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CAPITULO|

INTRODUCCION

La infeccién por ol virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y su
interaccion con la respuesta inmune del hospedero desencadena, por diversos
factores y mecanismos muy complejos, una serie de eventos y miltiples fases
que constituyen el curso natural de la enfermedad.

En la fase final de esia interaccion se expresa lo que conocemos Como
Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), que invariablements
desencadena en la muerte del hospedero.

Las complicaciones de la coinfeccion con el virus de la hepatitis C (VHC) se
estin convirtiendo en uno de los principales problemas médicos al que tienen
que snfrentar los pacientes con SIDA.

A nivel mundial se calcula que aproximadamente del 23 al 65 % de las
personas infectadas con VIH-1 pueden estar coinfectadas con el VHC. Tan solo
en Estados Unidos (EU), la prevalencia de la co-infeccién se ha estimado en
alrededor del 35 %.

La alta prevalencia de la coinfeccion VIH-1/VHC en algunos grupos de
riesgo, e aumento de la sobrevida como consecuencia de a institucion de la




sanguineas, uso de drogas intravencsas y relaciones sexuales.®® Durante un
estudio realizado en México de 1994 a 1998 (Rivas - Eslilla ef a/ 1668), se
encontrd que la via de transmisién més importante en nuesiro pails fue la
transfusién sanguinea, seguida por la via parenteral a través del uso de agujas
contaminadas y jeringas no esterilizadas compartidas entre drogadictos y
fransplante de 6rgancs. También se encontrd que la posibilidad de transmision
por contacto sexual y por infeccién perinatal es considerablemente menor para
ol VHC que pars ¢l VHB.

1.1 Epidemiologia

1.4.1 Virus de la Inmunodeficiencia Humana Tipo 1.

Prevalencia y Factores de riesgo.

Desde Ia aparicién del SIDA, en menos de 10 afios, la infeccion por el
VIH-1 se transformd en una pandemia. El VIH-1 es el responsable de la
diseminacion mundial de esta enfermedad y en la actualidad constituye uno de
los problemas de salud més serios y preocupantes.

Seg(ln las (limas estimaciones del Programa Conjunto de ias Naciones
Unidas sobre VIH/SIDA (ONUSIDA) y de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), se estima que o nimero de personas infectadas con el VIH-1 suma
més de 40 millones (38 - 44 millones) en todo el mundo y han fallecido por SIDA
3.1 millones de nifics y adultos.! La distribucién mundial de fos casos
notificados de infeccion a fines de 2004 se Hustra en la Figura 1.
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Figura 1.

Prevalencia gicbal de la infeccién por VIH-1/SIDA de acusrdo con ia OMS hasta

diciembre de 2004. Fuents: Situacion de ia epidemia de SIDA. ONUSIDA/OMS.

Coneulta: Enero 2008.

Durante ol 2004 se presentaron diariamente alrededor de 13,400 nuevos
casos de infeccion por VIH-1, de los cuales més del 95 % se presentaron en los

paises de ingresos bajos a moderados. 1

154 de esios nuevos casos

commespondieron a personas menores de 15 afios, y, de los aproximadamente
11,600 adultos que adquirieron la infeccién, cerca del 50 % eran mujeres en

edades entre 15 y 24 afics.?

De acuerdo a la clasificacion de epidemia por SIDA propuesta por la
ONUSIDA, México queda clasificado como un pals con una epidemia de SIDA

concentrada.




Una epidemia de SIDA concentrada se caracteriza por una difusién répida
de infeccién por VIH-1 en un subgrupo de la poblacién, pero que aiin no se
establece en la poblacién en general, y cuya prevalencia de infeccién por ViH-1
que se mantiene constante por encima del § % y que en mujeres embarazadas
de zonas urbanas es menor al 1 %.4

Segin el reporte de Epidemiclogia del VIH/SIDA en México de la
Secretaria de Salud y Centro Nacional para la prevencién y control del
VIH/SIDA, para finales del 2003, en México, en el grupo de personas de 15 a 49
afos, se estimd una prevalencia de VIH-1/SIDA de 0.3 %. 4

La transmision sexual ha sido la causante del 89.7 % de los casos
acumulados de SIDA. El 8 % se originaron por via sanguinea; la transmision
perinatal representa ol 1.8 % del fotal de casos; y la categoria combinada de
hombres que tienen sexo con oiros hombres y usuarios de drogas inyectables
0 0.5%.*

En México el 84.8 % de los casos acumulados de SIDA corresponden a
hombres y el 15.2 % a mujeres, estableciéndose una relacién hombre-mujer de
6 a 1. Sin embargo, en la mayor parte del pais se cbsarva una relacibnde 3a 1,
aunque existen estados como Nuevo Ledn y el Distrito Federal donde la razon
es de 9 a 1. Esio indica una heterogeneidad en la forma de fransmisién del
SIDA en ol ferritorio nacional, que en aigunos estados es predominantements
homo/bisexual y en otras heterosexual. ¢




Lamentablemente el SIDA en nuestro pais se presenta en mayor
porcentaje (79.1 %) en el grupo de personas de ambos sexos con edad entre
15 a 45 afos (79.1 %), implicando con ello que se ve afectada la poblacién
econémicaments activa, l0 cual puede llegar a afectar gravements el bienestar
econdmico de la familia. El 2.4 % de los casos corresponden a menores de 15
afos. 4

De analizar el total de casos acumulados en México (71,526 casos) se
puede establecer que la via de transmisién més importante es la sexual (mayor
al 50 %). Dentro de esta categoria, los casos acumulados en hombres que
tienen sexo con hombres es del 57.7 %; mientras que los casos relacionados
con la transmision heterosexual es de 42.3 %. ¢

Con respecto a otras vias de transmision en México, los casos acumulados
se distribuyen en la siguiente forma: 81.4 % cormesponden a una transmision
por via sanguinea; 8.4 % al consumo de drogas inyectables, 84 % y02 % ala
categoria de exposicion ocupacional. ¢

En México, la transmision perinatal constituye la principal via de contagio del
VIH-1/SIDA en menores de 15 afios, ya que siete de cada diez casos se deben
a esta forma de contagio (72 %). 4




1.1.2 Virus de la Hepatitis C.
Pravalencia y Factores de riesgo.

La Organizacién Mundial de la Salud, baséndose en la informacién de que
dispone, estima que alrededor del 3 % de la poblacién mundial esta infectada
por ol VHC, lo que equivale a 200 miliones de personas (Figura 2. de la pagina
21). ' Se calcula que ol nGmero de nuevas infecciones por afio ee de 3 a 4
miliones de personas.’

La prevalencia en la mayor parte de ics paises de Europa, América y
Surests asidtico es menor de 2.5 %, en tanto que la de las regiones del Paclfico
Oests va de 2.5 a 10 %, habiendo paises, como los del Medio Oriente, en
donde puede ser mayor del 10 %. *

Uno de los paises con mejor control epidemiolégico es Estados Unidos,
pais en el cual ~2 % de su poblacion esta infectada con VHC, y la mayorfa de
ellos desarmolla infeccion cronica (~ 85 %). La infeccion por el VHC crénica
puede conducir a cirrosis (en el 20 % de los casos) y carcinoma hepatoceiular
{(~ 8,000 y 10,000 muertes al afic).

Existen pocos reportes de la prevalencia del VHC en México. Sin embargo,

con estos datos, y en conjunto con la Organizacion Mundial de la Salud se
estima que es de 0.7 %. *




Los factores de riesgo que se citan con més frecuencia en todo el mundo son
hemotransfusion (sangre infectada de donadores sin escrutinio previo) y empleo

de drogas parenterales. Sin embargo en muchas ocasiones no es posible
identificar algGn factor de riesgo o via reconocida. En consecuencia, se

proponen otras vias potenciales de adquisicion del VHC que incluyen
hemodidlisis, contacto sexual, tatuajes, perforaciones corporales, transmision
matemo-fetal @ inhalacion de cocaina.




La transfusion de sangre, o de los productos derivados de ella,
provenientes de donadores infectados por VHC es una via muy eficients de
transmision. La introduccién de las técnicas seroldgicas por inmunoensayo
enzimitico para realizar ¢! escrutinio de la sangre en los paises desarollados a
partir de 1990 disminuy? la incidencia de VHC postransfusional a menos de 1 %
on esas éreas. La implementacion de técnicas multiantigeno més sensibles
pemmite reducir el riesgo de infeccién por VHC relacionado con transfusion a
cerca de 0.001 % por unkiad transfundida (1/100,00 por unidad transfundida).®

Uso de drogas endovenosas,

Actuaiments el uso de drogas intravenosas es la via de transmision mas
importante en Estados Unidos.® Muchas personas con infeccién crénica por
VHC pudieron adquirir su infeccién hace 20 o 30 affos como resultado de un
imitado u ocasional uso de drogas inyectables. Los factores que se relacionan
con usar drogas endovencsas y ser positivo a VHC comprenden: uso frecuents
asl como compartir la jeringa para drogarse.®

El sitio de mayor riesgo de infeccién nosocomial del VHC lo constituyen las
unidades de hemodiéiisis, donde la prevalencia promedio es del 10 %, aunque
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algunos centros reportan una prevalencia mayor al 60 %. Estudios de la
incidencia y la prevaiencia han documentado una asociacién entre la positividad
ant-VHC y ol incremento de afios en didlisis, independientements de
transfusion sanguinea. Estos estudios indican que la transmision de VHC en
pacientes que acuden a un centro de hemodiilisis ocume por una
implementacién incomecta de practicas de control de infecciones,
particularmente el fraccionamiento de los viales de medicacién y suministros.®

A pesar de que los profesionales de la salud estdn expuestos a infectarse
por ol VHC y ofros patbgenos que se transmiten por sangre, al parecer la
prevalencia anti-VHC no es mayor que la de la poblaciéon general.

Actividad [

Los hallazgos clinicos apoyan la conclusién de que la fransmigsion sexual del
VHC ocurre, pero con poco frecuencia y de manera menos eficients que la de
otros virus. Se observa una relacién entre la actividad sexual y la infeccién por
ol VHC en estudios de casos y controles de personas con hepatitis aguda,
estudios transversales en grupos de diferentes comporiamientos sexuales
(heterosexuales y hombres que tienen relaciones sexuales con hombres que
acuden a clinicas de enfermedades de transmisién sexual, mujeres que ejercen
prostitucién) en donde se ha encontrado un promedio del 6 % (rango: 1 % - 10
%). Al parecer existe una comrelacion entre ser anti-VHC positivo y el nGmero de

parejas sexuales, no usar preservativos, las practicas receptivas anales, las
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actividades sexuales trauméticas, fos antecedentes de infeccion de transmision
sexual y la coinfeccién con VIH-1.*

Contacto en casg,

La prevalencia de infeccion por VHC a través de contacto no sexual en casa
de personas con infeccién crénica por VHC en los EU es desconocida, pero
probabiemente es poco comin. En estudios realizados en otros paises se
estima que es del 4 %. *

Transmisién perinatal,

La exposicion perinatal se considera poco frecuents y representa una
pequefia proporcion de las infecciones por VHC. Aunque fodavia no se
establece el mecanismo exacto del contagio madre-hijo, los estudios indican
que éste s6lo ocurre cuando la madre es ARN positiva al momento del
nacimiento. El riesgo promedio de infeccién se aproxima a 6 % (rango: 0 % - 25
%) para madres anti-VHC positivas / VIH-1 negativas y a 14 % (rango: 5 % - 368
%) para los nacidos de madres coinfectadas con VHC/VIH-1. ¢
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41.1.3 Coinfeccién VIH-1/VHC,
Prevalencia.
El VHC es una de las principales causas de morbilidad (8.6 %) y mortalidad
(4.8 %) en personas infectadas con VIH-1 (Bica l. CID 2001;32:492-497).

Las complicaciones derivadas de la co-infeccion con el virus de la hepatitis C
(VHC) son uno de los principales problemas que deben afrontar las personas
VIH-1 positivas. ™2

Estudios efectuados a principios de la década de los 90’s reportaron que la
enfermedad hepética por VHC era responsable de hasta un 10 % de los
fallecimientos en sujetos ViH-1 positivos.

Actuaiments esta cifra va en aumento, y se estima que en los préximos afios
la co-infeccién con VHC puede ser la causa de hasta un 30-50 % de Ias
muertes en VIH-1 positivos.

En los EUA se calcula hay 800 000 a 800 000 personas infectadas con el
VIiH-1; 4 millones estén infectadas con el VHC y entre 240 000 y 300 000

personas (hasta ol 40 % de las personas VIH-1 positivas) presentan co-
infeccién.

A nivel mundial, se caicuia que hay mas de 170 millones de personas
infectadas con el VHC; 36.1 millones viven con el VIH/SIDA y aproximadaments
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el 33-75 % de las personas infectadas con el VIH-1 en todo i mundo pueden
estar co-infectadas con VHC. *

En grupos de alto riesgo ia prevalencia 2 puede variar tanto como se muestra
on la Tabla &

Tablal Prevalencia de la coinfeccién en grupos de allo riesgo.

Fuente: Mandana Khalili, Bnan W. Behm, Hepatitis C in the setting of HIV co-infection.
Microbes and Infiection 4 . 2002

En EU en un grupo de mujeres embarazadas HIV-1 + se encontrd que el 33
% de ellas eran positivo para la presencia de ARN-VHC y que el indice de
transmision matemo infantil de VIH-1 era de 26 % en las que eran VHC positivo
y de 16 % en las que eran VHC negativo.

En México no se cuenta con datos precisos acerca de la frecuencia de la co-
infeccion con estos dos agentes virales, pero se estima que la poblacion
afectada es muy similar a la reportada en otros paises.

13




1.2 Biologia Molecular del Virus de la
inmunodeficiencia Humana Tipo 1 (VIH-1)

La particula virica o “virién" corresponde al virus durante la fase extracelular
de su ciclo vital. Tiene una forma esférica. Presenta, en el exterior, una
envoltura que rodea una cépside que tiene una forma de obis o de tronco de
cono. En el centro de la cépside se encuentra el ARN virico acompafiado de
otras moléculas indispensables para su proteccién o para el desamolio de las
primeras etapas de la infeccion virica.™ Figura 3.

La envoitura de la particula virica se parece a una membrana celular lipidica,
de hecho una parte de los constituyentes de la envoltura procede,
originaimente, de ia membrana de la célula huésped, en la que se encuentran
incrustadas diversas proteinas virales como la proteina gp120 (gp: proteina
glucosilada) que se extiende hacia el exterior de la envoltura viral y la proteina
gp41 transmembranal, que permite fijar la proteina gp120 a la envoltura viral.
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Estas proteinas de superficie tienen un papel importante en Ia unién y en ia
penetracién del VIH-1 en la céiula diana. 1

El interior de la envoltura est4 tapizado por moléculas de protsina p17.°
La cépside rodea el ARN virico y a otras moléculas asociadas. Esté formada
por varias proteinas, de las cuales la p24 es la que se encuenira en mayor

proporcion.

El VIH-1 esté formado por 2 moléculas de ARN Idénticas (+) dispuestas
cabeza-cola, que contienen Ia informacién genética. ® EI ADN proviral esta
formado por 8.5 kilobases (kb) y se encuentra flanqueado por dos zonas de
repeticion terminal (LTR), las cuales tienen elementos necesarios para la
integracion, la transcripcion y la sintesis de ARN. *

Cuenta con tres genes principales: gag, pol y env, que codifican para
proteinas de la nucleocépside, de |a superficie y de la transcriptasa reversa.
Ademés de los anteriores, cuenta con seis genes mas que son taf, rev, nef, vpu,
vy vpr, que actiian como genes reguladores (Figura 4.), %0 11. 12

que son sintetizadas en forma del precursor gp160, el cual da origen a las
glucoproteinas 120 (gp120) y 41 (gp41). o112
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Los productos de los genes gag y pol forman el centro del viribn maduro.
Las proteinas que son codificadas por gag tienen un precursor de 53 kd, de
cuyo procesamiento resultan las proteinas p24, p17, p9y p7. ®

El gen pol codifica para la produccion de un precursor, de cuyo
procesamienio se originan varias enzimas, incluidas la integrasa, la
ribonucieasa, la transcriptasa reversa y una aspartil-proteasa. *

Figura 4. Esquema del genoma del ViH-1 y procesamiento de les prolsinas virales.
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1.3 Biologia Molecuar del Virus de la Hepatitis C

El VHC es un virus esférico, cubierto, con ARN de cadena positiva, de
alrededor de 50 nm de diémetro. (Figura 5). Se ha propuesto que su estructura,
organizacién genémica (Figura 6) y ciclo de replicacién son similares a los de
los miembros de la familia Flaviviridee, pero lo suficientemente distintos para
clasificarse dentro de un nuevo género denominado Hepacivirus. ™" Dentro de
esta misma familia encontramos también al virus causante de la fiebre amarilla,
virus del dengue, virus del Oeste del Nilo. Figura 5.

Figura 8. Particula del VHC

El genoma del VHC (Figura 6) es una molécula de ARN, de sentido positivo,
una sola cadena y aproximadaments 9.7 kilobases (kb) de longitud. El ARN
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contiene un solo marco abierto de lectura abierto (de cerca de 3,000
sminodcidos), flanqueado por dos regiones muy conservadas y que no
codifican, amadas §'y 3'UTR. *

La regién S'UTR es de alrededor de 341 nucleétidos de longitud y contiene
un segmento que actia como sitio de entrada ribosomal interno que dirige Ia
traduccién del marco de lectura abierto viral.” Ya que la regiéon S'UTR es
altamente conservada, se utiliza para genofipificacion viral. Aunque algunas
mutaciones en 5'UTR se relacionan con resistencia al interferén (INF), no estd
claro si esto es un efecto directo 0 sblo un cambio compensatorio a las
mutaciones en otras partes del genoma. -

La regién 3'UTR consists en un segmento variable que incluys una zona de
sscuencia de PolyU de alrededor de 100 nucledtidos, y termina en un segmento
de 88 nucledtidos altaments conservado (el mas conservado en VHC) que se
requiere para la replicaciéon viral, Se piensa que ests segmento conservado es
un sitio probable de reconocimiento de la replicasa en la copia de la cadena
negativa de ARN."*

A partir del marco de lectura abierto del genoma del VHC se codifica una
poliprotsina que se procesa en por io menos 10 proleinas, cuatro estructurales
(la nucleocépside viral o proteina “core’, las proteinas E1 y E2 de la cubierta, y
una proteina denominada p7) y seis proteinas no esiructurales que participan
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en ia replicacion de ARN viral. El procesamiento de la poliproteina viral se lleva

a cabo mediante proteasas tanto celulares como virales. (Figura 6.)

Reyfices

Figura8. Esquema del gasnoma del VHC y procesamiento de las proteinas virales.

A partir del marco de lectura abierto del genoma del VHC se codifica una
poliproteina que se procesa en por lo menos 10 proteinas, cuatro estructurales
(la nucleocépside viral o proteina “core”, las proteinas E1 y E2 de |a cubierta, y
una proteina denominada p7) y seis proteinas no estructurales que participan
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en la replicaciéon de ARN viral. El procesamiento de la poliproteina viral se leva
a cabo medianie protsasas tanto celulares como virales. (Figura 6.)

Los primercs 191 aminoécidos de la poliprotsina del VHC forman |a
nucleocépside 2%

El VHC tiene dos glucoproteinas de envoitura: la proteina E1 y la E2. Estas
protsings se secretan en el reticulo endoplésmico como proteinas de
membrana de tipo 1 y permanecen fijas a la membrana mediants una secuencia
hidrofébica del extremo carboxilo. La digestién adicional produce la proteina
NS2A (p7), cuya funcién se desconoce.? E1 y E2 sirven para reconocer
receptores celulares.

Un segmento muy variable de alrededor de 30 aminodcidos de longitud
cercana 8l extemo amino de E2 se denomina regin hipervariable 1 (HVR-1).
Este segmento conforma un asa polipeptidica en la superficie del virién y con
frecuencia induce ia formacion de anticuerpos en las personas infectadas con
VHC. 5

Entre las protsinas no estructurales se encuentran las siguientes: NS2B,

NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B. De las anteriores proteinas se desconoce la
funcion precisa de: NS2B, NS4A, NS4B y NS5A. %




La proteina NS3 tiene una actividad de serin proteasa localizada en su
extremo amino ferminal, ¥ una de ARN-helicasa con actividad de trifosfatasa en
su regién carbaxilo terminal, 47

En ol segmento que corresponde a la proteina NSSA se localiza la region
determinants de la susceptibilidad al interferén, ISDR, dado que los
polimorfismos dentro de este segmento se correlacionan con la resistencia al
tratamiento con INF.®

La proteina NS5B es la que se encarga de replicar ol genoma del VHC, ya
que funciona como una RNA polimerasa dependiente de RNA. 22

14 Marcadores Moleculares

El estudio del material genético ha permitido determinar el origen de muchas
enfermedades complejas como céncer, diabetes, hipertension, etc., lo cual, a su
vez, ha hecho pensar que una patologia es el resuitado de la disfuncién de
més de un gen, asli como que una misma enfermedad en diferentes individuos
se puede deber a alteraciones de diferentes genes.

La presencia de formas alternas de genes nonmales (alelos mutados)
pueden causar enfermedades, 0 bien una resisiencia a ellas, al producir

hasta ausencia total del mismo.

0
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Actuaiments se propone que la aparicion y evolucién de una patologia es el
resultado de un desaquilibrio en la interacciéon entre la informacién genética de
un individuo y su medio ambients, incluyendo su diela y su estilo de vida. Por
olio, el desarrolio del diagndetico molecular nos permite la posibilidad de
identificar las alteraciones en el material genético que generan la enfermedad (o
ia resistencia a ella) constituyendo asi los marcadores moleculares que
permitan establecer un diagndstico certero.

Esto permitird no solo realizar un diagnéstico preciso y la aplicacién de una
terapia génica apropiada, sino también identificar a un individuo antes de que
desarolie la enfermedad con el fin de que tome ias medidas preventivas para
retardar, controlar o incluso prevenir ia aparicion de dicha patologia.

Los marcadores moleculares también son de utilidad en: la identificacion de
individuos; en eof diagndstico de enfermedades infecciosas ya sean estas
causadas por agentes virales, bacterianos 0 miclticos; en la endocrinologia
molecular; en la fisiologia; en [a angiogénesis; en la produccion de agentes
glolégicos para las terapias celular y genética; en el estudio de los diferentes
grupos étinicos; en la farmacologia; en el mejoramiento de productos agricolas
¥ en el control biolégico de cosechas; en la biodegradacion de los desperdicios
y contaminantes; en el conocimiento de la ecologia microbiana; y muchos otros
campos involucrados en &l entomo extemo ¢ interno del ser humano.




1.8 Factores involucrados en ol Desarrolioc de
ia Coinfeccién VIH-1/ VHC

Las infecciones por o VHC y el ViH-1 comparten caracteristicas en com(n
que contribuyen a que Ila co-infeccion sea més frecuents: ambas son
infecciones que se transmiten por via parenteral (transfusiones), sexusl y
vertical.® Presentan periodos de latencia prolongados y tendencia a un curso
crénico. No se conocen los mecanismos de infeccion ni el efecto de Ia
interaccion de estos dos virus en las personas co-infectadas.

Se ha propuesto que ol VIH-1 puede acelerar la progresién de la hepatitis C
y agudizaria, muy probablements en relacion con el descontrol de la infeccion
por VIH-1, que se vincula con altos niveles de ARN-VHC y una progresion
acelerada de (a lesion hepética inducida por el VHC, lo que a su vez repercute
en ol desarrolio més répido de fibrosis. Esta progresion de la fibrosis se
comrelaciona en forma independiente con la cuenta de CD4 (< 200/mi) y
consumo de aicohol.

Por otro lado hay datos que sugieren que e VHC puede aumentsr la
incidencia de hepatotoxicidad de los férmacos anti-VIH, los que de por si son

conocidos como potenciaimente hepatotdxicos, implicando con ello una
disminucién en la eficiencia de la erradicacion del VIH-1.°




El aumento de la sobrevida y el deterioro histol6gico secundario a la répida
recuperacion inmunitaria debido a las nuevas terapias antirretorviraies, ademas
de la citotoxicidad viral directa o toxicidad farmacolégica, © smbas , y un riesgo
mayor de desamrolio de cirrosis hepética en pacients coinfectados hacen resaltar
la importancia de elucidar los mecanismos moleculares de patogenicidad
involucrados en la co-infeccién con el VIH-1/VHC.

Es importante la identificacién de los factores del hospedero, expresados
COMO Mecanismos genéticos @ iInmunoiégicos que participan en su defensa
contra ambos tipos de virus. Por o que es muy importante intensificar Ia
bisqueda de los factores que influyen en el tiempo de progresion al SIDA y la
supesvivencia de las psrsonas co-infectadas.

1.8.1 Marcadores genéticos para ot VIH-1:

Numeroeos estudios se han enfocado en buscar los factores propios del
pacients y del virus que participan en los eventos moleculares que determinan
Ia resistencia y la historia natural de la infeccion.®* Se han identificado los
receptores en ol hospedero que requiere el VIH-1 para infectar a las células
blanco y su importancia en el tropismo celular, la transmision de la infeccién y
on la progresién de la enfermedad.




Hay evidencias de que al menos un 50 % de los individuos infectados por el
VIH-1 considerados no progresores, tienen marcadores genéticos que
determinan una lenta progresién al SIDA. Se han identificado 8 genes
asociados que codifican para: receptores de quimiocinas ®, genes MHC ® y un
inhibidor de citocinas 2%

Los efeclos de las quimiocinas estdn mediados por receptores
membranales. El VIH-1 entra a la céiula, la cual presenta a la vez receptores
CD4 y CC (quimiocinas B) o0 CXC (quimiocinasa), medianie un anclaje y una
posterior fijacién, respectivaments (Figura 7. y Figura 8., pagina 38). Entre los
receptores de quimiocinas se incluyen CXCR4, CCR2, CCR3 y CCR5.> Se ha

comprobado que CCRS y CXCR4 actian como los principales comeceptores in
vive.%-¥

En ia entrada del virus a la célula se pueden diferenciar varias etapas:
(Figura 8. pégina 38 y Figura 8. pagina 39) La unién gp120 (VIH-1)-CD4{céiula)
modifica la conformacion de gp120. Entonces, la secuencia que conforma el
bucle V3 de la gp120 queda expuesta (desenmascarada), lo que permite la
interaccion con el correceptor celular CCRS en el inicio de Ia infeccién, con
CCRS5 0 CXCR4 en Ia fase intermedia y con CXCR4 en la fase final.




Figura7. Esquema del anciaje y fijacion del ViH-1 a ia céiula bianco.

Figura8. Esquema de la interaccién de los recepiores de la membrana celular y el VIH-1:
A. Reconocimiento, fijacion, anciaje y fusién del virus con la membrana celular.

B. Competencia de quimicocinas con ¢l VIH-1 por el CCRS. C.

correcaptor
Expresion defectucea del comecepior CCRS que evita la fijacion del VIH-1 a la
membrana coluler

Se forma, pues, un complejo trimérico gp120-CD4-CCRS5 o CXCR4
(Figura 8.). La fusién celular, en la que gp41 desempefia un papel determinants,
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entre la membrana celular y el virus se inicia, y el VIH-1 inyecta al interior
celular su cépside que contiens los ARN viricos y la retrotranscriptasa.

UNION'AL CD4 UNIONAL CCRS FUSION DE PEPTIDDS
EXPOSICION

'
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Figura 8. Mecaniasmo propussio de ssociacién del VIH-1 con la chilula.

En 19986, se describié una delecion de 32 pb del gen del receptor CCRS
(CCR5A32), que genera una proteina truncada. ®*

Esta proteina truncada se genera porque la delecién provoca un cambio
en ol marco de lectura (aminodcido 185) por la aparicién de un codén de
finalizacion prematuro en la secuencia comespondiente al segundo loop
extracelular.***' Esto da como resultado un receptor no funcional, que ya no se
ancia en la membrana celular.©




Los individuos homocigotos CCRSA32/A32 serfan naturaimente
resistentes a la infeccién por el VIH-1 ya que ia ausencia del receptor en Ia
superficie celular impide la entrada de cepas ViH-1 RS, que son consideradas
las variantes transmisoras. Esto fue corroborado por estudios invitro que
demostraron que los cultivos primarios de células mononucieares con genotipo
CCR5A32/A32 eran resistentes a la infeccion con VIiH-1 RS pero no con las
variantes virales X4, confirmando la especificidad de esta delecion inactivante
en el cofreceptor para los virus R5. %4044 En arupos de individuos no
infectados con alta exposicién al virus se encontro el genotipo CCR5A32/A32.

Contrariaments, varios estudios epidemiolégicos demostraron la ausencia
del genotipo homocigota CCRSA32/A32 en individuos ViH-1 infectados,
apoyando el rol protector ejercido por este genotipo. Sin embargo el reporte de
casos de individuos con genotipo CCR5A32/A32 que contrajeron la infeccién
demostraron que esta resistencia no es absoluta. %%  prohahlemente
estos individuos hayan adquirido una variante viral que no sea dependiente del
CCRS. La baja frecuencia con que ocurren estos casos demuestra que ol alelo
CCR5A32 confiere una clara ventaja protectora y que los virus que utilizan el
CCRS son los predominantemente involucrados en la transmision del VIH-1.

Por lo tanto el genctipo homocigoto CCR5A32/A32, se ha asociado a
resistencia a la infeccién por el VIH.* El estado heterocigoto de la delecién se




encuentra aproximadaments en un 20 % de la poblacién caucédsica sana, y el
estado homocigoto en 80i0 1 % de los individuos. Una frecuencia alélica menor
del 10 % se ha encontrado en africo-americanos y grupos de hispanos que se
han analizado. En general se asume que ol estado homocigoto para ia delecién
disminuye la susceptibilidad a Ia infeccion, y ol estado heterocigoto retarda
significativamente el curso de la enfermedad. Tanto las mutaciones de la
secuencia codificadora, como de la promotora presentan su efecto alterando la
cantidad de receptores CCRS y afectando la susceptibilidad de las céluias del
hospedero a la infeccién por VIH y probablemente otros virus como el VHC.%

El gen que codifica para la sintesis de CCRS se encuentra localizado en
el brazo corto del cromosoma 3 (3p21) y esta compuesto por 4 exones y 2
intrones. Los exones 2 y 3 no estdn interrumpidos por intrones. El exin 4
contiene la secuencia correspondients al marco de lectura ablerto (ORF), 11
nucleétidos de la regién 5’ no traducible (UTR) y la secuencia compieta de la
regién 3’ UTR. Otra caracteristica de este gen es la presencia de maltiples sitios
de inicio de la transcripcion que por procesos de splicing altemativos originan
distintos transcriptos que difieren principaiments en la region 5' UTR. %24

En |a regién codificante del CCRS, ademés de la mutacion CCR5-A32,

por estudios de masitreo genético como el SSCP (polimorfismos
conformacionales de cadena simple) y secuenciacion , se encontraron 21
nuevas variantes del CCRS por sustitucién puntual, aunque todas son muy poco




frecuentes. 2% | 5 consecuencia funcional de estas formas diferentes aGn no
se ha establecido. Recientements se demostré que la regién 5’ no traducible del
CCR5 es altaments polimérfica y que las distintas variantes genéticas podrian
influir en la patogenia del VIH-1. ™72

1.5.2 Marcadores genéticos para el VHC:

Los mecanismos que utiliza el VHC para ingresar al interior de los
hepatocitos aun se desconocen. Diferentes comunicaciones han resailtado la
importancia del genotipo del VHC para explicar una evolucién més répida de |a
infeccion con ef VIH-1. También se han reportado probabies receptores para Ia
entrada del VHC a las células, sin embargo no se ha demostrado con certeza la
participacion de estos receptores celulares en la intemalizacion del virus.
Recientemente se han reportado dos probables receptores del VHC, la protsina
CD81 y el receptor para lipoproteinas de baja densidad, LDL. En ef plasma los
lipidos se encuentran en su mayoria en forma de lipoproteinas constituidas por
lipidos y apolipoproteinas (Apos), cuya funcién es dirigir el destino de la
particula. Las lipoproteinas seé han agrupado en 4 grupos: LDL, VLDL, HDL y
quilomicrones. Basados en la observacion de que las particulas del VHC se
asocian con beta-fipoproteinas en suero, Agnelio y cols., reportaron que las
particulas del VHC asociadas con LDLs eran capaces de lgarse a su receptor (r
LDL) y permitir la entrada del virus al hepatocito. ™ Sin embargo, adn se
desconoce la participacién de este mecanismo en la intemalizacién del virus en
las células infectadas. Finalments, se han reportado polimorfismos en los genes
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que codifican para apolipoproteinas que originan formas distintas de proteinas
con caracteristicas biolégicas diferentes. Se ha postulado que dichos
polimorfismos podrian influenciar el establecimiento o la eliminacién de la
infeccién por el VHC. Recientements Wozniak y cols., reporiaron que la
presencia del alelo Apo E-e4 protege y disminuye el desarrolio de dafio
hepético severo en pacientes infectados con VHC. 2%

31




CAPITULOH

JUSTIFICACION

La co-infeccién con el virus de la hepatitis C (VHC) disminuye la respuesta al
tratamiento y sobrevida en sujetos infectados con VIH-1. Ambas infecciones
comparts las mismas vias de transmision, por lo que se estima que en los
préximos afos la co-infeccién con el VHC puede ser la causa de hasta un 30-40
% de las muertes en pacientes infectados por VIH-1. En México no existen
datos reportados acerca de este tipo de coinfeccion.

Por otra parte, existen evidencias que apoyan la participacién de factores
genéticos del huésped en la susceptibilidad o resistencia a la adquisicion de la
infeccién por VIH-1 o VHC.

La identificacion de cuantos y cudles son los genes en el huésped que
predisponen o condicionan el desarmolio de estas infecciones es fundamental
para ol disefio y la aplicacion de herramientas diagnosticas, ferapéuticas y
pronosticas especificas; incluso permitird prevenic o retrasar la aparicion de la
sintomatologia o las complicaciones crénicas de estas infecciones, sin olvidar
que, distintos individuos poseen genes de susceptibilidad o resistencia
adicionales, que pueden determinar diferencias en la respuesta al tratamiento o
al desarrolio de complicaciones.
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De igual manera, el conocimiento progresivo de las caracteristicas genéticas
de los grupos étnicos de nuestro pais, permitird conocer tanto ias fortalezas
come las debilidades de la poblacién mexicana y permitird desarrollar una mejor
medicina preventiva y colectiva.

En base a estos aniescedenies, se resalta la importancia de conocer la
prevalencia, asi como de elucidar loe mecanismos moleculares de
patogenicidad involucrados en la co-infeccién con el VIH-1/VHC.
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CAPITULO Il

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar ia prevalencia de la Infeccién con el VHC en un grupo de
siifetos infectados con ViH-1 y analizar los polimorfismos de marcadores
moleculares ssociados a la coinfeccién.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Conocer la prevalencia de la infeccién con ol VHC en un grupo de
sujetos infsctados con ViH-1,

2. ldentificar los polimorfismos de los genes que codifican para ol
cormeceoptor CCRS y la apolipoproteina E en un grupo de sujetos
infectados y coinfectados con VIH-1 y VHC.

3. Correlacionar los hallazgos moleculares con la presencia de |a
coinfeccién en relacién al grupo de sujetos infectados Gnicaments con
ViH-1, al grupo infectado con VHC o con ol grupo de sujetos que no
estan infectados con ninguno de los dos virus.

4. Establecer la comelacion estadistica entre ias variables dependientes ¢
independientes (historia clinica, parimetros bloquimicos y
polimorfismos de los marcadores genéticos seleccionados) en el
contexto de los diferentes grupos de sujetos.




CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

El estudio fue aprobado por ol Comité de Investigacion y Etica de s
Subdireccién de Posgrado, del Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzilez” de
la UANL, con clave BI03-090, en sesién del 29 de Septiembre de 2003, y se
realizd en forma prospeciiva, transversal, descriptiva y observacional de
Septiembre de 2003 a Julio de 2004.

4.1 Area Fisica

El trabajo se realiz6 en o laboratorio de Infectologia Molecular de la Unidad
de Laboratorios de Ingenieria y Expresion Genéticas del Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina y en el Servicio de Infectologia del
Hospital Universitario.

4.2 Sujetos incluidos en el Estudio

421 Sujetos Controles

Para este proyecto se establecié un grupo de sujetos sanos que
aceptaron participar en el estudio y que fueron seleccionados de acuerdo a los
siguientes criterios:
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Inclusién; ambos géneros, mayores de edad, que aceptaron participar; que
fueron negativos a la presencia de anticuerpos contra VIH-1 y VHC.

Exclusion; sujetos menores de edad, pacientes con alteracién de Ia
coagulacién, que estuvieran en estado agénico, que se negaran a participar, 0
que tuvieran algin factor de riesgo para la infeccién por VIH-1 y/o VHC.

4.2.2 Sujetos Infectados con VIH-1 yfo YHC

El grupo de estudio se conformé de sujetos infectados con ViH-1.
Ademés se incluyé un grupo de sujetos positivos para el VHC como control.
Estos pacientes fueron reclutados como voluntarios y asistian a consuita a los
Servicios de Infectologla, Gastroenteroiogia y Patologla del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzédlez’. Se seleccionaron de acuerdo a los
siguientes criterios:

Inclusién: ambos géneros, mayores de edad, con diagndstico, antecedentes o
factores de riesgo de infeccién por VIH-1 y/o VHC, que aceptaron participar.

Exclusién: sujetos menores de edad, que se negaron a participar.
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A partir de la informacién recabada de cada uno de los pacientes se generd
una base de datos que se utilizdé para realizar estudios epidemioligicos y de
asociacion de las caracteristicas clinicas y los hallazgos experimentales. La
identificacion de cada uno de los pacientes fue a través de la asignacién de una
clave confidencial y se ha mantenido en el anonimato y la confidencialidad en
todo momento. Los datos de nombres y claves confidenciales estén restringidos
para todos los participantes, solo tiene acceso a esta informacién el
responsable del proyscto. E! nimero de pacientes que seé incluy6 se establecid
en funcién de la proporcién del nimero de pacientes con infeccion por VIH-1
que eran atendidos y se les llevaba un seguimiento en dicho centro hospitalario,
respecio al fotal de pacientes que asistieron a este hospital regional. El nimero
que se estimd de pacientes VIH-1 para este estudio fue de 60. Sin embargo se
incluyeron todos los pacientes que aceptaron participar y que de forma
consecutiva acudieron a una consulla programada durante el perfodo
comprendido de Septiembre de 2003 a Julio de 2004.

4.4 Matsrial Biolégico

A cada uno de los sujetos incluidos en ests estudio se les tomd una muestra
de sangre periférica, obtenida por puncién vencsa en una Gnica ocasion,
empieando tubos vacutainer con EDTA, asi como material desechable estéril.
La cantidad de muestra que se obtuvo fue de 10 mil.
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Inmediataments después de tomada la muestra, ésta se colocéd en hielo y
fué transportada al Laboratorio de Infectologia Molecular, en donde se
centrifugé para separar el plasma y el paquete leucocitario.

Del piasma se hicieron diferentes alicuotas, las cuales fueron colocadas en
tubos eppendorf, etiquetadas y conservadas a =70 *C.

A partir del paquete de leucocitos se exirajo el ADN, el cual fue conservado en
tubos eppendorf a —20 °C, también debidaments etiquetados.

4.5 Reactivos
Los reactivos y el material empleado fueron los siguientes:

Para las reacciones de PCR se empleo la enzima TaqgDNA plimerasa, el
MgCl; y buffer de PCR de Promega Corporation (Madison, Wi, EUA). Los
dNTPs fueron adquiridos de GIBCO-BRL LIFE TECHNOLOGIES (Grand Island,
NY, EUA).

La enzima de restriccién que se empleo (Hha /) para digerir los productos
amplificados fue adquirida de New England Biolabs Inc (Beverly, MA, EUA).
Para las reacciones de RT-PCR se utiliz6 la enzima SuperScript™ Il RNasa H-
Transcriptasa Reversa 6 bien MMLV, Random primers, Buffer First-Strand 5X,
DTT y RNaseOUT inhibidor de Invitrogen™ Life Technologies (Carisbad, CA,
EUA).

©
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Los geles fueron preparados con agarosa grado analitico adquirida de
Invitrogen™ Life Technologies (Carisbad, CA, EUA).

El écido bérico y Trizma®base de SIGMA CHEMICAL CO (St Louis, MO,
EUA) y ol EDTA de Amersham/Life Science (Cleveland, OH, EUA) fueron
utilizados para preparar el buffer de comrida TBE. Entre otros reactivos que

fueron necesarios para preparar las soluciones requeridas se encuentran SDS y
NaCl, también de SIGMA CHEMICAL CO (St. Louis, MO, EUA).

Los solventes orgénicos utilizados como cloroformo y etanol, fueron de
grado snaliico y provenian de la casa comercial Merck® (EM SCIENCE,

Gibbstown, NJ, EUA).

El trizol se adquirié de GIBCO-BRL LIFE TECHNOLOGIES (Grand Island,
NY, EUA).

El material de pléstico que se utilizé fueron tubos eppendorf (0.5, 1.5y 2.0
mi) y puntillas (0.01, 0.2 y 1.0 mi) para las micropipetas de BIOMOL SA de CV,
Monterrey NL, Méx. Los tubos falcon de 15 mi y los guantes de lstex utilizados
eran de ia marca Cel Associates, Houston, TX, EUA.
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48 Equipo

Se utilizé una microcentrifuga eppendorf modelo 5415 C; balanza digital
Sartorius modeio1206 MP; balanza analftica OHAUS modelo APL1; incubadora
SHEL-LAB y homo de microondas Gold star. La cémara de electroforesis
horizontal que se utiliz6, incluyendo su fuents de poder, son de marca BIO-RAD
Life Sciencie Research Products. El termociclador utilizado para las reacciones
de PCR es de la casa comercisl Eppendorf,

4.7 Programas de Andiisis Computacional

El procesamiento de datos se lievd a cabo en una computadora personal
TOSHIBA.

Se utilizé un sistema de andlisis dimensional de geles compatible con PC,
constituido de una camara de video, una fuents de luz UV y una computadora
{Gel Documentation_System 1000, BIO-RAD).

El procesador de texto y gréficos utilizados fueron Microsoft®Word 2000 y
Microsoft® Power Point 2000 de Microsoft Corporation. Para el sndlisis
estadistico se emple6 la hoja de chicuio Microsoft Excel 2000 (Microsoft
Corporation), los programas SPSS, RXC y Epi info™ 2002.




Los programas utilizados por via internet fueron: Entrez [National Center for
Biotechnology Information (NCBI)], Centres for Diseass Control (CDC). El

navegador de Internet que se uso fue Microsoft Explorer Version 6.0 (Microsoft
Corporation).

4.8 Meétodos

4.8.1 Datos Demogrificos ¢ Historia Clinica

Los datos demogréficos y la historia clinica fue captada por ol Médico
durante la consuita. Esta informacién fue integrada en la base de daios
confidencial mencionada con anterioridad.

4.8.2 Estudios Seroiégicos

Para conocer la prevalencia de la co-infecciéon con VIH-1 y VHC en la
poblacién de estudio se realizé un estudio de corte transversal. Para elio se
lievd & cabo e andlisis serolégico y molecular de todos los sujetos que
reunieron los criterios de inclusion antes descritos. (Figura 10.)

La muestra sanguinea tomada a cada uno de los sujetos se utilizé para:

1) Estudios bioquimicos: determinacién de perfil hepético (bilimubinas,
TP, GGT, AST y ALT).

)
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2) Estudios serolégicos: determinacién de anticuerpos anti-VHC y anti-
VIH-1 utilizando los estuches comerciales de Abbot de 3* generacién y

siguiendo los protocolos del proveedor.

3) Estudios moleculares: identificacion cualitativa del genoma viral por
PCR y PCR anidado (VIH-1 y VHC). ldentificacion de los polimorfismos
del gen que codifica para la Apolipoproteina E y del gen que codifica
para el correceptor CCRS.

|

Figura 10. Esquema simpiificado del proceso que se siguid en la determinacién de la
frecuencia de los polimorfismos del gen que codifica para ¢l cormeceptor CCRS y
del gan que codifica para la Apo E, asl como para Ia identificacion cusiitativa del
genoma del VHC.
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Por ser metodologias desamrolladas dentro de protocolos de investigacién
previaments publicados han sido completamente validados de acuerdo & los
métodos previaments reporiados por otros grupos de investigacion.

4.8.2.1 Estudlos Bloquimicos

Los pasrametros bioquimicos que fueron considerados son:. Bilirrubinas,
Aspartato aminotransferas, Alanin aminotransferasa, Gama
giutamintranspeptidasa Fosfatasa alcalina. Estos estudios bioquimicos fueron
llevados a cabo en diferentes laboratorios de Ansiisis Clinicos de acuerdo a la
eleccion del sujeto en estudio. En cada caso se siguié el protocolo del
proveedor del kit de cada determinacién.

4.8.22 Estudios Serolégicos

En la detsrminacién de anticuerpos anti-VHC y anti-VIH-1 se llev$ a cabo
utilizando los estuches comerciales de Abbot de 3* generacién (VHC version
3.0 REF 3B44-20 33-0314/RS) y siguiendo los protocolos del proveedor. En un
equipo Axsym de Abbott (Abbott Park, IL, EU) se realizaron las determinaciones
de anticuerpos sefialados previaments.
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4.8.3 Estudios Moleculares
4.83.3.1 Anilisis Cualitativo del VHC

Para la identificacion de la presencia de VHC en los pacientes VIH-1
positivos, se aisié ol ARN viral del VHC a partir del plasma del paciente
mediante la técnica de Chomeczynski-Sacchi, se obtuvo el cADN, posteriormente
se amplificé por PCR utilizando oligonuciedtidos especificos para amplificar una
secuencia altamente conservada del VHC, y se evaluaron los amplicones por
electroforesis en gel de agarosa al 2 %. Pama llevar a cabo el proceso antes
descrito se siguieron las técnicas que a continuacién se describen:

4.8.3.1.1 Extraccién de ARN Viral por la Técnica de Chomczyneki-Sacchi.

A partir del plasma separado de ia muestra de sangre periférica de cada
paciente se realizé la extraccién de ARN para identificar la presencia del
genoma del VHC utilizando el siguients procedimiento:™

Se colocaron 400 ul de plasma en un tubo eppendorf y se les afladié 600 pl
de frizol; fueron mezclados perfectaments y colocados en hielo por 5 minutos.
A esta mezcia se le afiadié 200 ul de cloroformo grado analitico; nuevaments
todo fue mezclado y colocado en hielo por 5 minutos.

Posteriormente se centrifugé a 8,000 rpm por S minutos a 4 °C.




La fase acuosa fue recuperada en otro tubo eppendorf y se le afiadié 600 i
de isopropanol grado andlitico. Se mezcio todo nusvamenie y se dejo reposar
por 1 hora a =20 °C.

Completado este tiempo de incubacion se centrifugo la mezcia a 14,000 rpm
por 20 minutos a 4 °C. Se decanto y se dejo secar a temperatura ambiente por
10 minutos.

El sedimento fue resuspendido en 50 pul de H20 con DEPC estéril, y luego se
le afiadieron 150 ul de etanol 100 %.

Se procedié a centrifugar la mezcla anterior a 14,000 rpm por 20 minutos a 4
°C. Al terminar de centrifugar se decant y el residuo se dejo secar por 10
minutos. Este residuo fue resuspendido en 20 ul de Hz0 con DEPC estéril y lo
utilizamos inmediatamentes. Cuando no fue posible utilizario inmediatamente se
almacené a 170 °C.

4.8.3.1.2 Reaccién de Retrotranscripcién Asociada a Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (RT-PCR)

Este método se utilizd para sintetizar a partir del ARN viral una hebra

complementaria, para posteriorments amplificaria por PCR y de esta manera
detectaria faciiments por métodos de electroforesis.
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Fundamento:

Es una amplificacion de ARN a través de ia sintesis de su cADN (ADN
complementario al ARN), que después se amplifica por PCR. Es decir, no se
obtienen copias del ARN de partida, sino de ADN, aunque se conserva
obviamente la secuencia complementaria de aquél. Para esta reaccion se
emplean los siguientes componentes: muestra de ARN, transcriptasa inversa,
buffers para cada una de las enzimas, dNTPs, cebadores y TaqDNA

Las reacciones de RT-PCR se prepararon de acuerdo con los siguientes
parémetros:
En un tubo eppendorf estéril de 200 pl se prepard la siguiente mezcla:
ARN fotal 3ul
H20 miliQ DEPC 6 ul (5)°

Esta mezcia se incubd a 72 °C por 10 minutos, posieriormente se mantuvo en
HIELO por 5 minutos, y se prepard la siguiente mezcia maestra:

Buffer 5X 4l
oTT 2l
dNTPs 10 mM 2u
Random Primers i




ARNs inhibidor 1
ARN / H20 miliQ DEPC 9 ul (8)*
VOLUMEN TOTAL 19l (18)*

De ia mezcla maestra antes mencionada se fomaron 10 ul para cada
muestra y se le afiadié a cada tubo 1 ul de la enzima Superescript 0 2 ul * de la
enzima MMLV. Posterioments se incubé a temperatura ambients por 10
minutos. Transcurrido este tiempo, los tubos con las mezcias de reaccion se
colocaron en el termociclador para que se lievara a cabo ol programa de
amplificacion de la hebra complementaria del ARN del VHC, que consistia en
incubar la muestra a 37 °C por una hora y posteriormente a 85 °C por cinco
minutos. (Tabila i)

Tabla® Programa de ampitficacién aplicado en la RT- PCR para la
determinacion cuslitativa del Virus de la Hepatitis C.

El cADN obtenido se conserva a —20 °C

Una vez obtenido el producto amplificado del cADN del ARN del VHC, se
procedid a la identificacion del VHC mediante el uso de una PCR que
amplificara un segmento especifico y altamente conservado del genoma viral.
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Para esta reaccién se usaron oligonucleotidos”” que ya han sido validados y
que son empleados rutinariaments en el Laboratorio de Infectologia
Molecular/Diagnéstico Molecular Seccion Infectologia, siendo los que se
sefialan a continuacion (Tabila Ill):

Tablall Informacién general de los Primers empleados en la primera amplificacién pera la
identificacién cusiitativa del VHC.

La mezcla macstra para esta Reaccién en Cadena de Is Polimerasa fié:

Buffer 10X 5 ul
Oligo HCV1-U 10 uM 2l
Oligo HCV2-D 10 uM 2l
dNTPs 10 mM 2l
MgCla 25 mM 15
TaqDNA polimerasa 5U/ul 0.5l
Hz0 miliQ 35 pl
ADNec 2l
VOLUMEN TOTAL 50 i




Y las condiciones de amplificacion para esta Reaccién en Cadena de e
Polimerasa son las que se sefialan en la Tabia V.

Tabla IV  Programa de ampiificacién para la determinacién cusiitativa del
Virus de la Hepaiitia.

5 min
1 min
1 min
2L 1 min
2°C 10 min
Los pasos del 2 al 4 se repitieron por 35 ciclos
El producto de amplificaciéon que se obtuvo fue de 223 pb

Con sl fin de aumentar la sensibilidad y especificidad en la deteccion del

VHC, se lievé a cabo una PCR ANIDADA, utilizando la mezcia maestra que se
describe a continuacion:

Buffer 10X 5ul
Oligo HCV3-U 10 uM 2l
Oligo HCV4-D 10 puM 2
dNTPs 10 mM 2
MgClz 25 mM 15
TaqDNA polimerasa 5U/l 0.25 i




H0 miliQ 36.25 pl
Producto amplificado de la primera PCR 1w
VOLUMEN TOTAL S0 pl

Los oligonucieotidos” empleados como cebadores en esta PCR ANIDADA
también ya han sido validados y son empleados rutinariamente en el
Laboratorio de Infectologia MolecularDiagnéstico Molecular  Seccion
infectologia, siendo los que se sefialan a continuacién (Tabla V);

TablaV  Informacién general de los Primers empleados en la ssgunds amplificacién para s
identificacion cualitativa del VHC.

Y las condiciones del programa del termociclador para realizar esta segunda
amplificacién son las que se sefialan en la Tabla V1.




TablaVi  Programa de amplificacién aplicado en la PCR ANIDADA pera i
datarminacion cusiitativa del Virus de la Hepatitis C.

TH

1 min
,/ 10 min

Los pasos del 2 al 4 se repitieron por 35 ciclos
El producto de amplificacion esperado es de 194 pb

4.8.3.2 Anilisis de Polimorfismos de los Genes que Codifican para el

Correceptor CCRS y la Apolipoproteina E.

Para el andlisis de polimorfismos de los receptores CCRS y
genotipos de Apo E, se exirajo ADN gendmico a partir de los leucocitos de la
sangre periférica que se tomd de los sujetos incluidos en el estudio (10 mi).
Posteriorments se amplificaron las secuencias especificas de ADN que
codifican para estas proteinas mediante PCR, utilizando iniciadores especificos.
Para la determinacion de los polimorfismos del gen que codifica para la
Apolipoproteina E se realizd el andlisis de fragmentos polimérficos con enzimas
de restriccién (RFLPs), en donde se usé la enzima Hha /.

Con el fin de realizar el proceso antes descrito se siguieron las técnicas que a
continuacion se describen:
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4.8.3.21 Extraccién de ADN gendmico por la técnica de TSNT

De las muestras de sangre periférica se hizo la separacion del paquete
leucocitario, a partic del cual se realizd la exiraccién de ADN gendmico
mediante el siguiente protocolo:™

En un tubo eppendorf de 2 ml se colocan 500 ul de paquete globular
leucocitario y se le afiadieron 200 pl de buffer de lisis TSNT (Tritdn 100X 2%,
SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-HC! pH 8.0 10 mM) y se mezciaron por inversion
por unos segundos para lograr una lisis fotal.

Posteriorments, a este lisado se le afiadieron 500 ul de fenol pH 8.0 y se
mezcié ligeraments. Esta mezcia se coloco en hielo por 3 minuios.

Transcurrido este tiempo fueron afadidos 100 pl de solucion sevag
[cloroformo:aicohol isoamilico (49:1)] y se mezcié por § minutos en bortex.
Luego se le afiadié 100 pl de TE 1X, se mezcid y se dej6 reposar en hielo por 3
minutos.

Se procedié a centrifugar esta mezcia a 10,000 rpm por 8 minutos. Una vez
separadas las fracciones, la fase acuosa se paso a otro fubo y se le afiadieron
2.5 partes de etanol 100 %, ademés, se le adiciond 100 ul de acetato de sodio y
se dejé reposar por 3 minutos en hielo.

Después de este tiempo se centrifugd a 14,000 rpm por 15 minutos. Se
separaron las fases por decantacién y la pastilla que se formé se dejo secar al
aire (n0 mas de 2 horas).




Finaimenis esta pastilla fue resuspendida en agua miliQ estéril (50 pl).
Las muestras de ADN obtonidas por este procedimiento fueron conservadas & -
20 °C.

El ADN obtenido fue cuantificado por espectrofotometria, determinando la
absorbancia a 260 nm y a 280 nm. La pureza del ADN fue evaluada con la
relacion entre el valor de la absorbancia a 260 nm y a 280 nm, consideréndose
una pureza adecuada cuando ésta relacitn fuese mayor a 1.75. Dado que un
valor de absorbancia de 1 densidad éptica (DO) corresponde a 50 ug/ml de
AND genémico, se calculd la concentracion en cada muestra segin la siguiente
formula:™

Concentracién de ADN = (Absorbancia a 260 nm) (50) (dii)

4.8.3.22 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Es una técnica que permite amplificar rapidaments in vilro un fragmento
especifico de ADN, consiguiendo millones de copias del segmento de interés.

Fundamento:

Esta técnica analitica resulta de la aplicacion de las etapas de
desnaturalizacién, alineamiento y extensiéon de fooma ciclica, empieando los
siguientes elementos para la amplificacién del ADN: dNTPs, oligonuciedtidos
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complementarios a la secuencia bianco especifica, y TagDNA polimerasa. Las
regiones amplificadas varfan entre 130 y 1,000 pb de longitud.™

Oligonuciedtidos utilizados.

Los oligonuciedtidos que utilizamos para la amplificacion de los genes que
codifican para el commeceptor CCR5* y para la Apolipoproteina E™ , ya estén
validados y son empieados en el Laboratoric de Infectologia Molecular/
Diagnéstico Molecular Seccién Infectologia, siendo los que se sefialan a
continuacién (Tabla Vi)

Tabla Vi  Caracleristicas principales de los cligonuciéotidos empleados en ia determinacion
amwwmmmmmydm”mmh

Para la amplificaciéon del gen que codifica para la Apolipoproteina E fue
empleada la siguiente mezcia maestra:




Buffer 10X 5ul
Oligo UApoE 10 uM 25
Oligo DApOE 10 uM 25,
dNTPs 10 mM 1

MgClz 25 mM 3yl

Teiton 2 % 2.5l
DMSO 100 % 2.5
TaqDNA polimerasa S5U/ul 0.5 ul
H-0 miliQ 28.5
ADN 2

VOLUMEN TOTAL 50 )

Y las condiciones para la amplificacion que fueron usadas en el

termociciador son las que se sefialan en la Tabla VIIl.

Tabla VIl  Programa para la ampiificacion del gen que codifica para la
Agolipoprotsina E.

TEMPERATURA

572 °C 5 min
Los pasos del 2 al 4 se repitieron por 40 ciclos
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El producto de amplificacién esperado fue de 227 pb.

Con respecio a la amplificacion del gen que codifica para el commecsptor
CCRS, fue utilizada una mezcia maestra cuyos componentes son los siguientes:

Buffer 10X 5 ul
Oligo UCCRS 10 pM 1y
Oligo DCCRS 10 uM 1
DNTPs 10 mM 1
MgCI2 25 mM 3
TaqDNA polimerasa SU/pl 025l
Hz0 miliQ 38.75
ADN 2l

VOLUMEN TOTAL SO pl

Y las condiciones programadas en el termociclador para una apropiada
amplificacién del gen que codifica para el comeceptor CCRS son las que se
indican en la Tabla IX

El producto de amplificacién que obtuvimos fue de 189 pb para el wipe tape
(WT) y de 157 pb para la delecién A32.




CAPITULOY

RESULTADOS

8.1 Sujetos incluidos en el estudio

En este estudio participaron 62 pacientes VIH-1 positivo, 13 pacientes VHC
positivos y 62 sujetos sanos. Los sujetos sancs presentaron serologia negativa
para el ViH-1, para el VHC y para ol VHB, y se les realiz6 una evaluacién clinica
mediante la cual se determiné que tenian buen estado de salud.

A todos ellos se les tomé muesira de sangre periférica a pastir de la cual se
realizaron los estudios. Los sujetos sanos que participaron se eligieron con
caracteristicas de sexo, edad, lugar de origen y lugar de residencia, que
permitieran quedaran pareados con los pacientes ViH-1 positivo.

Tabla X Namero de sujeios que integran cada grupo de estudio,




5.2 Caracteristicas demogréficas y clinicas de los sujetos
incluidos en el estudio

El grupo de pacientes en estudio (VIH-1 +) y el grupo control de sujetos
sanos presentaron una relacién de género masculino-femenino de 11:1 (Figura
11.); la edad promedio (desviacion estandar) del primer grupo fue de 34 (9.29)
afios con un rango de variacién de 18 a 55 afios, mientras que el grupo control
presento un promedio (desviacion estandar) de 32 (8.92) afios con un rango de
18 a 55 afios.

Con respecto al grupo de sujetos coinfectados, todos efios fueron del sexo
masculino y presentaron una edad promedio (desviacion estandar) de 37.5
(13.54) afios y un margen de variacién que va de 23 a 55 afios; mientras que en
el grupo confrol de personas con monoinfeccion por VHC la edad promedio
(desviacion estandar) fue de 42 (7.73) afios y un rango de variacion de 32 a 54
afios, presentando una relacién masculino:femenino de 1:1.6 (Tabla Xi).

Tabla Xl Caracteristicas de saxo y edad de los sujelos que integran
cada grupo de estudio.




OMASCULINO EFEMENINO
Relaciéna M/F 11:1

Figura 11. Distribucion porcentual de los pacientes VIH-1 + segin o
SAx0.

El 79 % de los pacientes VIH-1 + tienen una edad menor de 40 afos ( Figura
12.). E1 78 % de este grupo es originario del Noreste de México y el 84 % reside

en Monterrey y su érea metropolitana (Figuras 13. y 14.).

0-20 21-30 3140 41-50
RANGOS DE EDAD EN AROS

Figura 12 Distribucién porcentusl de los pacientes Viti-1 + ssgin la
edad.



Figurs 13. Distribucién porcentual de los pacientss VIH-1 + segun su
tugar de origen.

El 87 % del grupo de casos (VIH-1 +) tiene una escolaridad mayor a la
primaria; el 69 % es soitero y el 60 % se encuenira desempleado (Figuras 15.,
16,y 17.).

Figura 14.  Distribucion porcentual de ios pecientes VIH-1 + segin
su lugar de residencia.




El comportamiento del grupo de sujetos coinfectados VIH-1 + / VHC + con
respeto a las variables descritas previaments, no presentan una diferencia
significativa con respecto al grupo de sujetos con monoinfeccion por VIH-1 +,

Figura 18.  Distribucién porcentual de los pacientes VIH-1 + segn
su estado civil.

PRIMARIA
B SECUNDARIA
OPREPARATORIA
BTECNICO
BPROFESIONAL

Figura 16. Distribucion porcentual de los pacientes VIH-1+ seg(n
su grado escolar.
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Figura 17.  Distribucién porcentual de los pacientes VIH-1 + segin su
ocupacién.

6.3 FACTORES DE RIESGO

La orientacién sexual del 42 % de los casos es homosexual; un 49 % es
heterosexual y el 9 % es bisexual (Figura 18.).

Figura 18. Distribucién porceniual de los pacientes ViH-1 + ssgin
su orientacion sexcual.
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Figura 19. Distribucién porcentual de los pacientes VIH-1 + segin
ol nGmero de parejas sexusies que han fenido,

Un 43 % de los sujetos VIH-1 + refieren haber tenido otra enfermedad de
transmision sexual y ¢l 85 % de ellos ha tenido més de una pareja (Figuras 19.
y 20.).

% de pesienise
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1

Figura 20. Distribucién porcentusl de fos pacientes VIH-1 + segin otras
enfermedades de tranemision sexual que han padecido.




Tampoco se encontrd diferencia importants en los valores de
alaninaminotransferasa (ALT) y aspartatcaminotransferasa (AST) entre loe
casos Yy los controles. Sin embargo, los valores de Ia
gamaglutamintranspeptidasa (TGG) y de la fosfatasa alcalina de los casos
fueron ligeraments més elevados que el de los controles, pero no presentaron
una diferencia estadisticamente significativa.

Tabla XN Parémetros bioguimicos y virolégicos det grupo de estudio y del grupo control.




8.4 Identificacién Cualitativa del Genoma del VHC en un
Grupo de Sujetos infectados con VIH-1.

A partir del CADN sintetizado & partir del ARN extraldo de la muestra de
plasma de cada pacients VIH-1 + se realizé la identificacion del genoma del
VHC, utilizando, como se sefialo previaments, PCR anidado y electroforesis en
gel de agarosa al 2 % para evaluar los productos amplificados. A continuacién
se muestra una fotografia con los productos amplificados de cCADN-VHC de 221
y 183 pb (Figura 23.).

Figura23. Electroforesis de producios amplificados pera la identificacion cualitativa de VHC.,
Como se pusds aprecier en ¢l dres de los producios ampiificados do e 1 RCP
las muestras 1, 2 y 3 presentan bandes que cormesponden a segmentos de 221
pb, lo que indica la presencia del VHC. En ¢l érea que commesponde a ios
producios de ampiificacion de la 2 RCP, puede cbeervarse segmenios de 183 pb
que cofresponden & la presencia del VHC, esios segmentos estin mejor
definidos que los primercs, generando con elio mayor sensibilidad y especificidad
on la identificacién del VHC.




De los 62 sujetos VIH-1 ¢+ que participaron en el estudio, encontramos que
ocho de elios estaban infectados con el VHC. Establecimos ia presencia del
VHC tanto por la determinacién de anticuerpos como mediants la deteccion
cualitativa del ARN viral (Figura 24.),

Todos los sujetos coinfectados con VIH-1VHC que fueron detectados en
nuestro estudio fueron del sexo masculino. Este grupo presento una edad
promedio de 36.4 afios, con un rango de 23 a 55 afios.

12.9 % VIH-1+ [VHC + }

Figura 24. Distribucién porcentusl de pacientss con monoinfeccién por VIH-1 y
pecientes coinfectados con ViH-1/VHC.

Los factores de riesgo que se presentaron més frecuentements en nuestro

grupo de sujetos coinfectados fueron: alta promiscuidad (75 %), alcoholismo (75
%), homosexualidad (62.5 %) y uso de drogas intravenosas (50 %). (Tabia X!il)




Tobla XII Factores de ricego de pacientes coinfectados VIH-1 +/ VHC +.
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8.5 Udentificacién de los Polimorfismos de los Genes que Codifican

para ol Correceptor CCRS y la Apolipoprotsina E en un Grupo
de Sujetos infectados y Coinfectados con ViH-1 y VHC

§.5.1 ADN Gendmico Extraido a Partir de las Muestras de
Sangre Periférica

A partir del paquete de leucocitos obtenido de las muesiras de sangre
periférica de los sujetos que integraron los diferentes grupos de esiudio se
extrajo ol ADN genémico, el cual fue evaluado por espectrometria y por
electroforesis. En la siguients figura (Figura 25.) se muestra un gel de agarosa
al 1 % con algunas de las muestras de ADN genémico que fueron extraidas de
los pacientes VIH-1 +, en donde se puede apreciar que el ADN se encontraba
en buenas condiciones para ser empleado en la ampliacién de los genes que
codifican para el correceptor CCRS y para la apolipoproteina E.

n
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Figura28. ENSAYO: Eleciroforesie de DNA de ias mussiras provenientes de
pacientes ViH-1 positivos con codigos del 001 al 012, utiizando les
diferentes fracciones cbisnides en ¢l ensayo de exdraccion.

5.6.2 Genotipificacién de los Polimorfismos de los Genes que Codifican
para ol Correceptor CCRS.

Una vez que confirmamos que el ADN genémico que exirajimos de las
muesiras de cada uno de fas personas que integraron el grupo de sujetos VIH-1
-/ VHC -, ol grupo de pacientes VIH-1 +, ¢l grupo de pacientes VIH-1 ¢+ / VHC
+ y ol grupo de sujetos VHC +, era de buena calidad y pureza, se amplifico
mediante el uso de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RCP) el gen que
codifica para el correceptor CCRS, que en el caso de tratarse del gen nativo 0
wipe tape (WT) (CCR5/CCRS) se obtuvo un fragmento de 189 pb y, en el caso
de presentarse la delecion CCR5-A32 el tamafio del fragmento amplificado era
de 157 pb (Figura 26.).
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Figura 28. Electroforesis de producios de amplificacién del gen que codifica
para ¢l coreceptor CCRS. En la figura: PM = Marcador de Peso
molecular, ] = Muestra 1, 2 = Muesira 2, 3 = Muestra 3, BCO = Blanco

Los resultados que obtuvimos en la determinacion de los genotipos de CCRS en
la poblacién de estudio fueron los siguientes: &l 100 % del grupo de sujetos que
integraron el grupo de pacientes VIH-1 + y ol 100 % de los integrantes del grupo
de coinfectados VIH-1+/VHC + presentaron el genotipo CCRS5 nativo; mientras
que la delecion CCR5-A32 se enconir6 en el 3.2 % de los controles sanos y en

ol 23 % del grupo de sujetos con monoinfeccién por VHC. (Figura 27.),
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VIH-/VHC- VIH14/VHC- VIHM-/VHCe VIH4+/WHC+e
@ CCRS +/+ m CCRS5+/A32 0O CCRS A32/A32

Figura27. Frecusncia de genclipos de CCRS en el
grupo de estudio y grupos control.

5.5.3 Genotipificacién de los Polimorfismos de los Genes que Codifican
para la Apolipoproteina E

El ADN genémico de cada caso y de cada control se obtuvo a partic de
leucocitos aislados de sangre periférica utilizando el procedimiento que
previamente se ha indicado. Se evalué la calidad y pureza de cada muestra de
ADN genémico obtenido de los sujetos que integraron toda nuestra poblacion
en estudio, y posteriormente se amplifico el gen que codifica para la
Apolipoproteina E mediante el empleo de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR). De esta amplificacién obtuvimos un producto amplificado de
227 pb (Figura 28.).

®
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Figura 28. Electroforesis de producios de amplificacion del gen que codifica para la
Apolipoprotsine E. En le figura: PM = Marcador de Peso Molecular, 1=
Muestra 1, 2 = Blanco, 3 = Mussira 2, 4 = Musstra 3, § = Musetra 4

56.5.3.1 Deteccién de los Polimorfismos del Gen que Codifica para la
Apolipoproteina E
Los productos que obtuvimos de la amplificacion del gen que codifica para la
Apolipoproteina E, fueron digeridos durante 3 horas a 37 °C con la enzima de
restriccion Hha 1. Posteriormente los productos de digestién se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa al 3 % con el fin de poder identificar cada uno
de los polimorfismos que presenta este gen (Figura 29.).
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Figura 29. Electroforesis de la digestién de producios de ampiificacion del gen
que codifica para ia Apolipoproteine E. En la figura: PM = Marcador de
Peso Moiecular, 1= Musstra 1, 2 = Muesstra 2, 3 » Museira 3, 4 =
:\nm«o:mu-mu-mm-mn

La digestién de los productos amplificados del gen que codifica para Apo E
con la enzima de restriccion Hha I, genera un patrén de bandas de diferentes
tamafios, que integran el mapa de restriccion de los tres principales alelos E2,
E3 y E4 del gen que codifica para la Apolipoproteina E. Esie mapa de
restriccion se muestra a continuacion (Tabla XIV):
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Table XIV Tamafio de los fragmenios de restiiccion con enzima Mhe |
esperados de la digestion del producto amplificado del gen de Apo E

16, 18, 21, 81, 91
16, 18, 21, 33, 48, 91
18, 18, 19, 21, 33, 48, 72

En las tablas XV y XV1 se presentan las frecuencias, absolutas y relativas,
para cada uno de los genotipos dei gen de la Apo E en el grupo de casos y en
los controles.

Como se puede observar en la tabla siguients (Tabla XV) el alelo més
frecuents encontrado en cada grupo que se integré para nuestro estudio es: ol
alelo E4 se encuentra en ol 84 % de los sujetos que integran el grupo de
estudio VIH-1 +/VHC —; ol alelo E4 se encuentra en ol 75 % de los pacientes
coinfectados por VIH-1 +NVHC +; el alelo més frecuents en los sujetos con
monoimfeccién por VHC es el E3 (92.23 %); y el alelo més frecuents en el
grupo de los sujetos que integran el grupo control sin ninguna infeccién es ol E3
(87.09 %).




Tabla XV Frecusncia de genciipos del gen que codifica para la apolipoproteina E
encontrada en ios dilerenies grupo de eshudio.

GP‘S"EPO 3oL oY oI T IW XTI DISTRIBUCION | POBLACION QUE
EETUDIO APO E LO PRESENTA DE ALELOS LO PRESENTA
f (%) f(%)
E2/E2 (2 %) jot '
VIH-1 +/ E2/E3 (5 %)
VHC E2/E4 (25 %)
E3/E3 (9 %)
E3/E4 2§ (48 %)
E4/E4 (11 %)
E2/E2 0 (0 %)
~ E2/E3 (12.5 %)
E2/E4 (25 %)
E3/E3 (12.5 %)
E3/E4 (25 %)
E4/E4 (25 %)
E2/E2 (0 %)
E2/E3 0 %
E2/E4 .69 %)
E3/E3 23.07 %)
E3/E4 (69.23 %)
E4/E4 0 %)

ojo NN

'b

J- o|wo|w|=

(11.29 ¢
(9.67 %)
(6.45 %)
(69.35 %)
(1.61 %)

En todos los grupos de estudio , ol genotipo que presento mayor frecuencia
es ol EJ/EA. En el grupo de casos (VIH-1 +/VHC -) el genotipo E2/E4 (25 %)
marco la diferencia con respecto al grupo control; en el caso de los sujetos
coinfectados, los genotipos E2/E4 (25 %) y E4/E4 (25 %) establecieron los




elementos caracteristicos, mientras que en las personas con monoinfeccion por
VHC el genotipo EY/ES sefialo la diferencia de grupo.

Tabla XVL Frecuencia de genotipos del gen que codifica para la Apolipoproteins E ea o grupo de
estudio y grupos control.

Frecuencia (%)

GENOTIPO

5.6 Correlacién de los Hallazgos Moleculares con la Presencia
de la Coinfeccién en Relacién al Grupo de Sujetos infectados
Unicaments con VIH-1, al Grupo Infectado con VHC o con ol
Gmh%qmmn&nhﬁcﬂd«mﬂﬂm
de los dos Virus.

5.8.1 Asociaciéon de CCRS e Infeccion por ViH-1 ylo VHC

Todos los sujetos VIH-1 positivos presentaron el genotipo CCRS ++. Al
realizar el anélisis de asociacion entre la infeccion por VHI-1 y los genotipos del
correceptor CCR5, se establecié la susceptibilidad de el genotipo CCR5 +/+ a
esta infeccion (p < 0.05); sin embargo no se pudo obisner una cormelacion con
la resistencia a la infeccion.




B CCRS +/+ B CCRS +/ A32 0O CCRS A32/A32

VilH: X2=24.28 Grados de lbertad =9 p<0.08
VHC: X2= 448 Grados de libertad =1 p<0.03

Figura 30. Asociacién de los polimorfiamos diel gen del correceptor corS
con la presencia de infeccion por el ViH-1 yo por VHC.

Todos los sujetos VIN-1 positivos presentaron el genotipo CCRS +/+. Al
realizar ol andlisis de asociacién entre la infeccién por VHI-1 y los genctipos del

comeceptor CCRS, se estableci6 ia susceptibilidad de el genotipo CCRS +/+ a
esta infeccién (p < 0.05); sin embargo no se pudo obtener una corelacion con
la resistencia a la infeccién.

Se encontré una asociacion estadisticaments significativa entre la mutacién
A 32 de CCRS y la infeccién por VHC (p < 0.02). En ests caso, también como
un elemento que da susceptibilidad a la infeccion, y no se logro establecer una




asociacién entre alguno de los genotipos de CCR5 y la resistencia a la infeccién
por VHC.

No se encontrd ninguna asociacion entre el marcador molecular CCRS y la
susceptibilidad a la adquisicion de la coinfeccion por VIH-1VHC.

8.6.2 Asociacién de Apo E e Infeccién por VIH-1 ylo VHC

Para estimar la asoclacién entre los genotipos de la Apo E y el riesgo de
adquirir la infeccion por VIH-1 se calculo la odds ratio (OR) de exposicién de
los casos en comparacion con la de exposicion de los controles para cada
genotipo. En la tabla XVl se observa que los portadores del genotipo E4/E4
{OR cnde = 6.05) presentan un mayor riesgo, seguidos por los que tienen el
genotipo E2/E4 (OR cuge = 3), de adquirir la infeccién por VIH-1 que el que
tienen los sujetos portadores de los otros genotipos.

Tabla XVil  Frecusncie de genotipos del gen que codifica para ia Apolipoproteine E
en ¢l grupo de ViH-14 y ¢l grupo control.

Frecuencia (%)

GENOTIPO

VIH-1 + Casos c::::;.

1(2%) 1(2%)
4(5%) 7(11%)
16 (25 %) 6 (10 %)

5(9%) 4(6%)

28 (48 %) 43 (69 %)

8 (11 %) 1(2%)
n 62 62

En el caso de la relacién de los genctipos de Apo E con la adquisicién de la
infeccion por VHC, el genctipo que manifestd una mayor asociacion fue el
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E2/E4 (OR ocune = 3.38), estableciendo que existe una probsbiiidad tres veces
mayor de adquirir la infeccién por VHC cuando se tiens ests genotipo, que i se
tiene cualquier otro genotipo de Apo E. (Tabla XVIl)

Tabla XVl Frecusncia de genotipos del gen qus codifica para la Apolipoproteing
E en ol grupo de estudio VIHC + y el grupo coniral

Frecuencia (%)

Los genctipos de Apo E no presetaron una asociacion con la adquisicién de
la coinfeccién por VIH-1/VHC. (Tabla XIX)

Tabla XIX Frecusncia de genotipos del gen que codifica para la Apolipoproteing
E en al grupo de sujetos VIH-1 +/ VHC + y el grupo control

Frecuencia (%)

NOTIPO
»: VIH-1+/ VHC+  VIH-1 -/ VHC -




8.7 Correlacién Estadistica entre las Variables Dependientes
¢ independientes en ¢l Contexto de los Diferentes
Grupos de Sujetos.

Aunque no nos fue posible establecer una correlacion estadistica entre los
factores de riesgo y la presencia de infeccion por VIH-1, por VHC o en sujetos
coinfectados por VIH-1VHC, se puede sefiaiar que solo un 2 % de los sujetos
VIH-1 + refiere haber sufrido accidentes punzo cortantes; ol 18 % ha recibido

Tabla XX  Faciores de riesgo enconirados en ¢l grupo de pacientes ViH-1

n=41
sexuales:
0-1 6(15%) 0 (0 %)
2-4 14 (34 %) 3 (50 %)
5-6 1(2%) 0(0%)
SEXUAL NN i
Orientacion n=55 n=8
sexual:
Homosexual 23 (42 %) 5(62.5 %)
Heterosexual 27 (49 %) 3(37.5%)
Bisexual 5(9%) 0(0 %)
AcciDenTes |8 R=Bs DL 1] n=8
PUNZO No 1(2%) 0 (0 %)
CORTANTES 55 (98 %) 8 (100 %)
USO DE si n=57 n=8
DROGAS No 5(9%) 4 (50 %)
INTRAVENOSAS 52 (91 %) 4 (50 %)
TRANSFUSION E]l Ll e
10 (18 %) 2(25%)
n=55 n=7
INGESTA DE @2
ALCOHOL




terapia transfusional y &l 68 % menifiesta una ingesta de aicohol de moderada a
intensa en ¢ pasado; y que en el grupo de sujetos coinfectados los faciores de
riesgo més frecuentss, como se sefialo previaments, son: la aita promiscuidad,
ol alcoholismo, la homosexualidad y el uso de drogas intravenosas. (Tabia XX)

La homosexualidad y Ia promiscuidad fueron los factores de riesgo que
presentaron una ODDS mayor en el grupo de sujetos VIH-1 +, por lo que
proporcionaimente son los elementos que con més probabilidad puedan
participar en la adquisicién de la infeccién por ests agents viral en nuesira
poblacion en estudio. (Tabla XXI)

Tabia JOU Caracteristicas generales y factores de riesgo pare la adquisicién
de infeccién por VIH-1

Edad

Rango

Sexo (m/f)

Homosexualidad

Promiscuidad

Uso de drogas IV

Transfusion sanguinea

En el caso del grupo de coinfectados VIH-1 +/VHC +, el factor que presento
un valor de ODDS més elevado fue la homosexualidad (ODDS 1.63). El uso de

rogas IV presento una ODDS de 1 y la transfusién sanguinea de 0.33 . (Tabls
XXii)




Table XXN Caracteristicas generales y faciores de risego para la adquisicién de
infeccion por ViH-1 en pacientes coinfectados ViH-1 + / VHC ¢,

VIH-1 -/VHC

Edad

Rango

Sexo (m/f)

Homosexualidad

Promiscuidad

Uso de drogas IV

Transfusion sanguinea

Accidentes punzo cortantes

8.3 Andlisis de Hardy-Weinberg

Al realizar ¢l andlisis de equilibrio de Hardy-Weinberg al grupo control, se
encontré que la poblacion era homogénea debido a que el valor de p no fue
significativo, siendo de 0.1048.




CAPITULOWVI

CONCLUSIONES

1. En los sujetos VIH-1 positivo que conformaron nuestro grupo de estudio
86 encontré una relacién de género M:F de 11:1.

2. La frecuencia de la coinfeccion con el VHC presents en los sujetos VIH-1
positivos fue del 12.9 %.

3. Respecto a los factores de riesgo no se encontrd una asociaciéon con la
adquisicién de la infeccién por el VIH-1.

4. Tampoco se encontrd una asociacion entre los factores de riesgo con la
adquisicién de la infeccién por el VHC.

5. La homosexualidad fue el Gnico factor de riesgo que presentd asociacion
con la coinfeccién por VIH-1/VHC.

6. Todos los sujetos VIH-1+ presentaron el genotipo homocigoto CCRS +/+
(p < 0.05), que confiers una susceptibilidad para la infeccién por VIH-1.




12.El alelo E4 se encuentra en e 62.5 % de los sujetos coinfectados VIH-1
+/VHC +,

13.En ol grupo de sujetos coinfectados, los factores de riesgo que
presentaron asociacion relativa con la presencia de la infeccién por VIH-
1VHC fueron la homosexualidad y la ingesta de aicohol, en cuya
asociacion se obtiene una ODDS de 1.8 y 3, respectivamente,

14.Factores genéticos del hospedero determinan en gran parte, |a
patogénesis de la infeccidn por estos virus, particularmente los
polimorfismos en los ligandos y comeceplores.

15.Es importante considerar la contribucién genética al desarrolio de la
infeccién por VIH-1 y/o VHC desde la perspectiva de la epidemiologia
molecular. No se frata simplemente de la identificacién de un factor de
riesgo genético no modificable, sino que cada dia es més evidents la
interaccién entre los factores genéticos y ambientales como
determinantes del fenctipo final.




CAPITULO VII

DISCUSION

Nuestros resultados muestran que en la poblacién de estudio VIH-1 positivo
hay una frecuencia del 12.9 % de coinfeccién por el VHC. Esta frecuencia es
menor que la reportada en otros paises como E.U., en donde la frecuencia es
del35%. ™

Es posible que esta diferencia en las frecuencias sea una consecuencia de
la vanacién de los factores de riesgo que se presentan entre estas dos
poblaciones. Ademas, cabe sefialar que esta coinfeccion puede liegar a ser una
de las principales enfermedades oportunistas que se cbservan en los sujetos
infectados con VIH-1 que asisten a nuestro centro hospitalario,

Todos los sujetos coinfectados con los dos virus fueron del sexo masculino.

Se enconiré en los sujetos VIH-1 positivo un indice de género M:F de 11:1,
el cual es mayor que el reportado para ol estado de Nuevo Leon, pero sigue
siendo un reflejo, probablements, de la diferencia en la frecuencia de la
transmision de la infeccién por el tipo de via sexual prevalents en la regién,
aunque si bien es cierto, no se encontrd una relacibn estadisticamente
significativa entre los factores de riesgo con la adquisicidn de la infeccion por el
VIH-1.




A pesar de que, como ya se& menciono previamente, no nos fue posible
establecer la comelacion estadistica entre los factores de riesgo y la infeccién
por VIH-1, por VHC o0 por ambos, estimamos ia fuerza de la relacién que hay
entre los diferentes factores de riesgo y la infeccién por VIH-1 o bien por la
presencia de la coinfeccion por VIH-1/VHC.

Los resultados de esias estimaciones mostraron que en la adquisicion de la
infeccién por VIH-1, la homosexualided (ODDS = 0.7544), la promiscuidad
(ODDS = 0.5385) y la transfusién sanguinea (ODDS = 0.1905), son factores con

un riesgo relativo bajo.

Con respecto al uso de drogas intravenosas, no se establecié relacion
alguna con la adquisicion de infeccion por ViH-1, posiblemente por ia baja
frecuencia con la que este tipo de adiccion a drogas se presenta en nuestra
poblacion en estudio.

Por otra parts, ¢l 40 % do esta poblacion refirid haber padecido otra
enfermedad de transmision sexual.

Con respecto a los pacientss coinfectados por VIH-1/VHC, pudimos
establecer que la homosexualidad (ODDS = 1.63) y la ingesta de alcohol
(ODDS = 3) son factores que predispone 1.6 y 3 veces mis, respectivaments, &
la adquisicién de la coinfeccion por VIH-1/VHC que los otros factores de riesgo
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que fueron considerados (promiscuidad, uso de drogas intravencsas,

transfusion sanguinea y accidentes punzo cortantes).

Asi mismo, es importante resaltar que hay una ausencia de asociacién entre
la coinfeccién por VIH-1VHC y el uso de drogas intravenosas (ODDS = 1). Esto
es importants pues establece una diferencia significativa entre los factores de
riesgo que existen en nuestra poblacion y los que prevalencen en otros grupos
de estudio, en donde el uso de drogas intravencsas es el elemento que
presenta un mayor riesgo.

El riesgo para la adquisicion de esta coinfeccion a través de una transfusién
sanguinea es 3 veces menor & la de cuaiquiera de los otros factores de riesgo
considerados, esto (ltimo probablements debido a ia aplicacién intensiva de
medidas de control y evaluacion de los productos sanguineos utilizados para
dicha terapia transfusional.

En nuestros grupo de pacientes VIH-1+ se presentd, como ya sé menciono
previaments, una relacién de género masculino:femenino de 11:1. El 75% de
las personas que integraron este grupo tenian una edad menor a 40 afics, ol
86% hablan aicanzado como minimo estudios de secundaria, el 68% eran
solteros y el 73% se encontraban desempleados.

En relacion a los parémetros bioquimicos no se encontrd una diferencia
estadisticaments significativa entre los valores de alanincaminotransferasa
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(ALT), aspartatoaminofransferasa (AST), gamaglutamintranspeptidasa (TGG),
fosfatasa alcalina y bilimubinas que presentan los casos con respecto a los
valores que presentan los controles. Lo cual puede tener varias implicaciones,
entre ellas que aln no hay dafio hepético en la mayoria del grupo de pacientss
ViH-1 + y coinfectados VIH-1/VHC, &l cual podria deberse al uso de fratamiento
antirretroviral o al dafio causado por ol virus de la Hepatitis C.

Todos los sujetos VIH-1 positivos presentaron el genotipo CCRS +/+ (p <
0.05), que de acuerdo a la literatura, conflere una susceptibilidad para ia

infeccién por VIH-1. Asi entonces, aunque no encontramos una asociacion
estadisticamente significativa con fa resistencia a la infeccién por VIH-1, si se
establecié la susceptibilidad de el genotipo CCRS +/+ a esta infeccién, dado

que todos los sujetos que la presentan poseen el genotipo wipe tape.

En la poblacién caucésica se ha reportado una frecuencia entre 8-10 % para
el alelo A32, no habiendo reportes en poblaciones asisticas o africanas,
mientras que en latinoamérica ha sido poco estudiada.™ En este estudio se
encontrd una frecuencia del genotipo CCRS +/A32 de 0% en sujetos VIH-1+,
23% en VHC+ y en controles sanos fue del 3.2%.

La ausencia en la frecuencia (0%) del genotipo homocigoto mutado
(A32/A32) en los sujetos VIH-1 + que participaron en este estudio sugiere la
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presencia de otros mecanismos de resistencia a la infeccion por VIH-1 en
nuestra poblacién.

Se encontré una asociacién estadisticaments significativa entre la mutacién
A 32 de CCRS y la Infeccién por VHC (p < 0.02). En este caso, también como
un elemento que da susceptibilidad a la infeccion, y no se logro establecer una
asociacion entre alguno de los genotipos de CCRS y la resistencia a la infeccién
por VHC.

No se pudo establecer el Riesgo Relativo (RR) de adquirir la coinfeccién por
VIH-1/VHC en base a presentar el genotipo CCRS +/+ 0 &l CCRS5 +/A32. Esto
se debié a que posiblements se deba emplear un tamafio de muestra mucho
mayor, dadas las frecuencias encontradas de los tres genotipos principales de
CCRS en la poblacién de estudio.

Debemos reconocer que a pesar de que ol andlisis de equilibrio de Hardy-
Waeinberg mostré que la poblacion en estudio era homogénea, se pudo haber
tenido un sesgo en la formacion del grupo control dado el entorno socio-cultural
en &l que s integrd dicho grupo.

En relacién a los polimorfismos de la apotipoproteina E, encontramos que el

38.7 % de las personas VIH-1 positivas presentaron el genotipo E2/E4 6 E4/E4.
El alelo E4 se encuentra en ol 75 % de los sujetos coinfectados VIH-1 +/VHC +,




También encontramos que en nuestra poblacién en estudio el alelo E2 es ol
que tiene més baja prevalencia,

Asl mismo, al evaluar las frecuencias de los alelos en los diferentes grupos
de sujetos que conforman a nuestra poblacién en estudio, se pudo cbservar que
no hay una diferencia estadisticamente significativa entre las frecuencias de los
diferentes alelos de Apo E entre los grupos de sujetos que se integraron para
nuestro estudio, implicando con ello la existencia de una homogeneidad
genética en la poblacion general, en el sentido que las frecuencias de los aleios
de Apo E fueron equivalentes entre los grupos, este evento apoya entonces la
Homogeneidad Genética en la poblacién general de nuestra regién propuests
por ¢l DR. Ricardo Cerda.

Se establecid una asociacion estadisticaments significativa entre la
presencia del ViH-1 y los genotipos E2/E4 y E4/E4 del gen que codifica para
Apo E {p < 0.01).

La presencia del genotipo E2/E4 0 del E4/E4 da un riesgo relativode 3 y 6
veces mayor, respectivaments, de adquirir una infeccién por VIH-1 que los otros
genctipos de Apo E. Mientras que el genotipo E3/E4 (ODDS = 0.041) se asocio
con una disminucién en el riesgo de contraer una infeccion por VIH-1.

Los genotipos E2/E4 y E4/E4 también mostraron una asociacién que indica
una mayor predisposicién a adquiric infeccién por VHC en pacientes VIH-1
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positivo, mientras que estos mismos polimorfismos se asocian a una menor
frecuencia de adquirir infeccion por VHC en personas VIH-1 negativas (p <
0.03)

La presencia del genotipo E2/E4 da una probabilidad 3 veces mayor de
adquirir la infeccién por VHC, mientras que el genotipo EVE4 proporciona una
riesgo menor de adquiriria, esto en personas sin infeccién por VIH-1 o por VHC.

Con respecto a la coinfeccion por VIH-1/VHC, los resultados del andlisis de
asociacion mostraron que la presencia de los genotipos EYE3 y EVE4
disminuyen el riesgo relativo de la adquisicion de la infeccion porVHC en2y 3
veces, respectivaments.

En el grupo de sujetos coinfectados, los factores de riesgo que presentaron
asociacion relativa con la presencia de la infeccién por VIH-1/VHC fueron ia
homosexualidad y la ingesta de alcohol, en cuya asociacion se obtiene una
ODDS de 1.8 y 3, respectivaments, implicando con ello que existe un mayor
riesgo para adquirir la coinfeccion si se presentan estos factores. El uso de
drogas intravenosas no presento asociacion con la presencia de la coinfeccién,
mientras que en ol uso de terapia transusional se presenta un riesgo disminuido
para adquirir una una coinfeccion por ViH-1/VHC, esto Gitimo probablemente
debido a la aplicacion intensiva de medidas de control y evaluacion de los
productos sanguineos utilizados para dicha terapia.




CAPITULO VHi

PERSPECTIVAS

Explorar los niveles de expresion de estos genes en los pacientes
coinfectados y compararios con la expresion en los sujetos monoinfectados.

Evaluar lo participacion de cada uno de estos genes en la progresién de la
enfermedad.

La comprension de los mecanismos moleculares utilizados por estos virus y
los genes del hospedero puede servir para idear nuevos procedimientos para
retrasar la progresion de la enfermedad en las personas infectadas con el VIH-
1.
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APENDICE A

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Las hepatitis virales son un problema de salud muy importante en todo ol
mundo. En nuestro medio no contamos con informacion de que tan extendido
osta estd enfermedad. Si consideramos que una persona que esta infectada,
puede no saberio por no presentar ninguna sintomatologia, es importante hacer
estudios on sangre, que nos puada decir si una persona tiene 0 no este virus, lo
que facilitarfa un diagndstico temprano y la posibilidad de referirla al médico
adecuado para su tratamiento.

Procedimiento del estudio.

Durants |a visita se le tomard la muestra de sangre del brazo para hacer en
dicha muestra los estudios para el virus de la hepatitis C. No serd
necesaria la interrupcion de los tratamientos que este recibiendo en ese
momento.

Riesgos asociados al estudio.

Los riesgos de esta prusba son muy raros y no ponen en peligro la vida del
pacients. El mayor riesgo podria ser algin moreton en el sitio en donde se
exirae la sangre.

Beneficios que aportari el estudio al pacients.

1. Reali-uciéndopruobmdiagnésﬁmpanolvimdohhepaﬁﬁodo
manera gratuita.

ia

2. De acuerdo a los resultados, el médico tratants podrd elegir los
medicamentos adecuados y asl, el paciente tienen mayores posibilidades
de mejorar.

En tiendo que estoy en mi derecho de solicitar cualquier aclaracién y obtener
informacién sobre la investigacion que solicite en cuaiquier momento del
desamolio de ia misma. Ademés, entiendo que estoy en libertad de retirarme en
ol momento que io desee y si fomara esta decision no me afectard en futuros
fratamientos que requiera en el Hospital Universitario.

Entiendo que la informacién obtenida de la investigacion serd manejada en
forma confidencial y que en ningGn momento se violard mi privacidad.



Ademés el Hospital Universitario de la UAN.LL. estaré en disposicion de
brindarme tratamiento médico o quirirgico sin costo, en caso de que resultara
dafado directaments por cuaiquiera de los procedimientos del proyecto de

investigacion, y en caso de dafio permenenis, ftendré derecho a ser
indemnizado de acuerdo al dafio sufrido.

Responsabies de ia investigacion:
Investigador principal:

Dra. Ana Maria Rivas Estilla, investigadora de la Facultad de Medicina -
UANL.

investigadores asociados, Facultad de Medicina = UAN.L.
DR. Javier Ramos Jiménez

DR. Hugo Barrera Saldafia

Paciente

Testigo
Nombre:
Direccién:

Testigo
Direccién:

Fecha




APENDICE B

Preparacion de Reactivos =7
TBE
Tris base 108 g
ido Borico 56 ¢
EDTA 749
Hz0 destilada hasta aforar 1 litro

EDTA0.SMpH 8.0
[EDTA 186.1 g
[HzO destilada hasta aforar 1 litro
Agarosa al 2 %
Agarosa 2g
Buffer TBE 1X 100 ml
TE 100X (Tris-EDTA)
Tris-HCI pH 8.02 M 25 mi
EDTApHBO005M 10 mi
|H20 destilada hasta aforar 50 mi
TSNT (Solucién de Lisis Tritbn-SDS)
Triton 100X
SDS 1%
NaCl 100 Mm
Tris-HCI pH 8.0 10 mM
EDTApH 8.0 1 mM
SEVAG (24:1)
Cloroformo 24 ml

Alcohol isoamilico 1ml




APENDICE C

Electroforesis en geles de agarosa ™>”*

. Pesar 2 g de agarosa para preparar 100 mi de agarosa al 2 %.

Colocaria en un matraz Erlenmeyer de 250 mi y agregar 100m| de buffer
TBE 1X (Anexo B).

Calentar en homo de microondas por 1 min y dejar enfriar hasta
aproximadamente 50 °C.

Preprar ¢ moide y colocar el peine adecuado.

Vaciar la agarosa en ol moide y dejar gelificar.

Retirar ol peine y posteriormente separar el gel del moide y colocario en la
camara de electroforesis, que debe contener buffer TBE 1X. El buffer debe
cubrir completaments al gel.

Colocar las muestiras y el marcador de peso molecular adecuado en los
posilios, mezciados con jugo azul.

Conectar correctaments los cables de la cimara a la fuents de poder. El
4nodo (polo -) debe estar orientado del lado donde estén los pocilios y
escoger ¢l voltaje adecuado.

Dejar comrer hasta el nivel deseado y teflir con bromuro de etidio.

10.Observar el gel mediants una lkmpara de luz UV y documentario.
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