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RESUMEN

En esta tesis se presentan los resultados del estudio del progreso de la infeccion
en dos mellizos nacidos de una madre infectada por el virus de la inmunodeficiencia
humana. Para ello se determinaron distintas propiedades de la respuesta inmune y de
los virus aislados de cada mellizo. Los resultados obienidos indicaron diferencias
importantes en la respuesta inmune sérica y en los virus presentes en cada mellizo.

Los niveles de anticuerpos contra diferentes proteinas virales y péptidos sintéticos
de estas proteinas fueron distintes en ambos nifios y variaron a través del tiempo, siendo
los titulos generalmente mayores en uno de ellos. Se obtuvieron un fotal de 7 aislados
virales de cada nifio durante el periodo de seguimiento. El progreso de la infeccién se
reflejé en el aumento de la infectividad in vitro, expresada por la rapidez de generacién
de antigeno viral en los cuitivos, y en la presencia de virus infectivo en plasma. El
progreso de acuerdo a estos pardmetros fue mas rapido en uno de ellos y se
correlaciono con la disminucion de células T CD4+ y la presentacidn de cuadros clinicos.

Los virus aislados de cada mellizo a los 4 afos 9 meses se compararon por la
secuencia nucleotidica de la region V3 de gp120. El andlisis por homologia de las
secuencias mostré una relacion entre los virus aislados de cada mellizo menor a la
esperada. La homologia observada entre virus -de los meliizos no fue superior a la gue
presentaron con un aislado prototipo de Norteamérica, con el cual no hay una:relacién
epidemioldgica. Sin embargo el analisis comparando el-grade de diferencias sindnimas,
gue no estan sometidas a la presién selectiva del sistema inmune, indicé una relacién

filogenética mas estrecha entre los virus de los mellizos. Esto sugiere que, de acuerdo

b
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a lo esperado, ambos nifios fueron infectados con una poblacion similar pero estas han
divergido debido a una fuerte presidn selectiva hacia sustituciones no-sinénimas, ejercida

probablemente por el sistema inmune de cada uno.



SUMMARY

This thesis deals with the progression of the infection in a pair of twins born to a
mother infected with the Human Immunodeficiency Virus. Different properties of the
immune response and virus in each twin were determined. The results obtained indicated
important differences in the seric immune response and in the virus present in each twin.
The antibody levels against viral proteins and synthetic peptides were different between
twins and varied along the time. The level was consistently higher in one of them.

A total of 7 isolates were obtained from each child during the follow-up. The
progression was noticed by an increased in vitro infectivity, indicated by a faster viral
antigen generation in culture, and by the appearance of infective virus in plasma.
Progression, as indicated by viral isolation, T CD4+ cell level and clinical symptoms was
faster in one of the twins.

The isolated virus from each twin at the age of 4 years and 9 months, were
compared by their nucleotide sequences:of the V3 region of gp120 gene. Unexpectedly,
the homology observed between the isolates from each twin was similar to the homology
observed between each isolate with a North-american prototype virus. However,
comparison of the synonymous differences, which are not subjected to immune response
selective pressure, showed a close filogenetical relationship between isolates from the

twins. This last observation suggests that, as expected, both children were infected by

a similar viral population but this have diverged due to a sirong selective pressure in to

non-synonymous replacement probably carried out by the immune system.




INTRODUCCION

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida, SIDA, es una enfermedad de
aparicion reciente causada por el virus de la inmunodeficiencia humana, HIV, y constituye
el resultado final de la infeccidn con este microorganismo. Este virus pertenece a la
familia Retroviridae, subfamilia Lentivirus. Dicha clasificacién esia basada en la
morfologia del virion, el tipo de genoma y su organizacion, como también en sus
caracteristicas patogénicas. Los virus animales clasificados en esta subfamilia, como son
el virus visna, el virus de la anemia infecciosa equina y el HIV entre otros, causan
enfermedades que presentan un largo periodo de incubacion, estableciendo infecciones
persistentes que inducen enfermedades progresivas y degenerativas lentas (1).

La estructura del virion esta conformada por una envoitura de naturaleza lipidica
en la cual se encuentran insertas dos glicoproteinas virales, gp120 y gp41, la primera
involucrada en los eventos de adsorcion del virus a la célula y la segunda en el proceso
de fusion de la envoltura viral con la membrana de la célula.huésped. La cara interna de
la envoltura viral esta cubierta por la proteina de la matriz p17, que ayuda a maniener
la integridad de la estructura del virién. La nucleocépside o nuclecide, esta constituida
por la proteina p24 y encierra al genoma compuesto por dos hebras de RNA dela misma
polaridad, no complementarias, al cual se encuentran asociadas las enzimas requeridas
para la transcripcidn en-reverso y la integracién del gerioma viral (complejo transcriptasa
reversa, integrasa, proteasa y ribonucleasa H) y las proteinas de la nucleocapsids, pé
y p9. El genoma de HIV-1 tiene un tamario de 9.8 kb y al igual que otros retrovirus,

contiene dos extremos repetidos o regiones LTR, flanqueando los tres genes
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estructurales gag, pol y env, que codifican para las proteinas de la matriz y la
nucleocapside, las enzimas virales y las glicoproteinas de la envoltura respectivamente.
Otros seis marcos de lectura abierto estan localizados en el genoma: los genes que
codifican para las proteinas regulatorias Tat, Rev y Nef y también para las proteinas
accesorias Vif, Vpr y Vpu. La regulacién de la expresion viral involucra la interrelacion de
la mayoria de estas proteinas virales (2,3).

La glicoproteina de envoltura gp120, interactia con la molécula CD4 que se
encuentra en la membrana de diversas células del sistema inmune. Las células derivadas
de la médula ésea, que expresan este marcador en su superficie, son el blanco principal
del virus. La infeccion in vivo ha sido demostrada en linfocitos T ayudadores, monocitos-
macréfagos, células dendriticas en los ganglios linfaticos y células de la microglia en el
cerebro. Sin embargo, diversas células que no presentan esta molécula en la membrana
como son células gastrointestinales, pulmonares y renales, son también susceptibles a
la infeccién por el virus, o que permite especular otro tipo de interaccion para el ingreso
de HIV-1 a la célula huésped.

La adsorcion del virus es seguida por la fusién entre la envoltura viral y la
membrana celular; proceso en que esté involucrada la glicoproteina gp41, permitiendo
la penetracion de la particula wiral al interior de la célula. Una vez que el virién ha
ingresado a la célula se producen una serie de eventos que dan cuenta de la produccion
de DNA viral a partir del RNA gendmico, mediante la actividad de la enzima transcriptasa
reversa, el cual posteriormente se integra al genoma celular qguedando como provirus (4).

Aunque HIV-1 in vitro puede infectar tanto células T CD4+ quiescentes o

activadas, su habilidad para replicar es dependiente del estado de activacion celular (5).
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La infeccion por HIV-1 constituye una enfermedad crénica caracterizada por un
deterioro progresivo del sistema inmune. El curso normal de esta infeccion involucra una
infeccién primaria o aguda, seguido de un largo periodo de latencia clinica sin sintomas
y finalmente de una fase sintomdtica caracterizada por signos constitucionales,
alteraciones neuroldgicas, infecciones oportunistas y neoplasias (6).

Durante la infeccién primaria la respuesta inmune del individuo es capaz de
controlar la infeccién y destruir la mayoria de las células infectadas, como tambien las
particulas virales libres en circulacién. Sin embargo, una proporcion de células infectadas
escapa a la respuesta inmune del huésped y se establece una infeccidon cronica,
fundamentalmente a nivel de ganglios linfaticos. Posterior a [a infeccion primaria,
diseminacion viral, aparicion de anticuerpos anti HIV-1 y una aparente cesacion de [a
replicacion viral, la mayoria de los individuos infectados entra en un periodo de latencia
clinica o asintomatico que en promedio dura 8 afios. Sin embargo, durante este periodo
se produce un deterioro gradual del sistema inmune, manifestado principalmente por una
deplecién progresiva del nimero de células T CD4+ perisféricas (6,7,8). Es importante
considerar-que la medicién de provirus en células sanguineas perisféricas no refleja la
totalidad de la carga viral del individuo infectado. Esto debido-a que los 6rganos linfoides
constituyen el sitio de mayor replicacién viral y son en consecuencia, un reservorio de
virus dentro del individuo. Los mecanismos que llevan a la disminucion de las células
CD4+ no estan completamente aclarados y aunque el virus. por si mismo tiene un rol
directo e indirecto en el proceso citopatoldgico, ofros mecanismos como apoptosis,
fendmenos autoinmunes, de anergia y estimulacién por superantigenos se han pianteado

para explicar este hecho (1,8). -

; .
1 . g :
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El curso de la infeccién por HIV-1 presenta diferencias respecto al periodo de
incubacién o de latencia clinica, presencia de antigeno viral en plasma, recuento de
linfocitos TCD4+, signos y sintomas del desarrollo de la enfermedad, etc. La variacion
entre los individuos en relacién a su respuesta inmune como también, las diferencias en
los virus podrian explicar esta situacion. Al igual que los adultos, los nifios con infeccion
perinatal por HIV-1, exhiben diferencias en la presentacion clinica; mientras algunos
desarrollan SIDA dentro de los primeros meses de vida, otros permanecen asintomaticos
o presentan sintomas esporadicos durante varios afios (9).

Las tres principales vias de transmisién de la infeccion por HIV-1 son la sangre
y hemoderivados, el contacto sexual y la transmisién vertical de. madre a hijo.
Actualmente el contacto sexual y particularmente heterosexual, es el medio mas comun
de contagio de la infeccién por HIV. Esto se ha traducido en que la proporcién de nuevos
casos en mujeres haya aumentado de manera importante y consecuentemente, el riesgo
de transmisidn vertical (10,11,12). Esta puede ocurrir antes, durante o-posterior al parto,
sin embargo, ha sido dificil precisar la contribucién de cada una de esas rutas en la
transmision vertical (13,14,15,16,17). - )

Hay observaciones clinicas que sefialan que el 20-30% de los nifios infectados por
HIV-1 manifiestan sintomas-de infeccién duranie los primeros meses de vida, lo que es
compatible con una infeccion intrauterina (15). Por otra parte, la deteccion de virus por
aislamiento in vitro en células linfoides o mediante la técnica de reaecion de polimerasa
en cadena (PCR), desde muestras de sangre de corddn o al parto en nifios nacidos de
madres infectadas, proveen evidencias adicionales en relacion a la transmision

intrauterina de este virus (15).
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Factores tanto del virus como de la madre se han asociado con un incremento del
riesgo de transmision perinatal. Entre ellos estan una disminucién en el recuento de
linfocitos CD4, un aumento en la carga viral, una pérdida de anticuerpos neutralizantes
frente a los aislados de HIV, la presencia de sintomas clinicos durante el embarazo,
modalidad de parto, lactancia materna, etc.

Se han realizado numerosos estudio;c. para estimar el riesgo de transmisién de la
madre infectada al nifio. Los primeros sefialaron cifras tan altas como 65%, sin embargo,
consideraban a una poblacién de mujeres clinicamente sintomaticas al momento del
parto. Debido a que estos estudios no eran representativos de la poblacion totai de
mujeres infectadas por HIV-1, muchas de las cuales son asintomaticas durante la
gestacién y- el parto, sobreestimaron el riesgo de transmision vertical. Trabajos
posteriores, que consideraron una poblacion de estudio mas representativa, mostraron
tasas menores, con un rango entre 14 y 45%, dependiendo del pais en estudio (18,19).
Estas diferencias geograficas observadas en las tasas de transmision vertical pueden
obedecer a diversos factores, como severidad de la infeccion en las madres, genotipo
y fenotipo de las variantes virales circulantes en el area geografica, incidencia de
enfermedades de transmision sexual, frecuencia de lactancia materna, etc. (19).

El diagnostico precoz de la infeccion por HIV-1 en nifios nacidos de madres
infectadas es importante ya que permite establecer un manejo clinico adecuado. A

diferencia de la infeccion: en individuos adultos, en los cuales el diagnéstico se

basa en la deteccion de anticuerpos especificos contra el virus, en nifios recién nacidos

la deteccion de estos anticuerpos no constituye certeza de infeccién, debido a la

presencia de IgG materna (1,18;19). Esta situacion dificulta la realizacion de un
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diagnostico precoz y certero, ya que estos anticuerpos pueden persistir en el nifio
durante varios meses, lo que hace necesario emplear otras técnicas diagnosticas para
precisar la infeccién. Debido a que la inmunogiobulina A (IgA) no atraviesa la placenta,
la deteccién de estos anticuerpos en el suero del recién nacido confirma la infeccion con
el virus (20). Por otra parte se puede determinar la produccion de anticuerpos especificos
anti HIV-1 en cultivos in vitro de linfocitos de sangre perisférica del nifio, mediante el uso
de mitégenos de linfocitos B {21). Sin embargo, tanto este método como la deteccion de
IgA requieren de mayores estudios para su estandarizacion.

Oftras técnicas diagnésticas mds adecuadas para detectar la infeccién en el recién
nacido son el aislamiento viral, la deteccidn d.e antigeno p24 y también de RNA viral o
provirus mediante la técnica de reaccién de polimerasa en cadena, PCR.(22,23,24,25).
Estos diversos métodos diagndsticos permiten evidenciar cambios en diferentes
marcadores, que se correlacionan con un progreso de la infeccién por HIV. HIV-1, al
igual que otros Lentivirus, esta sujeto a variabilidad genética durante su ciclo replicativo.
Estas variantes se generan por los errores que ocurren durante la transcripcion en
reverso. Dicha variabilidad es probablemente un factor importante en la capacidad del
virus de escapar a la respuesta inmune del individuo y persistir en él, infectando cada
vez mas células linfoides hasta provocar el SIDA. Otros factores como la duracién de la
infeccion, presion del sistema inmune del huésped, estado de [a enfermedad y el uso de
terapia antiviral pueden contribuir al grado y velocidad de‘la variacion genética del virus.

Aislados virales-obienidos en lugares geograficos diferentes son mas divergentes
que aquellos obtenidos en una poblacién de &rea geogréfica definida. Por otra parte,

pacientes infectados con virus proveniente de una fuente comin, como es el caso de

-
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hemofilicos infectados con hemoderivados contaminados con la misma variante de HIV-1,
contienen virus que son mas relacionados entre si que respecto a virus de la poblacion
general. Ademas la variacion dentro de un mismo paciente, observada por los cambios
a través del tiempo, generan variantes relacionadas dentro de un mismo aislado inicial
(26).

La variabilidad antigénica de HIV-1 se refleja en la respuesta de anticuerpos
neutralizantes del paciente frente a sus propios virus. La respuesta de anticuerpos
neutralizantes es importantie ya que generalmente se considera como una respuesta
inmune protectiva. AGn cuando el virus que replica durante la infeccion primaria es
aparentemente clonal-o muy similar, debido a la baja fidelidad de la enzima transcriptasa
reversa viral, una poblacion de provirus genéticamente distintos se desarrolla
gradualmente. Estas poblaciones virales relacionadas entre si son llamadas cuasi-
especies (26,27). Esto involucra que un mismo individuo puede contener una enorme
variedad de provirus diferentes, que son un reservorio de variantes virales con distintas
propiedades bioldgicas.

No todas las regiones del genoma viral varian a la misma velocidad a través del
tiempo. Entre los genes estruciurales del virus, el gen de la envoltura env, exhibe el
mayor grado de diversidad genética a diferencia del gen gag, por ejemplo, que codifica
para proteinas de la cépside y esta sometido a mayores restricciones (28). El analisis de
estas variaciones involucra la comparacién de multiples secuencias que abarcan una o
mas regiones del genoma viral,

La distribucion de la diversidad en el gen env no es uniforme, como se evidencia

por la presencia de dominios conservados y variables dispersos en |a glicoproteina gp120
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(29). El loop V3, que corresponde a una regién de 32-35 aminoacidos que esta entre 2
residuos de cisteina aliamente conservados y forma parte de la tercera regién variable
(V3) de la glicoproteina gp120, ha sido identificado como el principal determinante de
neutralizacién de HIV-1 (30). El andlisis de la secuencia que codifica para este dominio,
en diferentes aislados obtenidos durante el transcurso de la infeccidn, permite observar
los cambios producidos a través del tiempo. Dichas variaciones pueden también ser
evidenciadas por cambios en las propiedades biolégicas o fenctipicas de los virus in vitro
como son la velocidad de replicacion, tropismo celular, citopatogenicidad, capacidad de
formar sincicios, etc. (31,32).

Aislados de HIV-1 muestran distintos comportamientos bioldgicos de acuerdo a la
severidad de la infeccion en el individuo. Virus de pacientes asintomaticos replican lenta
o ineficientemente en cultivos de PBMC. Intentos para propagar estos virus en lineas
celulares CD4+ usualmente fallan o resultan en una replicacion transiente. Estos aislados
se denominan "slow-low". En cambio, virus de pacientes con severa inmunodeficiencia
replican rapida y eficientemente en PBMC como en lineas celulares linfoides. Estos
aislados se denominan "rapid-high". Dentro de un cultivo de PBMC, células infectadas
con virus que replican lentamente contienen bajos niveles de RNA viral, mientras que
células infectadas con virus que replican rapidamente contienen altos niveles. Entonces,
la replicacién de virus:"slow-low" y "rapid-high” puede ser distinguida a nivel de la-célula
sugirirendo [a presencia de restricciones sobre la replicacion viral-a nivel transcripcional.
Estos dos grupos de virus pueden también distinguirse por el tipo de efecto citopatoldgico

inducido en PBMC cultivados in vitro. Virus "rapid-high" inducen la aparicién de sincicios

en gran cantidad, en cambio cultivos infectados con virus "slow-low" muestiran signos de
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muerte celular y ausencia de efecto citopatico evidenciado por la induccién de sincicios
(33,34).

Intentos para mapear las propiedades bioldgicas de HIV-1 en el genoma viral,
sugieren que las proteinas de envoltura juegan un rol importante tanto en la
determinacién de la capacidad replicativa como citopatica del virus. En particular
variaciones dentro de la regién V3 de la proteina de envoltura gp120 determinan tropismo
por distintas células como macréfagos o linfocitos T CD4 y en algunos casos,
sustituciones de aminoacidos en esa region han sido relacionadas con la habilidad del
virus para crecer en diversas lineas celulares (35).

Por otra parte, los aislados virales que replican rapidamente in vitro, contienen
secuencias V3 con un mayor niimero de aminoacidos con carga positiva que aquellos
que replican lentamente. Las diferencias en las cargas pueden ser atribuidas a la alta
variabilidad de los aminoacidos ubicados a ambos lados del loop V3. Estas sustituciones
pueden resultar en cambios en la estructura secundaria del loop V3 y se ha sugerido que
esos cambios conformacionales podrian influenciar el fenotipo del aislado de HIV-1 (36).

La carga viral-detectable en plasma y en linfocitos T circulantes mediante PCR,
tiende a incrementarse con el progreso de la infeccion. Junto a este aumento de la carga,
generalmente se observa una variacion en el tropismo celular de los virus, cambiando
de aislados monocitotrépicos y de lento crecimiento a aislados de rapida replicacién y
que crecen faciimente en lineas linfoides in vitro. Estas dltimas son variantes que a
menude inducen-fusién celular, dando origen a sincicios ¢ policariccites. De manera
similar, estos aislados virales han sido detectados en algunos individuos durante la

infeccién aguda previo a la seroconversion. Por lo tanto, el fenotipo del aislado viral de

mn ¢ B et N N
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un paciente puede correlacionarse con la severidad de la infeccion en ese individuo y
constituye un marcador del progreso de ésta (37).

Como se menciond anteriormente, durante la infeccién aguda con HIV-1, previo
a la seroconversion, la poblacién viral es relativamente homogénea a nivel de ia
secuencia de V3 en cada individuo (38). Estudios realizados en infecciones por HIV-1 en
parejas sexuales o en binomios madre-hijo sugieren una transmision selectiva de
variantes con secuencias Unicas. Se ha observado que madres que contienen virus
circulantes con el fenotipo "rapid-high” durante la gestacion tienen un mayor riesgo de
infectar a sus hijos que aquellas que presentan virus "slow-low", lo que sugiere que el
fenotipo del aislado prevalente puede influenciar su transmision vertical (39). Sin
embargo, nifios nacidos de madres con aislados "rapid-high" pueden contener variantes
"slow-low" como también "rapid-high”.

Otros estudios de transmision entre madre-hijo sefialan que las secuencias de
aminoacidos de la region V3 de los virus de las madres mostraron un imporiante grado
de heterogeneidad, en cambio las secuencias de los nifios, a los 4 meses de edad,
fueron homogéneas (40,41). Esto concuerda con otros hallazgos previos y sugiere que
un unico genotipo es transmitido o bien que se produce una seleccion del erecimiento de
ciertos genotipos durante la infeccién primaria (42).. .

En-esta tesis se determiné la variacion tanto en la respuesta inmune como en el

virus, durante el progreso de la infeccion en dos mellizos infectados, hijos de madre

seropositiva, La determinacion de estos parametros permitié ademas contar con

elementos importantes para 1a decision de instaurar un manejo clinico adecuado.

H
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MATERIAL Y METODO

1. Niveles de anticuerpos frente a diferentes proteinas virales
1.1. Técnica de LiaTek

Para determinar la reactividad de los sueros de estos nifios frente a diferentes
proteinas virales y péptidos, se usd el kit comercial LiaTek HIV 1+2 (Organon Teknika,
Turnbout, Holanda) segln las instrucciones del fabricante. Esta técnica inmunoenzimatica
contiene tiras de nitrocelulosa con proteinas recombinantes y péptidos sintéticos de HIV-1
(p24, p17, gp41 y p31) y un péptido sintético de HIV-2 (gp36). Ademas de los antigenos
de HIV, las tiras contienen tres lineas de control de inmunoglobulina G (lgG) humana y
una linea control de IgG anti-humana.

La tira de nitrocelulosa se incubd en 1 ml de una dilucién 1:100 de la muestra de
suero o plasma, por 1 hora con agitacién a temperatura ambiente. Luego de lavar 3
veces, se incubd en 1.ml de la solucién con el conjugado (IgG anti-humana marcada con
fosfatasa alcalina diluida 1:100) durante 30 minutos con agitacion a temperatura
ambiente. Posterior al lavado, se agregd 1 ml de la solucién con el sustrato (bromo-cloro-
indol-fosfato en dimetilformamida diluido 1:100) y se-incubd a temperatura ambiente por
30 minutos con agitacion. Luego de eliminar la solucion con-el sustrato, se adiciond 1 mi
de la solucién de detencion (acido sulfurico 0.1 M) y se incubd por 30 minutos, dejando

secar posteriormente-las tiras.

o
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2. Aislamiento viral mediante cocultivo de células mononucleares de sangre

perisférica (PBMC).

2.1. Separacién de los PBMC desde las

muestras de sangre

En la separacion de los PBMC se usaron protocolos descritos (43). A partir de 2

bolsas de sangre, provenientes de donantes seronegativos, se procedio a separar las

células sanguineas empleando para ello una gradiente de densidad (Histopaque 1077,

Sigma Chemical Company). Para esto se ¢

oloco en un tubo cénico de 50 ml (Nunc), 10

ml de Histopaque y se agregd lentamente 2(') ml de sangre. Luego de centrifugar a 300xg

por 30 minutos, se colectd la fraccién enriquecida en PBMC y se lavd dos veces con

medio RPMI (Sigma Chemical Company) adicionado de 10% de suero bovino fetal (SBF;

GIBCO BRL), 100 Ul de penicilina/ml yg100 pg de estreptomicina/ml (medio de

crecimento). Las células fueron sembradas a una concentracion de 1x1 0%/ml en medio

de crecimiento adicionado de 2 pg de poiibreno/ml (Sigma Chemical Company) y 2.5 pg

de fitohemaglutinina/m! (PHA, Difco} y se i

activacion celular. Posteriormente los PBIW

suero y las células de ambos donantes se

crecimiento adicionado de 2 pg de poiib

Boehringer Manheim).

4

2.2. Cocultivo de los PBMC
Para realizar el cocultivo se mezclaron 5

5x10° PBMC del paciente infectado. La sep,

ncubaron a 37°C por 3 dias para permitir la
C se lavaron dos veces con medio RPMI sin
mezclaron y se resuspendieron en medio de

reno/ml y 20 U de interleukina 2/mi (IL-2,

x10° PBMC activados de donantes sanos con

aracion de los PBMC a partir de muestras de

sangre de! paciente infectado se realizé de la misma manera a la descrita en el punto




2.1., con la diferencia de que estas células
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no fueron activadas in vifro con PHA, sino

que fueron cocultivadas directamente luego de la separacion. Las céiulas fueron

mantenidas en frascos de cultivo de 25

adicionado de polibreno e IL-2, e incubado

cm? con 10 ml de medio de crecimiento,

a 37°C por 30 dias. Dos veces a la semana,

se cambi6 el medio de cultivo, guardando el sobrenadante a 4°C hasta la deteccion de

antigeno viral. Los cocultivos fueron observa

la presencia de efecto citopatico (ECP) car:

2.3. Infeccién de PBMC con sobrenadan

Para la infeccién se incubaron 5x10° P
durante 1 hora a 37°C. Luego de lavar las
resuspendieron en-10 mi'de medio de-creci
concentraciones antes sefialadas y se sem
cm2. El medio se cambié dos veces por se

de antigeno viral. Al igual que en el punto

dos diariamente al microscopio para detectar

acteristico.

te de cultivos positivos o con plasma

BMC con 0.5 ml de sobrenadante o plasma
células dos veces en medio de cuitivo, se
miento adicionado de polibreno e IL-2 en las
braron en frascos de cultivo plasticos de 25
mana y se guardo a 4 °C hasta la deteccién

2.2., los cultivos fueron mantenidos por 30

dias, siendo observados al microscopio diariamente para detectar la presencia de ECP.

2.4. Deteccion de antigeno viral en los
mediante una-técnica inmunoenzimaéatica

Para la deteccion de antigeno viral

sobrenadantes de los cultivos celulares

se empled la técnica inmunoenzimatica

(Vironostika HIV Antigen, Microelisa system, Organon Teknika) que se usd segun las

intrucciones del fabricante. Brevemente, se

agregaron 50 ul de una solucién de NP-40

en cada pocillo y-iluego 200.ul del sobrenadante a testear. En cada ensayo-se incluyd un
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control negativo, que correspondio al medic de cultivo utilizado para crecer las células
y un control positivo que viene en el kit comercial empleado. Luego de incubar la

microplaca a 37°C por 1 hora, se lavaron los pocillos cuatro veces con la solucion de

lavado y luego se agregd 200 pl del conjugado (anticuerpo anti HIV-1 marcado con

peroxidasa). Posterior a una incubacion de 1 hora a 37°C, se lavo cuatro veces y se

agreg6 200 pl de la solucién que contenia el sustrato cromégeno (tetrametilbencidina).

Después de incubar por 30 minutos a temperatura ambiente, se detuvo la reaccion con

50 pl de Aacido sulfdrico 2N y se determind la absorbancia a 450 nm en un

espectrofotémetro. En base a lo sefialado por el fabricante, se calculé el "cut-off” lo que

permitié determinar los sobrenadantes positivos y negativos.

3. Determinacion del comportamiento biologico de los aislados virales

Para determinar el fenotipo de los aislados obtenidos, se infectaron 5x10° PBMC
activados con 1 ml de sobrenadante de los diferentes aislados virales. Luego de detectar
la produccién de antigeno viral, se realizd| cocultivo con las lineas celulares linfoides
CEM, Jurkat-tat y MT-2. Para esto se mezclaron 1x10° de los PBMC infectados con

3x10° células de cada linea celular y los cultivos fueron mantenidos durante 30 dias con

cambio de medio de crecimiento sin IL-2 do
infeccién fue realizada por la observacion
ECP y la determinacién de la produccion

cultivos infectados mediante la técnica de in

s veces por semana. La determinacion de la
microscopica para detectar la presencia de

de antigeno en los sobrenadantes de los

munoenzimatica descrita en el punto 2.4, Los

aislados virales capaces de crecer en PBMGC y en la linea Jurkai-tat son clasificados

como "slow/low", mientras que los aislados

A b

gue replican en al menos otra linea celular




T

18

adicional, como CEM o MT-2, se clasifican como "rapid/high” (33,34).

4, Amplificacion del DNA mediante reaccién de polimerasa en cadena (PCR)
4.1. Extraccion del DNA desde células mononucleares perisféricas (PBMC)

Para la extraccion del DNA desde las células infectadas se empleé el protocolo
descrito (44). Se resuspendieron alrededor de 5x1 0° PBMC en 200 p! de medio RPMI sin

suero y se incubaron con 400 pl de solucién de lisis (0.02 M Tris pH 7.8, 0.15 M NaCl,
0.025 M EDTA y 1% SDS) y 40 pl de proteinasa K (5 mg/mi) durante toda la noche a

37°C. Posteriormente se agregé 750 pl de fenol saturado con 1 M Tris pH 7.5, se agité
y se centrifugbé a 300xg por 5 minutos; la fase acuosa se transfirid a un nuevo tubo y se

agreg6 750 pl de cloroformo, agitandose y centrifugdndose nuevamente a 300xg por 5

minutos. A la fase acuosa resultante se agrego 2 volumenes de etano! absoiuto frio y
1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.5 y se mantuvo a -20°C durante la noche.
Al dia siguiente se centrifugé a 3.000xg por 10 minutos a 4°C, se elimind el

sobrenadante, se secé el precipitado al vacio y se resuspendié en 125 ul de TE (0.01 M

Tris, 0.01 M EDTA, pH 7.5). Posteriormente se cuantificé la cantidad de DNA midiendo

la absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotémeiro.

4.2. Reaccion de amplificacion del DNA

La reaccién se realizé en un volumen total de 26 pl de mezcla que contenia
aproximadamente 0.25 pg de DNA, 10 mM Tris pH 8.3, 50 mM KCl, 2.5 mM MgCl, 0.02%
gelatina, 0.225 mM de 9agfa nucleétido (ATP,CTP,GTP y TTP), 0.1 uM de cada partidor
y 0.3 U de Tagq polimerasa (Perkin Elmer Cetus).

Previo a la amplificacion, las muestras se hirvieron durante 5 minutos en un bafio

o -




19

de agua, se enfriaron en hielo por 2 minutos y se centrifugaron a 2.000 rpm por 20

segundos. En cada tubo eppendorf de 0.5 ml, que contenia 13 pl de la mezcla de
reactivos, se agregd 13 pul de la muestra d1xDNA a amplificar y 75 pl de aceite mineral.

L.a reaccion de amplificacion fue realizada en un termociclador Ericomp (San Diego,
California) empleando un programa de 38 ciclos. Cada ciclo constaba de Io siguiente:
15 segundos de denaturacion a 94°C, 30 segundos a 58°C para el apareamiento y 30
segundos a 72°C para la elongacion, salvo en el dltimo ciclo donde la elongacion demora
10 minutos.

Para la ampilificacién de la secuencia del gen pol, se emplearon los partidores
ADP813-814 (MRC AIDS Reagent Project, Herts, UK) que corresponden a los partidores
P3-P4 descritos por Laure et al. (45). De acuerdo a esios partidores el producto
amplificado tiene un tamafio esperado de 308 pares de bases.

Para la amplificacién de la regién V3 del gen env se usaron los partidores 3-KSlI
y 5'-KSI descritos por Goudsmit et al. (45). De acuerdo a los partidores usados, el
producto amplificado tiene un tamario esperado de 319 pares de bases. Los fragmentos
usados en los ensayos de clonamiento fueron ampllflcados con partidores de la region
V3 del gen env, en cambio, para determinar la carga wral se emplearon los partidores
del gen pol.

La visualizacidn del producto ampiificado de tamario especifico se realizé mediante
electroforésis en geles de poliacrilamida tefiidos con nitrato de plata (47), comparando
la migracion ¢on un estandar de pesos moleculares adecuados,

Para ‘el clonamiento se realizd reamplificacién del producto amplificado

inicialmente, en un volumen total de 100 ul de mezcla de reaccién, de manera de
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contar con una cantidad de DNA adecuado para los ensayos. El producto amplificado fue
purificado, previo al clonamiento, en geles de agarosa al 2% en TBE (0.089 M Tris, 0.089
M &cido bérico y 0.002 M EDTA) adicionado de bromuro de etidio para visualizar su
migracién. Para extraer el DNA del gel, se cort6 un trozo de agarosa frente al carril de
migracién el cual se llené de TBE y se esper6 que la banda cayera al pocillo para sacar
la solucién amortiguadora junto con el DNA. Posterior a la extraccién con fenol y
cloroformo y la precipitacién con etanol, el precipitado se resuspendio en agua destilada
estéril y se realizé una nueva electroforésis en un gel de poliacrilamida para cuantificar

la cantidad de DNA recuperada.

4.3. Determinacion de la carga viral

Para esto previamente se extrajo el DNA de los PBMC como se sefiald
anteriormente y se cuantifico la concentracion en un espectrofotometro. Posteriormente
se hicieron diluciones seriadas del DNA ( 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, etc.) y se realiz6 la
amplificacion empleando los partidores del gen- pol descritos anteriormente.
Posteriormente, basado en el nimero de células usadas y las diluciones realizadas, se

calculé el nlimero de provirus por célula.

5. Clonamiento de los productos amplificados por PCR

Los fragmentos amplificados fueron clonados usando el fage M13 como vector,
empleando para ello el kit comercial M13 Cloning (Bethesda Research Laboratories).
Este método permite evidenciar la presencia de transformantes por la simple observacién

de colonias claras respecto de aquellas que no contienen el inserto, que producen

- ~ - L -
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colonias azules. La produccién de colonias azules se debe a la actividad B-galactosidasa,
que en presencia de IPTG (Isopropiltio-B-D-galactésido) y Bluo-gal da origen a placas de

ese color, en cambio, la insercion del fragmento amplificado en el sitio de multiple
clonamiento del DNA del fago (regi6én entre los sitios Eco R1 y Hind !ll, 6.286 y 6.235 pb
respectivamente), anula la actividad de la enzima y en consecuencia la produccion de

placas azules, dando origen a placas claras.

5.1. Digestién del DNA del vector con endonucleasas de restriccion

El DNA RF de M13mp18 fue digerido incubando 2 ng del DNA con 10 U de la

enzima EcoR1 y 20 U de Hindlll en tampén de reaccion 3 provisto por el kit (en este
tampén Hindlll presenta un 50% de actividad en relacion al tampdn recoméndado por
el fabricante, por lo que se usd_ el doble de concentracion de la enzima) y agua destilada
estéril en un volumen total de 20 pl, durante 1 hora a 37°C. La digestion se verificd
comparando la migracion con el DNA RF del vector no cortado en un gel de 1% agarosa

en TBE. Si la digestion era completa, se agregé 3 ul de 0.25 M EDTA y 27 ul de agua

destilada estéril para detener [a reaccién y se realizé la extraccion y precipitacion con

etanol como se menciond anteriormente.

5.2. Ligamiento de los fragmentos amplificados

En la reaccion de ligamiento se usaron 10 ng de DNA del vector linearizado (2
fmoles de DNA), aproximadamente 0.8 ng del fragmento (4 fmoles de DNA), 1 U de la
enzima (DNA ligasa del fago T4), tampdn de reaccion de la ligasa y se llevé a un

volumen final de 5 pl.con agua destilada estéril. Luego de incubar a 15°C por 12 horas,

B : .
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la reaccion se detuvo agregando 2 pl de 0.25 M de EDTA y 18 ul de agua destilada.

5.3. Preparacion de las células competentes

No se usaron las bacterias que vienen en el kit comercial (E. coli JM 101y 107) sino
que la cepa E. coli JM 105; esto debido a que la eficiencia de obtencion de
transiormantes fue mucho mayor con esta cepa que con las que vienen en el kit
comercial.

Para esto se inoculd 1 ml de medio YT (8 g/l de peptona, 5 g/l de extracto de
levadura y 5 g/t de NaCl pH 7.5) con una colonia de la bacteria y se incubé a 37°C con
agitacion, durante la noche. Se realiz6 una dil_ucién 1:100 en medio YT y se crecié con
agitacion a 37°C hasta alcanzar una absorbancia de 0.4-0.5 a 550 nm. Posteriormente
las bacterias se centrifugaron a 2.500 xg durante 15 minutos a 4°C. Luego de descartar
el sobrenadante, las células se resuspendieron, en la mitad del volumen original, en 50
mM CaCl, y se incubaron en hielo por 30 minutos. Después de centrifugar a 2.500 xg
durante 15 minutos a 4°C, se desacarid el sobrenadante y las bacterias fueron
resuspendidas, en 1/10 del volumen original, en una solucion 50 mM de CaCl,

5.4. Transformacion de las células competentes

Se tomaron 300 pl de:las células competentes, se agregé 25 pl de la mezcla de

ligamiento.y :se incubd en hielo durante .30 minutos. Posteriormente se incubaron a 42
°C durante. 2 minutos y. se mezclaron con 200 ul de una suspension de bacterias en
crecimiento logaritmico (durante 3. horas a 37 °C). Esta mezcla se adicioné a 3 ml de

agar blando YT mantenido liquido a 42 °C que contenia 10 pl de 100mM IPTG y. 50 ul

4
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2% Bluo-gal y fue vertido sobre una placa de petri antes de que solidificara. Luego se
incubd a 37 °C durante la noche y al dia siguiente se observaron para ver la aparicion

de los recombinantes.

6. Secuenciacian de los fragmentos amplificados por PCR
6.1. Preparaciéon del DNA RF

Para esto se crecid una colonia de E. coli JM105 en 1 ml de medio YT durante
la noche, con agitacion a 37°C. Al dia siguiente, se diluyd a 1:50 en medio YT y se crecid
en agitacién a 37°C hasta alcanzar una absorbancia entre 0.4-0.5 a 550 nm. Se tomaron
5 ml de esta-suspension y se inoculd con una placa clara, creciéndose a saturacion.
Posteriormente se centrifugd a 10.000xg por 3 minutos y el precipitado se resuspendio

en 100 pl de solucidon GTE (glucosa 50 mM, Tris-Cl 26 mM pH 8.0 y EDTA 10 mM),
incubandose por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se adiciond 200 pl

de una solucién NaOH/SDS (NaOH 0.2 My SDS 1%) y se incubo por 5 minutos en hielo.

Después se agregd 150 pl de una solucién de acetato de potasio 5 M pH 4.8 y se dejo

en hielo por otros 5 minutos. Luego de centrifugar a 14.000 rpm por 5 minutos, se
transfirié 0.4 ml del sobrenadante a un tubo nuevo, se agrego 0.8 ml de etanol 95% y se
dejé toda la noche a -20°C.

Al dia siguiente se centrifljngé a 10.000xg rpm por 10 minutos y el
precipitado se lavé con 1 rﬁl de etanol 70% y se secd al vacio. El precipitado se

resuspendio en 30 pi de tampdn TE y se usaron 3 pl para visualizar la migracion del

DNA en un Qel de agarosa al 1% en TBE.
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6.2. Preparacion del DNA de simple hebra

Con el sobrenadante de los clones que resultaron positivos, se infectaron bacterias
y fueron crecidas en 20 ml de medio YT durante 8 horas en agitacion a 37°C.
Posteriormente se centrifugé a 10.000xg por 10 minuios y por cada 1.2 ml de

sobrenadante se agregd 300 ul de una solucién de PEG 20% / NaCl 2.5 M y se incubd

durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Luego de centrifugar por 10 minutos a 10.000xg, se resuspendid el precipitado en
100 pl de TES (Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 10 mM y Na,EDTA 0.1 mM) y se realizé
la extraccion y precipitacién del DNA como se mencioné anteriormente. El precipitado se

resuspendié en 15 p! de TE y se cargaron 3 pl en un gel de agarosa al 1% para observar

la migracion y cuantificar el DNA obtenido.

6.3. Secuenciacion de los clones obtenidos
Para la secuenciacion de los clones se usé el kit comercial Sequenase, Version
2.0, DNA Sequencing Kit (United States Biochemical), segun las instrucciones del

fabricante.

6.3.1. Alineamiento del DNA templado y el partidor
Para.esto se mezclaron 5 ul de una suspension del DNA de hebra simple (1 pg),

1 pl del partidor (0.5 pmol); 2 ul de la solucién de reaccion 5X y 2 pl de agua destilada
ésteril. Luego de incubar a 65 oC durante 2 minutos, se dejo enfriar lentamente hasta 30-

35 °C. Posteriormente se dejé en hielo hasta la préxima etapa.

o L
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6.3.2. Marcacion del DNA

A la mezcla anterior se agregé 1 pl de DTT 0.1 M, 2 pl de una solucién de

marcacién previamente diluida 5 veces, 0.5 pl de [a-*S]dATP 10 puCi/ul (actividad

especifica 1000 Ci/mmol) y 2 pl de la enzima diluida (DNA polimerasa del fago T7) y se

incubd por 5 minutos a temperatura ambiente.

6.3.3. Reaccidn de terminacion
La reaccidn se detuvo agregando a cada tubo con 2.5 pl de mezcla de terminacion

que contenia los didesoxinucledtidos (ddGTP, ddATP, ddTTP, ddCTP), 3.5 ul de la

mezcla marcada y se incubé a 37 °C por 5 minutos. Posteriormente se adiciond 4 ul de
la solucion de detencidn, se calenté a 75 °C por 2 minutos y se cargd 3 pl en cada pocillo

del gel de secuenciacion.

6.3.4. Electroforésis en gel de acrilamida
Una vez realizada la eleciroforesis en un gel de acrilamida al 8% (relacion
acrilamida:bis-acrilamida 19:1) y en condiciones denaturantes (urea al 8%), el gel se fij6
en una solucion de acido acético 10%/metanol 10% durante 10 minutos. Posteriormente
fue puesto sobre un papel filtro Whatman #3 y secado durante 1 hora a 80 °C. Luego que
el gel se expusiera por 48-72 horas a una placa radiografica sensible, se revelé y la
secuencia fue leida observando la migracion de las diferentes bandas (A, G, T, G).
La secuencias de nucledtidos, como la de aminodcidos deducida, de los diferentes
clones de JeH y JoH, fueron comparadas entre ellas, como con la secuencia del prototipo

norteamericano MN (47) usando el programa computacional SEQUAID.
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Para cada caso fueron calculadas las frecuencias de sustituciones sindnimas (Ks),
aquellas que no producen cambios en la secuencia de aminoacidos, y no sindnimas (Ka),

aquellas que producen cambios en la secuencia de aminogcidos.
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RESULTADOS

En esta fesis se describe el progreso de la infeccidn en dos mellizos nacidos de
una madre infectada. Para ello se estudiaron distintos parametros de la respuesta inmune
de los nifios, como también de las caracteristicas de los virus aislados de cada uno.

Estos mellizos, JeH (nifia) y JoH (nifio) nacieron el 25 de Junio de 1988. Tanto la
madre como el padre, fueron diagnosticados HIV seropositivos en Febrero 1989,
falleciendo la madre en Abril de ese afio. Los mellizos a su vez, fueron confirmados
infectados en Noviembre de 1989 mediante la técnica de PCR. Segln [os antecedentes
clinicos y epidemioldgicos, no existen otros factores de riesgo asociado que sugieran una
via de transmision diferente a la perinatal y a su vez, lo mas probable es que ambos

nifios fueron infectados por la misma poblacién viral inicial.

1. Estudio de la respuesta inmune de los mellizos
1.1. Recuento del nimero de linfocitos T CD4 a través del tiempo

Un parametro considerado come un marcador importante del progreso de la
infeccién en un individuo infectado, es la concentracion de células T CD4+ y su variacion
en el tiempo, come también la razon de céiulas CD4+/CD8+ (1,6,49,50). En la Figura 1,
se muestra ¢! recuento de linfocitos CD4+ en ambos nifios durante el periodo de
seguimiento. Como puede observarse hubo una fluctuacién importante, sin embargo, a
partir de los 52 meses de edad se observé una disminucion permanente en JeH,
disminucién que aparentemente comienzé a manifestarse en JoH a los 71 meses de

edad. Esta caida en- el recuento de linfocitos T CD4+ en JeH, junto con la

13
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evaluacion de su estado clinico, implico el inicio de tratamiento alternado con las drogas
antivirales, AZT y ddl, a los 62 meses de edad. El alza en el Gltimo recuento de células

CD4+ en JeH (493 versus 207/mm?®) podria ser atribuido a dicho tratamiento.

Nimero CD4/mm3

3000

2500 -

2000 -

1500

1000 -

600

b

14 16 24 30 36 41 47 52 61 62 71
Edad (meses)

e NN JoH

q_

* recuento de JoH a los 62 meses
noe se realizd

Figura 1. Recuento del niimero de linfocitos CD4+ en los mellizos durante el periodo de

seguimiento.

Es de interés considerar que existen variaciones importantes, de entre un 20 a
30% en el namero total de células linfoides, que se asignan como normales en los
recuentos obtenidos en un mismo individuo durante el transcurso de horas o dias,

situacién que debe considerarse cuando se comparar estos valores (51).
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1.2. Reaccion frente a diferentes proteinas virales

La determinacién de los niveles de anticuerpos anti HIV permitio comparar las
reactividades en ambos nifios y determinar la evolucién de la respuesta inmune a través
del tiempo, correlacionando estos parametros con un progreso de la infeccién. Debido
a que suponemos que ambos nifios fueron infectados por la misma poblacion viral,
probablemente a tiempos muy cercanos o al mismo tiempo, es plausible postular que las
diferencias que se encuentren en la respuesta inmune de los mellizos se deberan
fundamentalmente a la distinta respuesta de cada uno.

Mediante la técnica de LiaTek se estudio la reactividad de los sueros de ambos
mellizos frente a proteinas recombinantes y péptidos sintéticos de HIV-1 (p24, p17, gp41

y p31) y HIV-2 (gp36), que estan fijos a un tira de nitrocelulosa en este sistema.
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Figura 2. Reactividad de los sueros de los mellizos frente a proteinas recombinantes y

péptidos sintéticos analizados mediante la técnica de LiaTek (Organon Teknika).
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En la Figura 2, se muestran los resultados obtenidos con los diferentes sueros
analizados. La reactividad contra las proteinas gp41 y p31 fue similar en ambos nifios
a través del tiempo (11, 30, 45, 57 y 69 meses de edad) y en ambos se observd un
aumento de los anticuerpos contra la proteina p31. Sin embargo, la respuesta contra p24
fue diferente; mientras JoH presentd una clara reactividad que se mantuvo a través del
tiempo, JeH tuvo una baja respuesta frente a esta proteina y desaparecio posterior a los

11 meses de edad.

2. Obtencién y caracterizacion bioldgica de los aislados de los mellizos
2.1. Aislamiento viral
2.1.1. Cocuitivo

De un total de 8 muestras de sangre de cada mellizo, obtenidas cada 6 meses
durante el perfodo de seguimiento, se logré aislar HIV en 7 muestras de cada uno. En
general la aparicion de antigeno viral detectable en los cultivos fue mas temprana a
medida que aumentd la edad de los mellizos. En la Figura 3 se muestra el tiempo de
aparicién de antigeno viral en los cocultivos realizados a los 33, 37 y 63 meses de edad
de los nifios. La aparicion de antigeno en los cocultivos se observé mas tempranamente
en JeH. Una situacion similar se detecto al comparar los tiempas de cocultivo necesarios
para obtener una maxima produccién de antigeno. En la Figura 4 se muestra la cantidad
de antigeno producido en los cocultivos de diferentes aislados de los nifios. La
produccion de antigeno en los cocultivos fug mayor y mas temprana en JeH. Tambien
se observd que la cantidad de antigeno producido aumenté con la edad de los mellizos.

Todos los aislados obtenidos pudieron ser propagados posteriormente en PBMC

¥ Y .
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a excepcién del primer aislado de JoH. La aparicion mas temprana de antigeno en los
cocultivos de JeH indicé la presencia de células infectadas en mayor cantidad o actividad

en este mellizo.

2.1.2. Aislamiento de virus de plasma

La deteccidn de antigeno de HIV-1 en el plasma de un individuo infectado es
{ considerada una indicacién indirecta de mayor replicacion viral, pero no esta relacionado
directamente con la presencia de particulas virales infectivas en el plasma. En cambio,

la deteccidn de virus en plasma mediante cultivo en células sefala una activa replicacion
viral y se correlaciona con.un progreso de la infeccion (52;53). Por ofra parte, los
aislados obtenidos de esta manera, reflejan.los virus que estan en circulacion escapando

a la respuesta inmune del individuo.

Dias de cocuitivo

25-
20
15

10

37
T Edad (meses)

Ml seH N JoH

Figura 3. Tiempo de aparicion de antigeno viral producido en cocultivos de PBMC de los

mellizos obtenidos a =diférentes'ed:ades.
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Sélo fue posible aislar virus de plasma a partir de los 4 afios de edad en JeH. La
presencia de virus en plasma capaces de replicar en cultivo se mantuvo en las muestras

posteriores, excepto en la Gltima obtenida después de iniciado el tratamiento con

antivirales.

Absorbancia {4560 nm) N

0.4

0.3 -

0.2-

0.1

wwe JoH 33 meses  —l— JoH 37 meses ¥~ JoH 63 meses

1.3 et Anan - ————— Ju—

35

dias

—v JeH 33 meses —i— JeH 37 meses . ~¥— JaH 63 meses

Figura 4. Cantidad de antigeno viral producido en los cocultivos de diferentes alslados

‘de los mellizos.
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En JoH en cambio, sélo se aisld virus de plasma a la edad de 4 afios 6 meses y
no fue posible obtenerlo en muestras posteriores. Esto podria explicarse por una
susceptibilidad de los PBMC utilizados en cada intento de aislamiento. Sin embargo, el
aislamiento de HIV en JeH en las muestras cultivadas paralelamente después de los 4
afios 6 meses sugiere que la ausencia de virus cultivable en el plasma de JoH, reflejé

mas bien una presencia transitoria de virus en el plasma de este mellizo.

2.2. Caracterizacion fenotipica de los aislados

Los aislados de HIV-1 pueden distinguirse por su capacidad de crecer en distintos
tipos celulares y en su capacidad de formar sincicios. De acuerdo a estas caracteristicas
pueden agruparse en dos fenotipos: "slow/low", aquelios de crecimiento lento en PBMC,
no formadores de sincicios e incapaces de crecer en lineas celulares linfoides, excepto
en Jurkat-tat que tiene un gen activador de HIV-1 (53), y "rapid/high”, a los de
crecimiento rapido en PBMC, formadores de sincicios y capaces de crecer en lineas
celulares linfoides. La deteccion inicial de aislados "slow/low" y la posterior aparicion de
variantes "rapid/high” en un individuo, se ha correlacionado con un progreso de la
infeccidn (33,34,55).

Como se observa en el Cuadro 1, los resultados sefialan que los aislados de
ambos nifios, obtenidos durante el transcurso del .seguimiento, se comportaron como

aislados "slow-low". Esto debido a:que crecieron en PBMC vy la linea celular Jurkat-tat,

Pero no crecieran en las lineas celulares CEM y MT-2 y no formaron sincicios (34). Lo

anterior concuerda con el estado clinico de ambos nifios.
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Cuadro 1. Fenotipo de los aislados de HIV-1 de los mellizos

FECHA AISLAMIENTO  COCULTIVO PROPAGACION VIRAL EN:’
(edad en meses)

produccion formacion PBMC Jurkat-tat CEM  MT-2
antigeno  sincicios

32 + - +! +1 n.r -
36 + - + + - -
45 + - + + - -
50 + - + + - -
57 + - + + - -
63 + - + + - -
69 + . n.r.2 n.r. nr. nr

! s6lo pudo propagarse el aislado de JeH de esa fecha

2 n.r.= no realizado

" la propagacién viral fue determinada por la deteccion de antigeno en el
sobrenadante de los cultivos, como se describe en Materiales y Método.

3. Carga viral
La determinacion de la carga viral, es decir la cantidad de provirus por céluia,
permite detectar la expresién del virus en un individuo infectado, predecir el progreso
de la infeccién en éste y determinar la eficacia de tratamientos antivirales (56,57).
Para medir la carga viral se determind la menor concentracién de DNA
obtenido desde PBMC que contenfan provirus amplificable por PCR. Como se
muestra en el Guadro 2, la medicién de |a carga realizada cuando los nifios tenian

alrededor de 2 afios de edad, mostré que en ambos habia aproximadamente 1

provirus por 2500 células.
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Cuadro 2. Variacion de ia carga viral en los mellizos

Carga viral’

Edad (meses) JeH JoH
48 1/2500 1/2500
57 >1/438 1/625
63 >1/438 >1/625
71 1/1750 1/313

" la carga viral se calculé realizando amplificaciones a partir de diluciones seriadas del
DNA, extraido desde PBMC obtenidos en las diferentes edades sefialadas.

Mediciones posteriores seftalaron un aumento en el nimero de provirus por célula
en ambos nifios de cinco o méas veces. También se observd diferencia entre ellos, JeH
presenté una carga mayor que JoH a los 57 y 63 meses de edad. La ultima medicién de
la carga viral, realizada a los 71 meses de edad de los nifios, mosird una disminucién
de la carga en JeH, en cambio, en JoH la carga auments, lo que podria correlacionarse
con el deterioro observado en el dltimo recuento de linfocitos CD4+ de este nifio. La
disminucién en el nimero de provirus por célula observado en JeH podria ser el

resultado del tratamiento con drogas antivirales al dual esta sometida desde los 62

meses de edad.
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4. Clonamiento y secuenciacion de los aislados

Como se mencioné anteriormente, uno de los principales mecanismos de
cronicidad y progreso de la infeccion es la constante variacion en las caracteristicas
antigénicas de los virus presentes en un individuo infectado, lo que les permite evadir la
respuesta inmune. En parte, esta variacién se origina por la alta tasa de mutaciones
infroducidas por la enzima transcriptasa reversa, debido a la poca fidelidad con que esta
enzima copia el genoma viral.

La comparacién de secuencias de nucledtidos permite establecer relaciones
filogenéticas entre aislados virales diferentes. Con el propédsito de observar las
variaciones entre los virus de los mellizos se determind la secuencia nucleotidica de la
region hipervariable V3 de Ia proteina viral gp120. Se escogio esta regién de gp120, ya
que es una de las mas estudiadas y de la cual se disponen secuencias provenientes de
diversos aislados (48).

Productos de PCR de 319 pb fueron obtenidos por.amplificacién de la regién V3.
Luego del clonamiento en el fago M13, los productos fueron secuenciados usando el
método de terminacion de la cadena (Sequenase, U.S.B.).

En este trabajo se compararon diferentes clones obtenidos con los virus aislados
de los mellizos en cocultivo a la edad de 4 afios y 9 meses: JoH 1.1, 1.8, 1.12 y JeH 6.4,
20.1y 20.3.

Una vez obtenidas las secuencias de nucledtidos, se dedujeron las secuencias de

aminoacidos. Posteriormente se realizé la comparacién de las secuencias de nucledtidos

como de aminoacidos, entre los clones de los nifios y

entre éstos y el prototipo norteamericano MN.
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4.1. Homologia en la secuencia de aminoacidos
Las secuencias de aminodcidos de la region V3, deducidas de las secuencias
nucleotidicas, fueron muy similares entre clones de un mismo mellizo y se muestran en
la Figura 5. En JoH las secuencias de los tres clones fueron iguales excepto la del clon
1.8 que presenté un cambio (una leucina por una prolina). En JeH las secuencias fueron
también muy similares observandose solo un cambio entre los clones 20.1 y 6.4 y dos
entre el clon 20.1 y 20.3.
Las secuencias de aminodcidos deducidas para esta region entre los mellizos,
fueron sin embargo muy diferentes, observandose sélo un 73% de homologia {Figura 5).

(a)

JOH

clon 1.1 NNAKTIIVHLNESVQINCTRPNNNTRKGIHLGPGKAFYATGAIIGNIRKAHCN
€lon 1.12 “re--mmmcmemces g s m s o s m s m o
¢lon 1.8 -----r-r-mmcmim i meme e R R R

JeH

clon 20.1 DNAKTVIVQLNTSVTINCTRPNNNTRRSITIGPGRAFYATENIIGDIRQAHCN
clon 6.4 <----T----vcrommrmo sttt m sttt e
clon 20.3 -------r-resrsm s GD==w ==~

(B)

JoH vs JeBR

clon 1.1 NNAKTIIVHLNESVQINCTRPNNNTRKGIHLGPGKAFYATGAIIGNIRKAHCN
clon 20.1 D----V--Q--T-«Te---------- RS-TI---R----- EN---D--Q----

Figura b. (A) Secuencia de aminoéacidos deducida de la regién V3 de los ciones de JeH
y JoH. (B) Comparacion de la secuencia de aminodacidos entre los clones de JoH y JeH.
El guién corresponde al mismo aminodcido en la secuencia.
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En la Figura 6 se comparan la secuencias de aminoacidos de los clones de ambos
mellizos con el prototipo norteamericano MN. En promedio, los clones de JoH
presentaron un 79% homologia y los de JeH un 77% de homologia en la secuencia de
53 aminoacidos del HIV prototipo MN. Estos resultados sefalaron que fa similitud en la
secuencia de aminoé&cidos deducida entre aisiados de los mellizos fue inesperadamente

menor que la observada al comparar los aislados de cada mellizo y el prototipo MN.

MN DNAKTIIVHLNESVQINCTRPNYNKRKRIHIGPGRAFYTTKNIIGTIRQAHCN
JOH

clon 1.1 N-----=-=-------====--- N-T--G--L---K---A-GA---N--K----
clon 1.8 N-------rmo-romeu-cn---n N-T--G--P---K---A-GA---N--K----
clon 1.12 N--=---------"cececn--u- N-P--G--L~--K---A-GA---N--K----
JeH

clon 6.4 -------- Q--T--Trw=-=wu=- N-T-R§-T-=-=------ A-E-=-+D-"------
c¢lon 20.1 ----- v--Q--T--T--~---~ N-T-RS-T=-=-===~---A-BE-~---D-=-----
clon 20.3 ----- V--Q--T--T--~~--- N-T-RS-T-------~ A-GD---D--~-==-

Figura 6. Comparacion de la secuencia de aminoécidos deducida de la region V3 de los
clones de JoH vy JeH y el prototipo norteamericano MN. El guién corresponde al mismo
aminoécido en la secuencia.

4.2. Homologfa en la secuencia de nucleotidos
Las secuencias de nucledtidos entre clones de un mismo mellizo fueron muy
semejantes y se muestran en la Figura 7. Las secuencias para los tres clones de JoH

fueron practicamente iguales, observandose un sélo nucledtido diferente entre ellos.

Entre los clones de JeH se observé una mayor diferencia, aungue solo en 4 de los 159

nuclestidos comparados.

l Al'comparar la secuencia de nucledtidos entre los mellizos (ios clones 1.1 de JoH |

O
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y 20.1 de JeH) se observé un 86% de homologia.
En la Figura 8 se muestran las secuencias de nucledtidos de los clones de los
mellizos y la correspondiente del prototipo MN. Al comparar dichas secuencias se

observé que en promedio los clones de JoH (1.1, 1.8 y 1.12) presentaron un 88% de

JoH
AACAATGCTAAAACTATAATAGTACATCTGAATGAATCTGTACAAATTAATTG

Q
=t
0
(=]

Q
|—l
0
B

o |3
[N

clon

clon

-----------------------------------------------------

@ |
- N

clon

Q
]
0
=]

clon
clon

o)
=
Q
B
RRRE RBRRRAE RRR

® 3
]

JeH

clon 20.1 GACAATGCTAAAACCGTAATAGTACAGCTGAATACATCTGTAACAATTAATTG
clon 6.4 -------“-«uo-o- ) T T
clon 20.3 - - -- - e et e h e m et s s r st e A e

clon 20.1 TACAAGACCCAACAACAATACAAGAAGAAGTATCACTATAGGACCAGGGAGAG
clon 6.4 --------c---sism oo m s s m i m oo
clon 20.3 ---------------------o-- Cemmmmeeooo o SRR

clon 20.1 CATTTTATGCAACAGAGAACATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAAT
clon 6.4 --------c--mon oo m oo
clon 20.3 --------------- GAG--------------s----coo-o-mc-cooo-o-

Figura 7. Secuencia de nucledtidos de la regién V3 de los clones de JoH y JeH. El guién
corresponde al mismo nucledtido en la secuencia.

homologia con la secuencia de MN y los clones de JeH (20.1, 8.4 y 20.3) presentaron

en promedio un 85% de homologia con la misma secuencia. Estas homologias
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observadas fueron muy similares a las obtenidas al comparar los clones entre meliizos

(86%).

MN GATAATGCTAAAACCATCATAGTACATCTGAAT GAATCTGTACAARATTAATTG
JoH ¢lon 1.1 A-C-----=----"- R R il il
JeH c¢lon 20.1 --C----------""~ G-A-----=-" G------ AC------- AC---------
MN TACAAGACCCAACTACAATAAAAGAAAAAGGATACATATAGGACCAGGGAGAG
JoH ¢lon 1.1 -----------°- A------ C------- G-T---~-- C---r-=------ A--
JeH clon 20.1 ~-----------""- A--w--- C----- G-AGT--CAC------"--""""°"°°*
MN CA'I‘TTTATACAACAAAAAATATAATAGGAACTATAAGACAAGCACATTGTAAC
JoH ¢lon 1.1  -------- G----- GG-GCC-~---=--"- A------- BA-----------n- T
JeH clon 20.1 -------- G----- G-G--C---=----"- GA-----=--"==-=r-==---=- T

Figura 8. Comparacion de la secuencia de nucledtidos de la regién V3 de ios clones de
JeH y JoH con el prototlpo norteamericano MN. El guién corresponde al mismo
nucleétido en la secuencia.
4.3. Sustituciones sinénimas y no-sinénimas

Se ha descrito previamente que la frecuencia de sustituciones sinénimas
observada entre diferentes aislados de HIV-1, correlaciona bastante bien con el tiempo
de divergencia estimado entre variantes (58).

En base a las secuencias de nucledtidos y aminoacidos obtenidas para cada clon,
se calcularon las diferencias sinonimas, Ks (aquellas que no producen cambios en la
secuencia de aminodcidos), y no-sinonimas, Ka (aquellas que producen cambios en la

secuencia de aminoacidos).

En ol Cuadro 3 se muestran las frecuencias de sustituciones sindnimas (Ks) y no-

sinénimas (Ka) entre los clones de los mellizos y el prototipo norteamericano MN. El Ks
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observado entre los mellizos fue menor al calculado entre éstos y el aislado MN. En
cambio, el Ka calculado entre los aislados de los mellizos y entre MN y los mellizos fue
similar. Estos resultados si muestran la relacion entre los virus de los nifios y éstos y el
prototipo MN. Los valores de Ks sugieren que el tiempo de divergencia entre los virus
de los mellizos es bastante menor que entre el prototipo MN y los virus de estos nifios,
lo que sin duda esta de acuerdo con la relacién epidemioldgica existente enire los virus

de los nifios.

Cuadro 3. Promedio de las diferencias en sitios sindnimos y no-sindnimos en la
secuencia de nucledtidos de la regidn V3 entre los aislados de los mellizos y el aislado
MN.

SITIOS SINONIMOS (Ks) SITIOS NO-SINONIMOS (Ka)

JeH vs.
JoH 0.055 0.165
MN " 0.175 0.147
JoH vs.
MN 0446 0.130
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DISCUSION

El relativamente lento desarrollo del cuadro clinico en ambos nifios, hace pensar
que la transmisién del virus ocurrié durante el parto o bien en el dltimo periodo de la
gestacion. Esto se basa en la correlacién que existe entre la rapidez en la progresion de
la infeccién y el momento de la infeccién vertical; cuanto antes es el momento de la
transmisién perinatal, los sintomas clinicos en los nifios infectados aparecen mas
tempranamente (14,15,19). Sin embargo habrian otros factores que pueden explicar esta
relacion, por ejemplo, se puede postular que la infeccién se produjo con una variante
materna poco virulenta, lo que se tradujo en un lento progreso de la infeccion en ambos
nifios (19).

El hecho de que ambos nifios hayan sido infectados por la misma poblacién viral
permitié estudiar, por una parte, la respuesta inmune de estos nifios frente a la infeccion
viral como también, las variaciones de los virus en ei tiempo. El conocimento de estos

pardmetros permitié tener una mejor estimacién del progreso de la infeccién viral.

Respuesta inmune de los nifios
La disminucién en el nimero de células CD4+, junto con los otros marcadores
observados, reflej6 un lento progreso de la infeccién en ambos nifios, situacion que se
tradujo en la tardia aparicién de cuadros clinicos relacionados con SIDA en ambos.
Los resultados obtenidos mostraron diferencias en la respuesta inmune de ambos
nifios frente a proteinas y péptidos sintéticos de HIV, como fambién variaciones de sus

reactividades a través del tiempo de seguimiento. Estas diferencias pueden ser atribuidas

1 a
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a la distinta respuesta de cada uno. La reactividad de JoH siempre fue mayor que JeH

frente a todas las proteinas de HIV, a excepgién de las proteinas gp41 y p31, en que la
: . | .

respuesta en ambos nifios fue similar. Por otra parte, resultados obtenidos en el

laboratorio, con los mismos sueros de| los nifios, empleando la técnica de

radioinmunoprecipitacion (RIPA) fueron concordantes con los obtenidos por la técnica de

LiaTek (P. Uribe, comunicacién personai). q)on la técnica de R!PA se observd que el

titulo de anticuerpos frente a gp120 de HIV:-1 en JoH, fue 10 veces mas alto que la

|
|

los mellizos que presento reactividad contra las proteinas gp140 y p25 de HIV-2. Sin

respuesta de JeH durante todo el periodo de’seguimiento. A su vez, JoH fue el Gnico de

embargo, esta reactividad no significé una doble infeccidn, sino gque reflejé mas bien una
reaccion cruzada entre las glicoproteinas de 1superﬁcie de HIV-1 y HIV-2 (59). Ademas,

|

la reaccion observada contra ia proteina p24 en ambos mellizos fue también similar a la
i

observada por LiaTek. ;‘

Adicionalmente, estudios realizados eni nuestro laboratorio con péptidos sintéticos,
que corresponden a diferentes regiones inr}‘hunodominantes de las glicoproteinas de
envoltura, gp120 y gp41 de HiV-1 como tarribién gp36 de HIV-2, reflejaron una mayor
reactividad de los sueros de JoH frente a cas;i todos los péptidos estudiados, salvo JB-4
gue corresponde a la regién de los aminoéciétos 594-613 de gp41, frente al cual ambos
mellizos reaccionaron de [a misma manera (P. Uribe, comunicacion personal). Los
péptidos fueron gentiimente cedidos por?; la Dra Britta Wharen, Laboratorio de
Inmunologia, instituto Sueco para el Cont}rol de Enfermedades [nfectocontagiosas,

Estocolmo, Suecia.

. L] . ‘ - - -
El nivel de anticuerpos 'mayor en JoH no se correlaciond con el progreso de ia

r
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infeccion mostrado por este mellizo ya que ha sido relativamente similar al de JeH. La
aparicidn de anticuerpos anti p24 se ha correlacionado con un progresc de la infeccion
(59). Sin embargo, a pesar que JeH mostré una baja o nula cantidad de anticuerpos
contra esta proteina desde el afio de edad, ha tenido una larga sobrevida y un progreso
similar a JoH. Una explicacion posible para esta diferencia observada entre ambos es
que en JeH, los anticuerpos anti p24 se encuentran mayoritariamente formando
complejos inmunes no detectados con las técnicas empleadas, sin embargo, en JoH la
produccién de p24 puede ser insuficiente para acomplejar la totalidad de los anticuerpos
anti p24. Por otra parte, el titulo de anticuerpos en JeH fue aproximadamente diez veces
inferior al de JoH contra la glicoproteina gp120 y péptidos de esta proteina. Sin embargo,
la reactividad contra la proteina gp41 como contra el péptido JB4, fue igual en ambos
nifios. Estos resultados indican que las diferencias en titulo no representan una baja
global en la produccién de anticuerpos en JeH sino que mas bien reflejan una diferencia
especifica. Posiblemente esta similitud en la respuesta frente a la proteina gp41 como
contra el péptido JB4, esté involucrada con el progreso similar de la infeccion en ambos

nifios. " ‘

Obtencion de aislados y determinacion de la carga viral

+ El aislamiento de virus desde PBMC y plasma, como también la
determinacion de la carga viral evidenciaron un progreso continuo de la infeccién, como
ya se habia observade en las determinaciones de antlcuerpos contra HIV-1 v en la

concentracion de células CD4+. Si bien es cierto se -observaron diferencias entre los

nifios, en relacién a los marcadores mencionados, el progreso ha sido muy similar en
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ambos nifios.

Es importante sefialar, que al estimar la carga viral expresado como provirus por
\
¢élula, debe considerarse la citopatogenicidéd del aislado prevalente en el individuo,

puesto que un virus mas patogénico induce, una mayor mortalidad en las células que
\

infecta, lo cual altera la relacién provirus por, célula. Esto dltimo podria distorsionar los

, | . o .
valores obtenidos cuando se compara la carga viral en dos individuos que estan en

distinta fase clinica de la enfermedad.

iy e e

Fenotipo de los aislados

|
En este estudio no se observd variacion del fenotipo en los aislados de los nifios
|

durante el periodo de seguimiento. Si bieq es cierto, ambos nifios han presentado
sintomas compatibles con un deterioro dﬁ: su estado clinico, como también una

] [] 3 - ’, ”» J z r .
disminucién progresiva del nimero de celulgs CD4+, no se detectdé un cambio en el

comportamiento biolégico de los aislados% de los mellizos. Estudios previos han

demostrado diferencias fenotipicas entre aislados de HIV-1 obtenidos de pacientes
\

|
asintomaticos o sintomaticos y han sido cl?sificados como "slow-low" o "rapid-high"
respectivamente (33,55). Sin embargo, hay! estudios que sefialan que no todos los
|
aislados obtenidos de individuos sintométicosison capaces de replicar en lineas celulares

i
linfoides e inducir la formaciéon de sincicios (61).

Tratamiento antiviral en JeH

El tratamiento con AZT/dd! de JeH se;reflejo en un aumento del recuento

del nimero de linfocitos CD4+ (493 versus 203/mm®), una ausencia de virus

|
|
|
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cultivable en plasma y una disminucion de la carga viral. Esto demuestra la importancia
del monitoreo de estas variables para determinar la efectividad del tratamiento y evaluar

el reemplazo por otro de distinta especificidad, cuando ésta disminuye.

Clonamiento y secuenciacion

Los aislados clonados y secuenciados fueron aquellos capaces de crecer en
cocultivo a la edad de 4 afos y 9 meses.

Las secuencias de nucledtidos fueron muy semejantes entre clones aislados de
un mismo mellizo. Esto era esperable ya que los clones moleculares fueron obtenidos
a partir de virus aislado en cocultivo y es conocido que esto selecciona fuertemente
aquellas variantes més aptas para crecer in vitro.

El andlisis simple de la homologia de las secuencias de los virus de los mellizos
mostré diferencias entre los aislados de cada nifio, siendo el porcentaje de homologia
entre los virus de los nifios comparables al observado entre los virus de los nifios y el
prototipc MN. Sin embargo la relacién epideriolégica entre los aislados de cada nifio
pudo visualizarse cuando se analizé la frecuencia de cambios sindnimos (Ks) y no-
sinénimos (Ka). Las sustituciones no-sindnimas, en las secuencias de nucledtidos
determinadas, fueron similares al comparar los aislados de los nifios con el prototipo
norteamericano MN, lo que reflejé la presion selectiva por cambios antigénicos descritos
en esta region. Sin embargo, las sustituciones sindnimas, que no estan sujetas a presion
selectiva, evidenciaron -més adecuadamente la cercania genética entre los aislados de

los nifios, respecto del prototipo norteamericano. Como se ha descriio, la frecuencia de

sustituciones sindnimas observada en diferentes aislados de HIV-1 correlaciona bastante
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bien con el tiempo de divergencia estimado entre variantes (58). El valor de Ks cbtenido
en este estudio es uno de los menores observados -el promedio de Ks en HIV es de
10x10°- y es compatible con un tiempo de divergencia de cinco afios (58).

L.os resultados obtenidos sugieren que las variantes virales maternas que
infectaron, divergieron grandemente en el lapso de tiempo transcurrido desde la
infeccién, con una presién selectiva por las sustituciones no-sinénimas.

Analisis filogenéticos, basados en la comparacién de secuencias de nucledtidos
ha permitido identificar 5 subtipos (A-E) diferentes en HIV. El subtipo B esta ampliamente
distribuido geograficamente e incluye secuencias obtenidas en Europa, Norte y
Sudameérica, Africa y Asia. Los otros cuatro subtipos retinen principalmente secuencias
enconiradas en Africa, India y Tailandia (47). Utilizando el programa computacional
DNAPARS, se determiné.que los aislados de ambos nifios corresponden al Subtipo B
(comunicacién personal, D. Escanilla). ’

Basado en los resultados mostrados es de interés conocer la secuencia comun
original que infectd inicialmente. Si bien es cierto, no tenemos el aislado de la madre ni
del padre, disponemos de DNA exiraido de PBMC cuando los nifios tenian 2 afios de
edad. Debido a que los provirus en PBMC persisten por varios afios (62), la amplificacion
directa del DNA de esas células y su posterior secuenciacion, podria permitirnos
determinar secuencias virales mas cercanas al momento de la infeccidn en ambos

mellizos, que potencialmente corresponderian a las originales que los infectaron. Por otra
parte, el andlisis genético de los aislados obtenidos en el seguimiento de ambos nifios

a través del tiempo, y no sélo la comparacion en un momento determinado como se

muestra en esta tesis, permitiria visualizar la evolucidn de la secuencia en el tiempo y
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correlacionarlos més adecuadamente con el progreso de la infeccion en ellos.
Adicionalmente, la posibilidad de disponer de estas técnicas para el apoyo clinico
permitird contar con elementos mas objetivos para el manejo de los pacientes basado
no sélo en el recuento de células CD4+ o en algunos marcadores inmunolégicos. Por el
contrario, poder estimar la carga viral, el fenotipo de los aislados, la presencia de virus

infectivo en plasma, etc., podria tener un valor predictivo mas acucioso del progreso en

un individuo infectado.
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