH-1 in vitro [49, 50].

Otra mutacion que afecta la progresion de la
enfermedad es CCR2-V64l, la cual da lugar
a niveles normales de expresion del receptor
CCR2. Esta mutacién no ha sido reportada
como afectadora de la susceptibilidad a la in-
feccién, pero en individuos infectados con
VIH homocigotos o heterocigotos para esta
mutacion, la progresién del SIDA o la muer-
te es mas lenta [42, 43, 45, 51]; algunos es-
tudios; sin embargo, no han confirmado este
efecto sobre la progresion de la enfermedad
[46, 52]. A diferencia de la mutacion CCRS5,
que se encuentra primariamente en perso-
nas de origen caucasico, la frecuencia del alelo
CCR2-V64l es de 10% a 25%, en negroideos
y caucasicos, respectivamente, y en todos los
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grupos étnicos estudiados. Los estudios con
trabajadores sexuales infectados en Nairobi,
sugieren que la presencia de la mutacion ayu-
da a explicar la baja progresién en 21% a
46% de los progresores lentos [53].

El factor derivado de las células del estroma
1, SDF-1, es una tercera clase de factor ge-
nético que puede afectar la progresion del
SIDA. Ha sido demostrado que el SDF-1 blo-
quea la infeccién con la variante X4 del VIH-
1 [5]. El gen mutado, SDF-1 3a, involucra
una mutacion en una region no transcrita del
geny puede regular positivamente la sintesis
de SDF-1, inhibiendo competitivamente las
cepas T-trépicas del VIH. Las personas con
infeccién por VIH que tienen esta mutacion
en forma homocigoto, tienen una progresion
retardada al SIDA, pero no presentan sus-
ceptibilidad disminuida a la infeccién con VIH
[43, 51]. Por el contrario, otros estudios han
mostrado que la homocigosis de SDF-1 3"a
esta asociada con progresion acelerada de la
enfermedad [54, 55], replicacién viral incre-
mentada [36], o no efecto sobre la progre-
sion de la enfermedad [45]. Sin embargo, uno
de estos estudios [55] demostrd una sobrevi-
va prolongada después del diagnéstico del
SIDA, lo cual sugiere un efecto protector a
largo plazo del estado homaocigoto.

Otros polimorfismos genéticos han sido iden-
tificados dentro de la regién promotora o re-
guladora de CCR5, los cuales pueden afectar
la transmision del VIH o la progresién de la
enfermedad, posiblemente a través de efec-
tos sobre los niveles de expresiéon de CCR5
[56]. Las personas infectadas con VIH que
son homocigotos para el alelo 59029-G den-
tro de la region promotora reguladora pue-
den progresar al SIDA mas lentamente que
aquellas que son homocigotos para el alelo
59029-A [57]. Otros haplotipos del promo-
tor dan lugar a una progresion mas rapida de
la enfermedad [43]. La homocigosis para el
alelo CCR5-59356-T, un polimorfismo que
ocurre mas frecuentemente en personas de
origen africano que en Caucésicos o Hispa-
nos, ha sido asociado con una tasa ancestral
de transmision perinatal del VIH-1 [58].

El CX3CR1 ha sido descrito como un co-re-
ceptor del VIH, que se expresa principalmente
en cerebro, cuyo ligando es la fractalquina.
La homocigosis para el alelo CX3CR1-1249

M280, ha sido asociada con progresion ace-
lerada de la enfermedad [59]. Trabajos recien-
tes han sugerido ademés, que los
polimorfismos en el promotor de RANTES
pueden influenciar los riesgos para la infec-
cién por VIH y la progresién de la enferme-
dad [60]. Estos hallazgos pueden explicar los
resultados previos sobre el papel putativo
protector de RANTES.

Las citoquinas

Las quemocinas son un sub-grupo de la red
compleja de las citoquinas. Estas son
secretadas por las células del sistema inmune
y otros tipos de células, como los fibroblas-
tos, y estan involucradas en la inmuno-regu-
lacion. El continuo balance de la replicacion
del VIH en el huésped esta determinado por
la red de citoquinas, las cuales pueden ser
tanto inhibitorias como estimulantes e inclu-
so exhibir simultaneamente ambas propieda-
des. Los estudios in vitro de células mononu-
cleares de sangre periférica y de nédulos lin-
faticos de personas infectadas por VIH, indi-
can que estas citoquinas controlan la replica-
cion del VIH. Algunas citogquinas como el fac-
tor de necrosis tumoral-a (TNF-a), el factor
de necrosis tumoral-b (TNF-b), interleucina-1
(IL1), y lainterleucina-6 (IL-6) son citoquinas
pro-inflamatorias cuyos niveles estan eleva-
dos en personas infectadas con VIH y que
aumentan la replicacién del VIH [61, 62]. El
TNF-a es quizas el mas importante y potente
de las citoquinas que induce el VIH, activa a
NK-kB, un factor de Transcripcion celular que
induce la expresion de VIH [63, 64]. Por con-
traste, el interferén-a, el interferén-b, y la
interleucina-16 suprimen la replicacién del
VIH [65]. Otras citoquinas, tales como la
interleucina-2, la interleucina-4, la
interleucina-10, el TGF-b y el interferon-g,
inducen o suprimen la expresion del VIH,
dependiendo de las condiciones experimen-
tales [66-69], aun cuando su papel in vivo
no esté claro. Importantes interacciones ocu-
rren entre estas citoquinas. La interleucina-
10 inhibe la replicacion del VIH bloqueando
la secrecion del TNF-ay la interleucina-6 [70].
Ademas, las redes de quemocinas e
interleucinas pueden interactuar. Por ejem-
plo, la interleucina-2 regula negativamente la
expresion de CCR1, CCR2 y CCR3, mien-
tras que otras citoquinas pueden afectar la
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expresion de CCR5 y CXCR4. Se ha obser-
vado también que existe una variabilidad in-
dividual en el balance de estas citoquinas y
que la misma puede afectar la progresion de
la enfermedad [71].

Otros factores solubles

En 1996, Walter y colegas [72] demostraron
que la eliminacién de las células CD8 de cé-
lulas mononucleares de sangre periférica de
pacientes infectados con VIH, daba lugar a
un incremento importante de la replicacion
viral en las células CD4 restantes. Esta su-
presion del VIH por parte de las células CD8
se pensaba estaba mediada, al menos par-
cialmente, por factores solubles, ya que la
supresién ocurre sin que medie el contacto
célula-célula entre las células efectoras CD8
y las células CD4, lo cual implica la existen-
cia de una membrana semipermeable. Una
conclusion légica podria ser que las
guemocinas, las cuales son los ligandos natu-
rales para los co-receptores del VIH y que
suprimen la infeccion del VIH in vitro, son
en realidad estos factores. Sin embargo, otros
estudios de la actividad supresora de las célu-
las CD8 sugieren que no son RANTES, MIP-
1la o MIP-1b, los responsables de la actividad
supresora mediada por estos factores solu-
bles. La identificacion de tales factores ha
resultado elusiva [62, 71, 73]. Aun hoy exis-
te la controversia sobre la identificacion y el
papel de factores solubles no-citoliticos, no
restringidos por HLA en células CD8, en la
prevencion de la adquisicion de la infeccion
por VIH y en el control de la progresién de la
enfermedad [73, 74, 75].

La lectina que une manosa (MBL, Mannose-
binding lectin), es una lectina calcio-depen-
diente que juega un papel muy importante
en la inmunidad innata a las infecciones, y
que actlia por activacion de la via clasica del
complemento y la fagocitosis. Esta lectina
actia como un factor opsoénico que se puede
unir a diferentes patégenos, incluyendo al VIH
[76]. Bajas concentraciones séricas de MBP
pueden tender a un defecto opsénico [77,
78], y son el resultado de tres sustituciones
nucleotidicas independientes en el exén 1 [79,
80] y de polimorfismos de la regiébn promo-
tora del gen MBP [81]. Diversos estudios in
vitro han mostrado que MBL es capaz de

unirse al antigeno de superficie gp120 del
VIH, y diversas variantes de este gen estan
asociadas con un incremento del riesgo de la
infeccion por VIH en Escandinavos [82]. Es-
tas variantes alélicas estan relacionadas con
una sobreviva corta después del diagndstico
del SIDA. La tasa de progresion de la enfer-
medad no pudo ser evaluada, ya que se des-
conocia la fecha de seroconversién de los
pacientes infectados. No obstante que la con-
centracion de lectina en suero se correlacio-
na con los genotipos de la MBP, la misma no
difiere significativamente entre los pacientes
en las diferentes etapas de la enfermedad.
Puesto que las serina-proteasas asociadas con
MBP usan a C4 para activar el complemento
[83], diversos autores proponen que la va-
riante con alelos nulos de C4 asociada con
progresion rapida al SIDA, en conjunto con
las variantes del gen MBP, son cofactores en
la progresion de la enfermedad [84, 85].

EL COMPLEJO PRINCIPAL
DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC)

El complejo de genes de histocompatibilidad,
localizado en el cromosoma 6 humano, con-
tiene muchos genes individuales que regulan
la funcidon o respuesta inmune. Este comple-
jo esta compuesto de moléculas de clase | (A,
B, C,D, E, F, G), clase Il (DM, DP, DQ, DR),
genes que codifican para TAP (Transporter
for Antigen Processing), polipéptidos de bajo
peso molecular del proteasoma, factores del
complemento (Bf, C2, C4), y el factor de
necrosis tumoral, entre otros muchos genes
[86]. El papel de los genes HLA del huésped
en la progresion del SIDA, han sido estudia-
dos en diferentes poblaciones y entre diver-
sos grupos de riesgo. Dos haplotipos exten-
didos, HLA A1-Cw7-B8-DR3-DQ2 [87-89]
y HLA Al11-Cw4-B35-DR1-DQ1 [88, 89,
90, 91], han sido asociados con una progre-
sion mas rapida del SIDA, medida por medio
de disminucién o declive de las células T
CD4", SIDA vs. VIH-1 + SIDA-libre, y tiem-
po para el SIDA. Sin embargo, el estudio de
Kaplan y colegas [89], reportaron una aso-
ciacién entre DR1 y un declive menor de las
células T CD4*. Sin embargo, han sido re-
portados diversas asociaciones entre otros
alelos del HLA y la progresion rapida del
SIDA: A23[91,92], A24 [94], A26 [91, 92],
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B21 [89], B38 [92]. En otros estudios se ha
reportado asociacién con la progresion re-
tardada del SIDA y DR4 [89, 93], DR7 [90-
92],B17[94],B27[91, 92], B51 [91], y B57
[91, 92]. Algunos alelos clase || DR5 y DR6
estan asociados en algunos estudios con pro-
gresion rapida de la enfermedad [91-93], pero
se correlacionan con progresion baja de la
enfermedad en otro estudio [95]. En un estu-
dio reciente, Migueles y colegas [96] con una
cohorte mas estrictamente definida de poten-
ciales progresores a largo plazo (personas con
conteo estable de células CD4 y niveles de
ARN virico < 50 copias/mL después de al
menos de dos afios de infeccion por VIH no
tratada, muchos de los cuales permanecie-
ron infectados por mas de 13 afios) demos-
traron una asociacion dramatica entre el alelo
de clase | B*5701 y la infeccion no progresi-
va. En 85% de estos no-progresores (11 de
13), y solo el 9.5% de los progresores (19 de
200) tenian este alelo.

El papel exacto de los haplotipos HLA en la
progresion del SIDA es aun controversial.
Varias teorias han sido propuestas para ex-
plicar la asociacién entre los haplotipos HLA
y la progresion de la enfermedad [97, 98].
Un posible mecanismo es la capacidad varia-
ble de diferentes moléculas HLA en la pre-
sentacion de antigenos HIV-1 e inducir una
fuerte respuesta inmune. Se puede especular
que algunas moléculas HLA, tales como B35,
asociadas con la progresion acelerada del
SIDA, fallan en la presentacién de epitopos
alos linfocitos T citotoxicos (CTL). Tomiyama
y colegas [99] demostraron gque, no obstante
las moléculas HLA B35 son capaces de pre-
sentar muchos epitopos VIH-CTL, las muta-
ciones naturales de los epitopos HLA B35
restringidos VIH-CTL afectan el reconoci-
miento de los CTL por medio de mecanis-
mos que reducen la unién del péptido y el
reconocimiento del receptor de las células T
(TCR). Otro mecanismo propuesto esta ba-
sado en el mimetismo de la regién gp120 del
VIH. Un reciente estudio demostré una con-
siderable homologia entre los productos de
DR5 y DR6, y la regién carboxilo-terminal
del asa V3 de la envoltura del VIH-1 [95]. En
este estudio, los alelos DR fueron asociados
con la progresion retardada del SIDA, y los
autores propusieron que estos alelos pueden
sesgar el repertorio de TCR anti-VIH por

medio de un mecanismo de mimetismo. Esto
sugiere que el mimetismo del HLA puede in-
fluenciar el resultado por pérdida de las célu-
las T CD8 auto-reactivas, que podrian de otra
manera ser dafiinas para el huésped por des-
truccion de las células T CD4 infectadas con
VIH.

EL GeEN cEM15/APOBEC3G

Los virus han desarrollado diversas es-
trategias no-inmunes para contrarrestar los
mecanismos de los huéspedes que le confie-
ren resistencia a las infecciones. Las protei-
nas Vif (Virion infectivity factor) son codifica-
das por los virus de inmunodeficiencia de los
primates, y mas notablemente por el VIH-1
humano. Estas proteinas son potentes regu-
ladores de la infeccion y la replicacién, y son
por consiguiente, esenciales para las infec-
ciones patogénicas in vivo. La proteina Vif
del VIH-1, parece requerirse durante las eta-
pas tardias de la produccion del virus, para la
supresién de un fenotipo antiviral innato que
reside en los linfocitos T humanos. De ma-
nera que, en ausencia de Vif, la expresion de
este fenotipo da lugar a progenies de viriones
no infecciosos [100, 101, 102]. En el afio
2002, Sheehy y colegas [103] aislaron un gen
humano (CEM15/APOBEC3G; apolipopro-
tein B mRNA editing enzyme, catalytic poly-
peptide-like 3G) que inhibe la infeccién por
VIH y que es suprimido por la proteina Vif.
Esta proteina facilita la infectividad de la par-
ticula blogueando la actividad inhibitoria de
CEMA15, la proteina celular encapsulada del
virién que es capaz de inducir hipermutacién
GA en el ADN viral recién sintetizado [104,
105]. Muy recientemente, Mariani y colegas
[106] reportan la formacion de un complejo
de Vif con la APOBEC3G humana, el cual
previene su encapsulacion en el virion. Pero
en el caso del ratén, no se puede formar un
complejo estable. La proteina Vif reduce dra-
maticamente la cantidad de APOBEC3G hu-
mana encapsulada en los viriones VIH, pero
no previene la encapsulacién de la
APOBECS3G del raton. Por lo tanto, estas
enzimas son potentes inhibidores de la repli-
cacion del VIH-1 en estado nativo. Esta inte-
raccion especie-especifica puede jugar un
papel en la restriccion VIH-1 en los huma-
nos. En conjunto, estos hallazgos sugieren que
existe la posibilidad de intervencién terapéu-
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tica, ya sea induciendo APOBEC3G o blo-
queando su interaccion con Vif, lo cual pue-
de ser beneficioso clinicamente.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

La asociacion del VIH con ciertos haplotipos
HLA y mutaciones en los genes de los recep-
tores de las quemocinas, apoyan un compo-
nentes genético en la patogénesis del SIDA.
Las discrepancias en los resultados (frecuen-
cias y polimorfismos), asi como también la
presencia de diversos genes ponen de mani-
fiesto la heterogeneidad del SIDA y de su
componente inmune. Los resultados experi-
mentales apoyan la presencia de genes tra-
bajando independientemente (heterogenei-
dad) o en interaccion (epistasis), asi como tam-
bién su interaccién con el ambiente. Los nue-
vos genes hallados, de inmunidad natural a la
infeccién, abren una nueva perspectiva en
cuanto a las posibilidades terapéuticas, que
incluyen el tratamiento en etapas tempranas,
modulacién inmune, vacunacion terapéutica
y el desarrollo de nuevos agentes
quimioterapéuticos y de terapia génica.
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INTRODUCCION

Aquello que es referencial a lo biol6gico es lo que denominamos vida o lo asociado a ella. Cuando hablamos
de lo vivo solemos referirnos a lo que caracteriza ese estado tan particular de la materia: Asi, toda entidad
que demuestra poseer capacidad metabdlica, reproductiva y evolutiva es una unidad viviente. Eso que
llamamos vida se monta sobre el Unico ejemplo que conocemos de la misma: la que se encuentra en el
planeta Tierra...Nuestro Unico referencial son esas diversas unidades carbonadas (todas estas estructuras
incluyendo su propio cuerpo amigo lector se construye a base de atomos de carbono) que observamos
alrededor nuestro (perros, gatos, insectos, hermosas mujeres, entre otros). La aparicion del hombre sobre
el planeta hace unos 100 000 afios por un extenso proceso evolutivo, lleno de dificultades, se traducira en
la llegada del simbolismo y la valorizacion trascendente de la vida a través de espiritu y razén. La encefalizacion
creciente de nuestro cerebro aumento las potencialidades de las habilidades humanas y sin duda incrementé
sus niveles de socializacion. Estas unidades vivientes insdlitas comenzaran a preguntarse sobre la existencia
de si mismo y de la otredad. Otredad no sélo referida al equivalente humano que nos encara sino a las otras
especies microscopicas y macroscopicas que comparten el planeta con nosotros. La Hélade, esas pequefias
comunidades separadas, independientes, pero con una lengua y politica comunes que constituyeron la
Grecia Antigua serd el escenario donde se montara la mayor de las epopeyas humanas. Fue en Jonia s. -
VIIl, costa de la llamada Asia Menor (hoy, Turquia) donde se gesta tal epopeya, la mayor de las proposicio-
nes humanas: La proposicién filoséfica. Definida por Sécrates como el amor a la sabiduria, fue “el asom-
brarse ante lo real delante de mi” lo que constituyé el piso sélido sobre lo cual se estructurara lo trascen-
dente humano.

“Ethos” proviene precisamente de la voz griega que significa costumbre y de la misma deriva la palabra
“Etica”. Pero este término “ethos” para algunos se encuentra asociado a la personalidad moral. Asi, se
comienza a dilucidar el “ethos” en funcién de una orientacién adquirida o asumida por el hombre frente a
una realidad dada. Para la ética la realidad se golpea desde las preguntas de ;Qué es el bien? ;Qué es el
mal? ;Qué es virtud? ;Qué es felicidad? ;Qué es la verdad? ;Qué es lo justo? Cuando la realidad que
nos impele a decidir sobre ella es de caracter bioldgico entonces toda la historia de simbolismo y trascen-
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dencia de lo vivo nos arremete y nos cuestio-
na. Asi. por ejemplo, ;Qué derechos podria-
mos esgrimir cuando un padre decide hacer
una replica (clon) de su hijo muerto? ;,Qué
pensar sobre un investigador que utiliza teji-
dos de fetos abortados para remediarle un
parkinson a un hombre adulto? ;Qué decidir
frente a unos ecologistas que arremeten con-
tra un centro de investigacion animal por
aquello de que los animales también tienen
derechos ineludibles? ;Qué opinar sobre un
cazador que mata varios gorilas (especie en
vias de extincién) para venderlos y asi darle
de comer a su familia? ;Qué decir de un mé-
dico que utiliza una nueva droga en pacien-
tes sin haber sido esta droga ensayada aun
en animales? (Qué proponer a las compa-
fifas farmacéuticas respecto a una pandemia
que mata alrededor de 48 millones de perso-
nas y los precios exorbitantes de las medici-
nas que ellos producen para paliar estos efec-
tos? ¢Puede moralmente un médico decidir
sobre la vida de un ser que ha de nacer
malformado? Asi, muchas otras e inmensas
preguntas. EI hombre ha intentado a lo largo
de su atropellada carrera evolutiva de encarar
los problemas de lo bioldgico de una muy di-
versa manera. Aqui vamos a resumir en tres
grandes ideas filosoficas la historia de la ética:
(1) La ética aristocratica, (2) La ética
meritocratica y (3) la ética utilitarista.

Lo BIOLOGICO Y LO ETICO

En los dltimos afios y con el advenimiento re-
ciente de la secuenciacién del genoma huma-
no, un sinnimero de genes han sido propues-
to como codificadores de caracteres fenotipicos
bien particulares a pesar de sus caracteristicas
esencialmente compleja: el gen de la homose-
xualidad, el gen de la violencia, el gen de la
psicosis maniaco-depresiva, el gen de la bls-
queda de novedad, el gen de la utilizacién de
reglas gramaticales, entre muchos otros. Sin
embargo, aqui es esencial diferenciar entre
enfermedades monogénicas (debido a muta-
cién en un anico gen) y enfermedades com-
plejas (multifactoriales). Para la fenilcetonuria,
la mucoviscidosis, ciertas miopatias, la enfer-
medad de Tay-Sachs o la anemia falciforme,
la asociacion con marcadores genéticos bien
definidos esta establecida; no asi para enfer-
medades cuya asociacion se establece en tér-

minos de complejidad: las enfermedades car-
diovasculares, las enfermedades siquiatricas,
diabetes mellitus tipo I, asma, entre otras. Esta
distincion no siempre es clara, ya que ningun
gen en particular “actta en el vacio, en la au-
sencia total de otros factores genéticos y en
un conjunto de interacciones multiples. Por lo
tanto, la probabilidad que se manifieste una
enfermedad genética varia segun las circuns-
tancias. Segun los geneticistas cuantitativos,
la parte perteneciente a los genes y aquella al
ambiente definen una ecuacion: Ve= Vg + Vg,
siendo Vs, la variancia observada en el “trait”
estudiado, Vg, aquella relativa a los genes y
Ve, la relativa al ambiente. Todas estas varia-
bles pueden ser descompuestas, siendo Vg: ge-
nes ejerciendo un efecto dominante y genes
ejerciendo efectos aditivos. V|, genes en inte-
raccion con ellos o con otros genes. Ademas,
los cuantitivistas asumen que Ve debe ponde-
rarse en funcién de cada factor ambiental po-
tencialmente involucrado en la enfermedad
dada; tabaco (V,), alimentacion (V,), obesidad
(Vo), la actividad fisica (V,p), stress (Vs), etc.,
solamente si consideramos como ejemplo las
enfermedades cardiovasculares. La direccion
OMIM (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/omim)
ha publicado, al momento, més de 1000 ge-
nes en los cuales al menos una mutacion rela-
cionada con enfermedad ha sido identificada.

Existen varias técnicas de biologia molecular
que permiten sondear genes 0 regiones
codificadoras en el ADN que pueden ser a su
vez factores de riesgo para la enfermedad
considerada. Desde la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR), pasando por las técni-
cas andlisis de fragmentos de restriccién,
SSCP (single-strand conformation polymor-
phism), analisis de heteroduplexes y las meto-
dologias de secuenciacién, base por base, del
gen en cuestién, hoy por hoy tenemos la
posibilidad de tamizar la poblacién respecto
avarios genes de importancia patolégica. Asi,
dos de los primeros grandes éxitos del “carrier
screening program” fue, sin dudas, la fenil-
cetonuria y la anemia falciforme. Hoy, mas
del.4 millones de personas han sido tamiza-
dos para la enfermedad de Tay-Sachs. Re-
cientemente, la localizacién de regiones
gendémicas conteniendo factores de riesgo
para el autismo en los cromosomas 2, 7y 16
abre la puerta para el establecimiento de la
base genética del autismo como también para
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los “carrier screening program” respecto a la
enfermedad en cuestion. ;Para cuando el
“carrier screening program” para los genes
de las enfermedades cardiovasculares, la vio-
lencia, la homosexualidad o la busqueda de
novedad, etc.?

La introduccion desarrollada en los paragrafos
anteriores me permite puntualizar el enorme
esfuerzo que los investigadores han implemen-
tado y la dificultad que conlleva definir genes y
enfermedad. Y aln mas para aquellos genes
que se clasifican forzadamente como patol6-
gico. En las sociedades contemporaneas, esa
confrontacién permanente con los problemas
de la agitacion urbana, la inmigracion, la de-
lincuencia, entre otros, permite que la expli-
cacién biolégica de la conducta humana se-
duzca a la opinién publica deviniendo en una
especie de refugio de nuestros temores. Es
decir, el viejo fantasma de Galton aparece con
su antigua apologia eugenésica. Asi, como
decia un periodista americano: El crimen se
asocia a la homosexualidad, la vagabun-
deria, el divorcio, la esquizofrenia, el alco-
holismo, la temeridad, el liberalismo politi-
co, la inteligencia, la religiosidad, el cdncer
v los ojos azules dentro de la lista de aspec-
tos de la vida humana por la cual la biologia
y el destino parecen sinébnimos. Asi, por
ejemplo, Franz Joseph Gall (s. XVIII) afirma
que existe una carta formada sobre la superfi-
cie del cerebro y que se refleja sobre la super-
ficie del craneo y que alista 26 fuerzas primiti-
vas humanas (la reproduccion, el amor a los
hijos, la amistad, el odio, el instinto de matar
o de robar, entre otros) que son accesible a
estudio y a manipulacién. Por tanto, el incre-
mento de la criminalidad, la locura, el suici-
dio, el alcoholismo y la agitacion social puede
tener una forma de control directo ejecutado
por la mano precisa de la ciencia. En 1911,
aparece una obra titulada: Heredity in relation
to Eugenics de Charles B. Davenport. En di-
cha obra, Davenport “demuestra” que los
comportamientos anormales son caracteres
hereditarios de fluidez mendeliana: “ una afec-
cion del espiritu o del cerebro que se trasmi-
te con la misma regularidad vy la misma cons-
tancia que el color de los ojos o de los cabe-
llos” (Henry H. Goodard. 1908). Mucho de
este tipo de analisis alin hoy se conserva como
ya lo refleje en la introduccién. Para la mayo-
ria de estos estudios, todo comportamiento es

bioldgico, es genético. Y ya como dijera Kevles
& Kevles (1998) “Todo el mundo quisiera
ver esta epidemia de problemas sociales
desaparecer de un solo golpe de varita ma-
gica”. Hoy como ayer la opinién publica pone
sus esperanzas en la ciencia, pero a pesar de
la tentacion de pensar que los comportamien-
tos son innatos, una enorme cantidad de ellos
son producto del aprendizaje.

Lo ético suele trascender las leyes, aunque en
mucho estas se construyen sobre principios
éticos. Cuando tomamos decisién(es) sobre un
aspecto dado de la realidad biol6gica sin duda
estamos asumiendo una actitud u orientacion
sobre la realidad que tenemos al frente. Si mi-
ramos segun la éptica occidental pudiéramos
considerar tres visiones fundamentales de la
ética seguin su historia y verter asi sus conside-
raciones sobre problemas bioldgicos concre-
tos. Una primera aproximacion de la ética
occidental es de caracter: 1. Aristocrdtico.
Nacida muy tempranamente en el seno de la
sociedad griega, esta ética toma en considera-
cién en lo esencial los talentos naturales o in-
natos del individuo. Asi, toda decision ética de
posicién aristocratica toma en consideracion
lo que es “bueno” o “malo” por naturaleza.
Por tanto, un individuo podra ser musico, poe-
ta, matematico, economista o pobre si éste es
asi por naturaleza. Nada hace la historia indi-
vidual y o colectiva del individuo pues”el nifio
nacié asif”. Por tanto, bajo esta éptica, po-
driamos imaginar que si un “carrier screening
program”, diseflado para detectar genes aso-
ciados a la violencia en un poblacién dada,
detecta tres sujetos portadores de dichos ge-
nes, a la sociedad le esta perfectamente licito
eliminar tales individuos. 2. La ética
meritocratica asume como esencial las filoso-
fia asociadas a la libertad. Ya Rousseau habia
delineado los fundamentos de la moral
meritocratica. En lo esencial se define en tér-
minos de igualdad, universalidad y libertad. Es
la ética cuya proposicion sobre el individuo es
la de un ser de proyecto y de trascendencia.
Asi, no es necesario ni suficiente que un ser
tenga el talento natural hacia la matematica,
la mdsica, la poesia, la politica, etc, sino lo
Unico que le es necesario para permitirse la
musica, la poesia, la matematica, la politica,
etc es la de haber nacido, es la de “ser”. A no
ser que incapacidades biolégicas extremas
impidan la funcién correspondiente. Por tan-
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to, estamos ante una perspectiva
antinaturalista, es decir el hombre opera con
libertad a pesar de las limitaciones que pudie-
se ofrecer la naturaleza. Aqui, el instinto vs. la
razén. Asi, imaginemos que el racismo tiene
una base bioldgica, entonces (Esta la socie-
dad condenada a padecer semejante flagelo?
Pues, NO, si lo vemos bajo la 6ptica meri-
tocréatica. La educacion deberia imponer las
condicionantes necesarias para que los indivi-
duos hiciesen prevalecer la razén por encima
del salvajismo. 3. La ética utilitarista domina
y se expande desde el mundo anglosajén. Aqui,
lo esencial es que una accién se definird como
“buena” si la misma ha producido el mayor
bienestar al mayor nimero de personas com-
prometidas con el acto. Sin duda, la gran pro-
blematica del utilitarismo es el concepto de sa-
crificio en una entidad biol6gica que piensa
sopesando entre “mi bienestar” personal y
aquel de la mayoria. En esta tercera optica, el
hombre ya no es empujado por virtudes natu-
rales (ética aristocratica), o por virtudes tras-
cendentes al ser mismo (ética meritocratica);
sino por el placer puro y simple (“faire
plaisir”). Ya no importa los valores simbélicos
de un hecho, acto o entidad sino cuan renta-
ble es para mi bienestar. El bien-estar en el
instante presente. A partir de esta vision filo-
séfica del mundo, por ejemplo, ¢Es rentable
traer un niflo malformado a pasar trabajo en
este mundo?

No voy a tomar partido ante ninguno de es-
tos principios éticos que nos guian. En esto
somos Juez, testigo y parte. Lo que si pode-
mos decir a grandes voces es lo que recoge
la comision juridica del CIB (Comité Interna-
cional de Bioética) de la UNESCO en el arti-
culo 2 de la Declaracion sobre el Genoma
Humano y los Derechos Humanos:

a) Cada Individuo tiene derecho al respeto
de su dignidad y derechos, cualesquiera
que sean sus caracteristicas genéticas.

b) Esta dignidad impone que no se reduzca
a los individuos a sus caracteristicas
genéticas y que se respete su caracter
Unico y su diversidad.

No importa que grado de predisposicién ge-
nética poseemos, nuestro comportamiento es

el resultado de un interaccién compleja entre
los genes 'y el medio ambiente. Sabemos des-
de hace mucho la fuerte correlacién que existe
entre violencia, traumatismo cerebral y los
malos tratos a repeticion sufridos durante la
infancia. Aqui, es tentador parafrasear a Paul
Billings: “Nosotros conocemos las causas de
la violencia dentro de nuestra sociedad: la
pobreza, la discriminacion, las fallas del sis-
tema educativo. No son los genes los que
provocan esta violencia, sino nuestro siste-
ma social”.

UNA RECOMENDACION A LO HUMANO

Interesantemente, a veces No nNos percatamos
de lo susceptibles que podemos ser a los con-
dicionantes implicitos de nuestro juicio y nues-
tro comportamiento; y que son especialmen-
te pernicioso ya que actlan al margen de
nuestra conciencia. Asf investigaciones recien-
tes en sicologia social han puesto de mani-
fiesto la relacion que existe entre memoria
latente y los prejuicios que tenemos respecto
al sexo, la raza y las minorias. Aunque no
seamos concientes de albergar estereotipos,
una vez activados ejercen una poderosa in-
fluencia sobre nuestro juicio. No hay duda que
al establecer juicios de valor entramos sobre
una linea bien difusa de la ética y lamentable-
mente para muchos los genes no seran el
argumento sobre el cual nos escudaremos
para resolver los problemas sociales que pa-
decemos.

Es solo a través de la comprension de las le-
yes y el conocimiento integral de lo humano
como individuo y especie que lograremos
estar en un mundo mas justo, mas libre y mas
fraterno.
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