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CAPITULOI

1. RESUMEN

Introduccion: Uno de los estimulos mas potentes para el desarrollo de
resistencia del VIH-1 es la exposicion a bajas concentraciones del
medicamento, considerando la dificultad que tienen la mayoria de los
medicamentos antirretrovirales actuales en penetrar la barrera hemato-
encefalica. (8) Exploramos la posibilidad de encontrar diferentes patrones de
resistencia del VIH-1 en plasma y en liquido cefalorraquideo (LCR) en los
mismos individuos.

Material y Métodos: Veinte pacientes que ya habian recibido tratamiento
antirretroviral fueron incluidos en el estudio. Una historia clinica completa y
una evaluacion neurolégica incluyendo la aplicacion del Mini-Mental de
Folstein. (17) 10 ml de sangre y 2cc de LCR para realizar conteo de
linfocitos CD4 y el genotipo de resistencia en ambos liquidos por
Cartometria de Flujo y RT-PCR respectivamente.

Resultados: 18 hombres y 2 mujeres con al menos 2 tratamientos se
incluyeron, la cuenta absoluta de linfocitos CD4 mostro un rango de 17 a 198
con un promedio de 75 células /mm3. El rango en el puntaje del Mini-Mental
fue de 10 a 32 con un promedio de 24 puntos. La mayoria de las
mutaciones encontradas en ambos sitios fueron iguales pero hubo algunas
encontradas solo en LCR o en plasma. La mutacion K103R que en Estados
Unidos (EU) se presenta solo en 2 a 5% se encontrd en el 33% de los
pacientes estudiados. Todos los pacientes mostraron un severo dafio
inmunologico pero este no se pudo relacionar con alguna mutacion en
particular. El puntaje del Mini-Mental fue normal en 12 y anormal en 8
pacientes, las anormalidades no se correlacionaron con ninguna mutacién
en especial.



Conclusiones: Una posible explicacion para no haber encontrado
diferencias significativas en los patrones de resistencia en ambos liquidos es
gue posiblemente la presion selectiva para el desarrollo de resistencia por
parte de los antirretrovirales se lleva acabo fuera del Sistema Nervioso
central y aun que es necesario que otros estudios confirmen estos datos, es
probable que los antirretrovirales actuales sean efectivos aunque no logren
niveles importantes en el LCR. Es importante monitorizar la resistencia del
VIH-1 localmente para detectar cambios regionales de importancia médica.



CAPITULO II

2. INTRODUCCION

2.1 ANTECEDENTES

La primera vez que se reportaron pacientes adultos severamente
inmunosuprimidos que llevaron a la identificacion del Sindrome de
inmunodeficiencia adquirida fue en 1981(1), dos afos después se identifico
uno de los virus responsables el Virus de la Inmunodeficiencia Humano tipo
1(VIH-1) (2) Figura 1. En 1986 se identifica un segundo virus en la porcién
occidental del continente africano el Virus de la Inmunodeficiencia Humano
tipo 2(VIH-2) (3). Actualmente la epidemia incluye a todos los paises del
mundo, afectando mas severamente a los paises en vias de desarrollo. En
nuestro pais hasta la fecha solo se han identificado pacientes infectados con

el VIH-1.



HIV

(mature form)

Figura 1.Foto de Microscopia Electronica del VIH-1 cortesia del CDC (Centers for

diseases control and Prevention. Atlanta G.A. USA)

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH ) pertenece a la familia Retroviridae,
subfamilia Lentiviridae, estructuralmente, la particula virica mide entre 80-110
nanometros, la particula infecciosa esta formada por dos cadenas idénticas de ARN
(acido ribonucleico), cada una aproximadamente de 9.2 kilo bases (Kb) de longitud,

empaquetadas dentro de un core de proteinas virales, rodeadas de una envoltura



formada por una bicapa fosfolipidica derivada de la membrana celular del huésped,
aunque incluye proteinas de membrana codificadas por el virus( 4). El genoma del
VIH comparte la disposicion basica de secuencias de acidos nucléicos
caracteristica de todos los retrovirus conocidos, que incluyen los siguientes
elementos: Repeticiones terminales largas (LTR) al final de cada genoma, que
regulan la integracion viral en el genoma del huésped, la expresion génica del virus
y la replicacion viral; los genes gag que codifican las proteinas estructurales del
core, los genes pol que codifican para la transcriptasa inversa, endonucleasas y
proteasas virales requeridas para la replicacion viral y los genes env que codifican
las glicoproteinas de envoltura gp 120 y gp 41, requeridas para la infeccion de las
células. Ademas de estos genes, el VIH incluye al menos seis genes reguladores,
que incluyen: vpr, vif, tat, rev, nef y vpu, cuyos productos controlan la replicacion
viral de varias maneras. El VIH-2 contiene estos genes, excepto el vpu y tiene otro
gene, el vpx que esta ausente en el VIH-1 (ver Figura 2). Clasificacion del VIH-1, se
conocen dos tipos de virus identificados como los agentes etioldgicos del SIDA'y
que se han denominado Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH). Estos dos tipos
de virus son genética y antigénicamente diferentes y se han llamado VIH-1 y VIH-2.
El VIH-1 se le considera como el responsable de la epidemia mundial y el VIH-2 es
considerado como endémico del Africa Occidental (Camerun, Costa de Marfil y
Senegal), es raro encontrarlo fuera de esta region, sin embargo se le ha identificado
en otras partes del mundo incluyendo Norteamérica (USA y Canada), las primeras
evidencias de la presencia de este retrovirus tipo 2 fueron proporcionadas en 1985
por el Dr. Max Essex y Dra. Phyllis Kanki, ambos profesores de la Escuela de Salud
Publica de la Universidad de Harvard. Los genomas de VIH-1 y VIH-2 tienen una
similitud entre un 40-50% y el VIH-2 esta mas relacionado al virus de
Inmunodeficiencia del simio (VIS), ya que presenta una homologia del 75%. Aunque
la organizacion genémica y la funcién de los productos genéticos codificados por el
VIH-2 son muy similares al VIH-1, el virus de inmunodeficiencia tipo 2 manifiesta

diferir en algunas propiedades biolégicas cuando se le compara con el virus de



inmunodeficiencia tipo 1, sin embargo ambos virus ocasionan una enfermedad
clinicamente indistinguible, se diferencia del virus tipo 1 en: que presenta una
patogenicidad mas baja, el periodo de incubacién de la infeccidén es mas largo, el
tiempo de progresion a SIDA es mas lento, el tiempo de supervivencia con la
enfermedad es mas largo y por ende la enfermedad es menos agresiva, es menos
citopatico, menos virulento, la transmisién heterosexual y vertical (madre a hijo) es
mas baja, no se transmite tan eficientemente como el VIH-1, esta asociado con una
baja eficiencia de replicacion viral, el cual pudiera explicar la latencia clinica mas

larga y una transmisibilidad mas baja.
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Figura 2. Organizacion gendmica del VIH-1

El VIH-1 exhibe una gran variacién genética a través de tres diferentes grupos: M
(mayor), O (outlier), y N (nuevo) (ver Figura 3). Las relaciones genéticas
equidistantes de los genes env del VIH-1 se han definido dentro del grupo M, y
comprenden los subtipos que se han denominado por las letras mayusculas de la

A-K. La predominancia de uno o varios de los subtipos del VIH-1 se ha visto que
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esta asociada con ciertas regiones geograficas. Dentro del grupo O se han
identificado al menos 5 subtipos, este grupo es considerado como muy
heterogéneo y presenta una homologia menor al 50% con el grupo M del VIH-1.
También se conocen al menos cinco subtipos del VIH-2. La diferencia principal de
los subtipos es su composicién genética, con divergencias del orden del 30-40% en

el gene de envoltura y de un 12-15% en el gene gag (core).

VIH-1

Grupo M M

Grupo O

CPZANT

GrupoN CPZGAB
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AGMTYO o
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Figura 3. Grupos y Subtipos Genéticos del VIH-1 y su relacién con el VIH-2 y VIS.

Los subtipos de VIH-1 del grupo M son grupos filogenéticamente asociados y son
llamados subtipos A-K. Estos subtipos representan diferentes linajes de VIH, y
tienen algunas asociaciones geograficas. Los subtipos estan distribuidos por todo el
mundo, en Africa donde se piensa que la infeccién es mas antigua, coexisten
practicamente todos los subtipos, y los que predominan son el C, el A, el D, las
formas recombinantes circulantes (FRC) como el subtipo E, ademas de la
presencia del grupo Oy N.

Por otro lado en América Latina al igual que en Estados Unidos, México, el Caribe,
América del Centro y Sur y en Europa los virus circulantes son principalmente
subtipo B. Existen reportes de la presencia del subtipo F en Brasil. El predominio

regional de los subtipos del VIH-1, no se ha podido explicar de un modo



satisfactorio, se cree que es el resultado inevitable de la movilidad de la poblacion.
La distribucién mundial de los subtipos es representada en la Figura 4. La
diversidad genética de los subtipos de VIH esta dada por dos acontecimientos muy
importantes que son mutacién y recombinacion genética, los que se manifiestan a
lo largo de un genoma viral de 10,000 pares de bases, la enorme diversidad
genética del VIH-1 puede ser atribuida a una extension sin precedentes en la
replicacién viral, y a alto indice de error en el proceso de replicacion viral efectuado

por la enzima transcriptasa reversa del VIH-1 (4) (5).
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Figura 4 Distribucion Mundial de Sub-tipos del VIH-1

La epidemia en la regién del Sub-Sahara en Africa es debida principalmente a
subtipos que no pertenecen al subtipo B (llamados también como subtipos non-B)
el principal subtipo circulante en esta region, es el C, el cual ha crecido
explosivamente desde 1990, otros subtipos que también se han encontrado en esta

region, son A, D, E y el subtipo menos prevalente es el (32)

Existen diferencias importantes entre los diferentes subtipos de VIH-1, se han

encontrado importantes evidencias de que el subtipo C, estudios recientes



efectuados por Kanki y colaboradores de la Universidad de Harvard, han
encontrado que el virus subtipo C presente en Africa puede causar una progresion
mas rapida de la enfermedad a diferencia de otros subtipos que existen en la

misma poblacion (33)

El VIH-1 subtipo B predomina en regiones geograficas donde las vias de
transmisién son principalmente a través de contacto homosexual y de uso drogas
intravenosas; en cambio subtipos no B como el C y el E predominan en regiones

donde prevalece la transmision heterosexual.

La presencia de subtipo B en México fue confirmada por el estudio que se
efectud sobre la Epidemiologia Molecular del VIH-1 en México (4). Rivera y
colaboradores se enfocaron en el estudio de la secuenciacion y el analisis
filogenético de la regién C2-V5 del gene env del virus de inmunodeficiencia
humana tipo 1, ya que esta region es estudiada como blanco principal para
identificar los subtipos y puede ademas proveer informacién conocida o
potencialmente nueva de los subtipos que se encuentran circulando en una
area geografica determinada , los virus estudiados en esta publicacién
fueron obtenidos de 65 individuos infectados con VIH-1, se seleccionaron de
manera aleatoria de cinco regiones geograficas de México: al Norte (Nuevo
Ledn), Sur (Jalisco), Este (Yucatan), Oeste (Puebla) y Centro (Ciudad de
México). Este estudio reporté que el subtipo predominante en México fue el
B, sin embargo los resultados de este estudio son limitados debido al
pequefio tamafo de la muestras estudiadas en cada sitio y obviamente no
excluye la presencia de otros subtipos en nuestro pais, es importante
mencionar que de este estudio las 65 secuencias del los virus estudiados
fueron depositados en la base de datos del Banco de Genes con los
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siguientes numeros de acceso: AF200855-AF200869, AF200871-AF200892,

y AF200894-AF200921.

Es importante mencionar que en el ano 2003 fue identificada la presencia
del subtipo C en un paciente sudafricano que estuvo viviendo en nuestro
pais durante 8 anos, este paciente fallecié en la semana en que tomamos la
muestra para su estudio, este subtipo que encontramos es el que predomina
en Africa y no se ha encontrado en México, por lo que se dedujo que este
individuo ya venia con la enfermedad y la preocupacion nuestra y el impacto
de este conocimiento es en el niumero de infectados con este subtipo que
viven actualmente en México y que aun se desconoce, por lo que es
importante seguir monitoreando molecularmente la epidemia del SIDA en
México, para encontrar la presencia de otros subtipos no pertenecientes al B
(non B) incluyendo al subtipo C en la poblacion mexicana, como ya ha
ocurrido en otros paises(34)

El virus de inmunodeficiencia humana es un virus diploide: cada virién contiene dos
tiras de ARN, la recombinacién homéloga puede llevarse a cabo cuando una célula
es co-infectada con dos subtipos diferentes pero relacionados, este mecanismo
ocurre naturalmente y se manifiestan en individuos infectados con VIH que viven en
regiones del mundo donde multiples variantes genotipicas co-circulan. Cepas de

VIH recombinantes se han diseminado a miles de personas en Africa y en el

sureste de Asia.(35)

La recombinacion puede ser una importante estrategia en el proceso evolutivo del
VIH, muchos de los subtipos alrededor del mundo manifiestan haberse
recombinado, este proceso puede ser un importante mecanismo por el cual el virus
evade la respuesta inmune y pueden ademas ser generadas cepas

multidrogorresistentes a los antirretrovirales.
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De acuerdo al ultimo reporte anual de la Organizacion Mundial de la Salud
hecho publico el dia mundial de informacion sobre SIDA el 1 de Diciembre
del 2010 con los datos del 2009, existen en el mundo 33.3 millones de
personas viviendo con VIH/SIDA de los cuales 30.8 Millones son adultos y
2.5 millones nifios, en ese mismo ano ocurrieron 2.6 Millones de nuevas

infecciones y fallecieron 1.8 Millones de personas (6).

La prevalencia mundial de la infeccion por VIH se ha mantenido casi en el
mismo nivel, aunque el numero de personas que viven con este virus esta
aumentando, debido a los periodos mas prolongados de supervivencia y al
equilibrio dado entre las nuevas infecciones y el numero de defunciones por
ano. Sin embargo la incidencia de la infeccion en la ultima década ha
mostrado tendencia dispareja ya que en algunas areas geograficas se ha
incrementado, en otras ha permanecido estable y en algunas ha disminuido.
Desafortunadamente hay un numero importante de paises en los no hay

suficientes datos para determinar la tendencia. Ver Figura 5.
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Figura 5. Cambios en la incidencia de la Infeccion por VIH-1 del 2001 al 2009

De acuerdo al CENSIDA (Centro Nacional para la Prevencion y el Control
del VIH/SIDA, se estimaba que hasta el 31 Marzo del 2011
aproximadamente 225,000 personas adultas en nuestro pais vivian con VIH
y el numero acumulado de casos de SIDA era de 148,130 (36). Se estima
que el 59% de las personas infectadas desconocen su estado seroldgico ver
Figura 6. México es un pais con epidemia de SIDA concentrada, donde los
grupos de mayor riesgo son los formados por hombres que tienen sexo con
hombres, usuarios de drogas inyectables y profesionales del sexo. En el
Hospital Universitario de la U.A.N.L., en el periodo de Marzo 2002 a Enero
del 2004 se atendieron 137pacientes en la consulta externa y 131

hospitalizados con esta patologia.
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14%

Estan recibiendo tratamiento ARV

Aun no requeren tratamiento ARV

B Desconocen su estatus sarologico

59%

Fuente: CENSIDA.

Figura 6 Estimacion de personas que viven con VIH-1 en México y su relacién
con los servicios de salud, 2009

La historia de la terapia antirretroviral inicia en 1987 con el uso de el
AZT( Zidovudina) como mono terapia y posteriormente terapia combinada
con dos y desde mediados de los noventas tratamiento triple, una de las
preocupaciones ha sido el desarrollo de resistencia viral (7),
desgraciadamente dicho temor de ha vuelto realidad debido a multiples
factores tales como: la prescripcidn incorrecta, dosis sub-optimas, las
interrupciones voluntarias o involuntarias de los medicamentos, las
interacciones medicamentosas o la penetracion limitada a sitios anatomicos
de dificil acceso (8) para la mayoria de los 24 medicamentos actualmente

disponibles (tabla 1).
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Inhibidores de TR analogos de Inhibidores de la Proteasa

Nucleétidos Atazanavir (ATV)
Abacavir (ABC) Darunavir (DRV)
Didanosine (ddl) Fosamprenavir (FPV)
Emtricitabine (FTC) Indinavir (IDV)
Lamivudine (3TC) Lopinavir (LPV)
Stavudine (d4T) Nelfinavir (NFV)
Tenofovir (TDF) Ritonavir (RTV)
Zidovudine (AZT, ZDV) Saquinavir (SQV)

Tipranavir (TPV)

Inhibidores de TR No Analogos de

los Nucleétidos Inhibidor de Integrasa
Delavirdine (DLV) Raltegravir (RAL)

Efavirenz (EFV) Inhibidor de Fusién

Etravirine (ETR) " 3
Nevirapine (NVP) Enfuvirtide (ENF, T-20)

Rilpivirine aprobado Mayo 2011

Antagonista CCR5
Maraviroc (MVC)

Tabla 1. Antirretrovirales 2011

En la actualidad para determinar la resistencia del VIH se utilizan dos

metodologia (9), la primera llamada genotipificacion consiste en detectar

mutaciones que codifican para resistencia a uno o varios medicamentos.

Este procedimiento se lleva a cabo mediante la reaccién en cadena de la

polimerasa. Actualmente esta metodologia e encuentra estandarizada e

incluso existen reactivos comercialmente disponibles para los tres

principales grupos inhibidores de transcriptasa reversa analogos de los

14



nucledtidos, inhibidores de transcriptasa reversa no analogos de los
nucledtidos e inhibidores de las proteasas.

La Fenotipificacion es la otra metodologia que se basa en hacer
aislamientos virales y exponerlos a diferentes concentraciones de los
medicamentos para ver la concentracion que se requiere para inhibir la
replicacion viral. Sin embargo esta técnica es sumamente costosa, no existe
estandarizacion y solo unos cuantos laboratorios de investigacion en el

mundo las tienen disponibles (10).

Las complicaciones neuroldgicas del VIH son comunes y no son unicamente
infecciones oportunistas, todos los niveles del neuroeje pueden estar
involucrados incluyendo Cerebro, meninges, medula espinal y nervios
periféricos, la invasion de algunas quasiespecies del VIH al sistema nervioso
central desde las etapas tempranas de la infeccion es un hecho bien
conocido replicandose en el sistema de sostén como los oligodedrocitos. Las
alteraciones neurolégicas se presentan en el 10% como el sintoma inicial de
SIDA, el 60% de pacientes con enfermedad avanzada por VIH van a tener
alguna disfuncién neuroldgica en el curso de su enfermedad, pero las series
de autopsias muestran que el sistema nervioso se encuentra involucrado

con dafio histopatologico en el 80% de los casos (11).

La barrera hematoencefalica que protege la SNC de algunos
patdogenos circulantes en sangre, también funciona como una barrera
farmacoldgica que impide la penetracion de multiples medicamentos entre

ellos la mayoria de los antirretrovirales mas potentes como los inhibidores de

15



proteasas (12), por lo que se puede inferir que los patrones de resistencia
circulantes y en LCR pudieran ser diferentes con importantes implicaciones

clinicas.

2.2 IMPORTANCIA

Desde que se inicio a usar Azidotimidina (AZT) en contra del virus en
1986, el desarrollo de resistencia por parte del virus se documento al poco
tiempo de salir al mercado. En 1991 se agregan Didanosina (DDI),
Dedeoxicitosina (DDC), después Lamividina (3TC) y Estavudina (D4T)
observandose también el fendmeno de resistencia, para 1994 se intento
afrontar el problema combinado 2 medicamentos y para 1996 con el
advenimiento de los inhibidores de proteasas (Saquinavir, Indinavir,

Ritonavir) se establecio el beneficio de la terapia triple (13).

Sin embargo el implementar estos tratamientos masivamente y en
forma permanentemente ha encontrado multiples dificultades como falta de
apego, acceso, efectos, colaterales, interacciones medicamentosas, y aun
en las mejores condiciones del desarrollo de resistencia es uno de los
problemas clinicos mas frecuentes que se encuentran en la atencién de los

pacientes con VIH/SIDA en la actualidad (14).
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2.3 ORIGINALIDAD

La informacioén actualmente disponible en esta area es muy limitada a
algunas observaciones en grupos pequeinos de pacientes y detectando solo
resistencia a los inhibidores de transcriptasa reversa analogos de los
nucleodtidos (15), por lo que un estudio de muestras simultaneas circulantes
y del LCR que estudie las mutaciones que codifican para resistencia a los
tres grupos de antirretrovirales en un grupo de pacientes es necesario para
comprender mejor y a la vez permitir el desarrollo de mejores soluciones a

esta parte compleja del tratamiento de los pacientes con VIH/SIDA.

2.4 JUSTIFICACION

Las alteraciones neurologicas en la infeccion por VIH fueron
reconocidas desde que se presentaron los primeros casos a principios de los
ochentas, y son particularmente frecuentes desde estudios tempranos y mas
aun en los estadios avanzados en donde el virus, las infecciones
oportunistas, las neoplasias y aun los medicamentos pueden dar
manifestaciones centrales y/o periféricas (16). Siendo otro de los problemas
clinicos frecuentes que el médico que atiende pacientes con VIH/SIDA tiene
que atender a diario y que por lo tanto se requiere ampliar los conocimientos

en el area de investigacion.
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CAPITULO Il

3. HIPOTESIS

El patron de resistencia del Virus de la Inmunodeficiencia Humana

tipo-1, a los medicamentos antirretrovirales es diferente en el Sistema

Nervioso Central al de los virus circulantes en sangre periférica.
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CAPITULO IV

4. OBJETIVOS

Objetivo General
Analizar el fendbmeno de resistencia del VIH-1 a los medicamentos
antirretrovirales comparando las mutaciones presentes en el Sistema
Nervioso Central con las mutaciones presentes en sangre periférica en

sujetos infectados.

Objetivos Especificos

1. Realizar un estudio de PCR y secuenciacion de los genomas virales
aislados en los pacientes.

2. Detectar las mutaciones de los genes que codifican para resistencia
del VIH-1 a los antirretrovirales en los virus circulantes en el Liquido
Cefalorraquideo y en la sangre periférica de sujetos infectados.

3. Determinar el estado inmunoldgico de los pacientes reclutados en el
estudio y establecer si existe alguna asociacion con las mutaciones de
resistencia detectadas...

4. Determinar el estado clinico de las funciones cerebrales superiores de
los pacientes incluidos en el estudio y establecer si existe alguna asociacion

en las mutaciones de resistencia en los sujetos analizados.
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CAPITULO V

5. MATERIAL Y METODOS

5.1 DISENO METODOLOGICO

El disefio del estudio es Observacional, Transversal y Prospectivo.
El estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion y Etica de la
Facultad de Medicina y Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez” de la

UANL.

El numero de pacientes esta limitado por las caracteristicas especiales
que se requiere que tengan para ser incluidos. El muestreo se realizé en una
sola ocasion en la que simultaneamente se tomaron las muestras de sangre
y liquido cefalorraquideo, las cuales se almacenaron adecuadamente para
evitar degradacion de acidos nucleicos (-86°C) o bien fueron procesadas en
forma inmediata en los laboratorios.

Numero de Pacientes, Base de Datos y Confidencialidad

A partir de la informacion recabada de cada una de las pacientes se
generd una base de datos que se utilizo para realizar estudios
epidemioldgicos y de asociacion de las caracteristicas clinicas y los
hallazgos experimentales. La identificacion de cada una de las pacientes fue

a través de la asignacion de una clave confidencial y se ha mantenido en el
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anonimato y la confidencialidad en todo momento. A los datos de nombres y

claves confidenciales solo tiene acceso el responsable del proyecto.

5.2 DESCRIPCION DEL DISENO

Para lograr los objetivos propuestos se incluyeron 20 pacientes adultos
de ambos géneros infectados con VIH-1, Internados y de consulta externa
del Hospital Universitario, con por lo menos una alteracion neuroldgica, en

cada individuo:

» Se obtuvo consentimiento informado del paciente o familiares.

+ Se realizo una historia clinica y un examen fisico completo.

» Se obtuvo informacidon sobre medicamentos antirretrovirales.

* Se efectudé una evaluacidon neurolégica por dos observadores

independientes.

* A cada uno de los sujetos incluidos en el estudio se le extrajeron
10ml de sangre periférica para aislar el genoma del VIH-1,
Posteriormente se amplifico diferentes regiones del genoma
viral mediante PCR y los productos de amplificacién se
secuenciaran para buscar las mutaciones en los genes que codifican
para resistencia a los tres grupos de antirretrovirales. (Inhibidores de

Transcriptas Reversa Analogos de los Nucledtidos, Inhibidores de
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Transcriptas Reversa No Analogos de los Nucleétidos e inhibidores de

Proteasas.)

» Se les realizo una punciéon lumbar para obtener liquido
cefalorraquideo al que se le realizaran: estudios cito quimico,
VDRL, tinta china, Gram., KOH, BAAR, cultivo ordinario, cultivo
para hongos y cultivo para Micro bacterias. Un tubo adicional se
obtuvo en forma estéril para aislar el genoma del VIH-1 y proceder
como se menciono para buscar las mutaciones que codifican para
resistencia a los tres grupos de antirretrovirales. (Inhibidores de
Transcriptas Reversa Analogos de los Nucledtidos, Inhibidores de
Transcriptas Reversa No Analogos de los Nucledtidos e inhibidores de

Proteasas.)

* Se le determino la cuenta absoluta se linfocitos CD-4 a partirde | a

misma muestra de sangre mediante citometria de flujo.

* Se aplico la encuesta minimental de Folstein (Anexo )

* Se realizo un estudio de Neuroimagen (TAC o RMN)

Evaluacién neurolégica: Se realizé la evaluacion Mini-mental de
Folstein (MMSE) con el fin de estudiar el deterioro de la funcion cognitiva en

los pacientes estudiados o prueba se aplicé a cada sujeto (17). La prueba
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MMSE incluye preguntas simples y problemas en varias areas: la hora y el
lugar de la prueba, las listas de repeticion de palabras, la aritmética, tales
como series de siete, el uso del lenguaje y la comprensién y las habilidades

motrices basicas.

Recuento de CD4.

Una alicuota de las muestras de sangre fueron utilizadas para el recuento de
células CD4 + T-linfocitos mediante citometria de flujo (Partec, GmbH,

Alemania).

5.3 RECURSOS BIOLOGICOS

Las muestras biolégicas que se obtuvieron son liquido
cefalorraquideo, y sangre de las que se realizaron extraccion de acidos
nucleicos.

A cada una de las personas incluidas en este estudio se le extrajo una
muestra de sangre periférica, obtenida por puncién venosa en una unica
ocasion, empleando tubos vacutainer con EDTA, asi como material
desechable estéril. La cantidad de muestra que se obtuvo fue de 10 ml.

Inmediatamente después de tomada la muestra, ésta se coloco en hielo y
fue transportada al Laboratorio de Infectologia Molecular del Depto. de
Bioquimica y Medicina Molecular de la Facultad de Medicina UANL, en

donde se centrifugd para separar el plasma y el paquete leucocitario.
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Del plasma se hicieron diferentes alicuotas, las cuales fueron colocadas
en tubos eppendorf, etiquetadas y conservadas a —70 °C, hasta su analisis

molecular.

5.4 RECURSOS MATERIALES

El Servicio de Infectologia del Hospital Universitario, una sala de
juntas con pizarrén y negatoscopios, dos oficinas para profesores, un
laboratorio y un cubiculo con dos computadoras para residentes de
especialidad y subespecialidad, la consulta externa se realizara en la
consulta de Especialidades de Medicina Interna #12, los lunes, miércoles y

viernes.

El Laboratorio de Infectologia Molecular del Departamento de
bioquimica cuenta con equipos especializados para realizar metodologias de
Biologia Molecular como son: extraccion, amplificacién y secuenciacion de
acidos nucléicos, a partir de muestras bioldgicas como sangre, LCR, saliva,

orina, etc.

5.5 PROTOCOLO DE EXTRACCION DEL GENOMA DEL VIH-1 DEL

LQUIDO CEFALORRAQUIDEO Y PLASMA
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El aislamiento de ARN viral se obtuvo de plasma tratado con EDTA usando
el paquete de extraccion viral QIAmp (Qiagen Inc., Chatsworth, California

USA) se siguieron las instrucciones del fabricante.

5.6 GENOTIPIFICACION
A continuacion, el ADN complementario se generd y se amplifico a través de
la transcriptasa inversa-PCR (RT-PCR). La prueba de genotipo de
resistencia se realizd en todos los pares de muestras de LCR y el plasma
por GENChec técnica de secuenciacion ™ (Virco, Bélgica). Brevemente, una
alicuota de los productos amplificados fue sometido a secuenciacion
automatica de las regiones de la proteasa y hasta el codén 400 de los genes
de la transcriptasa inversa. Los resultados se compararon con las
secuencias de las cepas de referencia del VIH-1 mediante el uso de
software GeneObjects, para determinar las mutaciones. Los resultados de
los analisis genéticos, fueron reportados como cambios de aminoacidos en
las posiciones de los genes virales en comparacion con la secuencia de tipo
silvestre HXB2 cepa de referencia.
Reaccion en Cadena de la Polimerasa. Es una técnica que permite
amplificar rapidamente in vitro un fragmento especifico de ADN,
consiguiendo millones de copias del segmento de interés. Esta técnica
resulta de la aplicacidon de las etapas de desnaturalizacion, alineamiento y
extension de forma ciclica, empleando los siguientes elementos para la
amplificacion del ADN: dNTPs, oligonucle6tidos complementarios a la

secuencia blanco especifica, y TagDNA polimerasa.
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Reaccion de Retro transcripcion Asociada a Reaccién en Cadena de
la Polimerasa (RT-PCR).

Este método se utilizé para sintetizar a partir del ARN viral una hebra
complementaria en ADN (cADN), para posteriormente amplificarla por PCR y
de esta manera detectar el genoma viral facilmente por medio de

electroforesis (18).

Condiciones de la reaccion de RT-PCR para ampilificar el VIH-1

Las reacciones de RT-PCR se prepararon de la siguiente manera:

En un tubo eppendorf estéril de 200 ul se prepard una mezcla
conformada por 3 ul ARN total de la muestra y 6 ul (5)" de H20 miliQ con
DEPC, la cual se incubd a 72 °C por 10 minutos, posteriormente se mantuvo
en hielo por 5 minutos, y luego se le anadieron 10 ul de una mezcla maestra
constituida con 4 ul de Buffer 5X, 2 ul de DTT, 2 ul de dNTPs 10 mM, 1 ul de
iniciadores aleatorios y 1 ul de inhibidor de ARNasas.

A la mezcla maestra antes mencionada, formada por un total de 19 (18%)
ul, se le afadié 1 ul de la enzima SuperScript o 2 ul* de la enzima MMLV.
Posteriormente se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos.
Transcurrido este tiempo, el tubo con la mezcla de reaccidn se coloco en el
termociclador para que se llevara a cabo el programa de amplificacion de la
hebra complementaria del ARN del VIH, que consistia en incubar la muestra
a 37 °C por una hora y posteriormente a 95 °C por cinco minutos. El cADN

obtenido se conservé a —20 °C.
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Una vez obtenido el cADN del ARN del VIH, se procedi6 a la
identificacion del VIH mediante el uso de una PCR que amplificara un
segmento especifico y altamente conservado del genoma viral. Para esta
reaccion se usaron oligonucleotidos que ya han sido validados y que son

empleados rutinariamente en el Laboratorio de Infectologia Molecular.

La mezcla maestra para esta Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) estuvo formada por 5 ul de Buffer 10X, 2 ul de Oligo H1-U 10 uM, 2 ul
de Oligo H2-D 10 uM, 2 ul de dNTPs 10 mM, 1.5 ul de MgCl2 25 mM, 0.5 ul
de TagDNA polimerasa 5U/ul, 35 ul de H20 miliQ y 2 ul cADN para obtener
un volumen total de 50 ul de mezcla de reaccion. Las condiciones para la
PCR fueron: un ciclo de 94 °C por 5 minutos; 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto,
58°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto; uno mas de 72 °C por 10 minutos y
finalmente uno de 4°C por 10 minutos. El producto de amplificacién que se
obtuvo fue de 223 pb y se detecto por electroforesis en gel de agarosa al
2%. Posteriormente estos fragmentos amplificados se utilizaron para el
analisis de secuenciacion gendmica de los genes de la proteasa y

retrotranscriptasa como se describi6 arriba.

Las secuencias de ADN obtenidas de los pacientes infectados con
VIH se compararon con las secuencias de consenso de VIH derivadas de
GenBank (secuencias de acceso numero K02013). Todos estos estudios de
secuenciacion del genoma del VIH se realizaron en el laboratorio de

Infectologia molecular del departamento de bioquimica.
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5.7 Programas de Analisis Computacional

El procesador de texto y graficos utilizados fueron Microsoft® Word XP y
Microsoft® Power Point 2003 de Microsoft Corporation. Para el analisis
estadistico se empled la hoja de calculo Microsoft Excel 2003 (Microsoft
Corporation), los programas SPSS, y Epi Data™.

Los programas utilizados por via internet fueron: Entrez [National Center

for Biotechnology Information (NCBI)], Centres for Disease Control (CDC). El

navegador de Internet que se uso fue Microsoft Explorer Versiéon 8.0

(Microsoft Corporation).

5.7 RECURSOS FINANCIEROS

El desarrollo del proyecto fue financiado parcialmente por el proyecto

Salud-Conacyt aprobado con la clave 2003-COI-02/Al aprobado a la Dra.

AMRE, asi como el proyecto PAICYT-2009 aprobado al Dr. JRJ.

5.8 ANALISIS ESTADISTICO

La comparacioén de las mutaciones se utilizo aplicando la formula de Mc

Nemar (19)
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Sangre (+) Sangre (-) Total (%)
LCR 7 7 14 (70)
&
LCR 0 6 6 (30)
()
Total é 13 20
(%) (35) (65) (100)

Para cada mutacion de resistencia detectada se calculara el
cociente de la proporcién de positivos en LCR por la de sangre tomando
la hipétesis nula la igualdad de estas

Proporcién LCR
Proporcion Sangre

Para determinar la significan cia del resultado se utilizara la prueba
exacta de Fisher ( 14)

(atb)! (c+d)! (at+c)! (b+d)!
al b! ¢l di n!

Para evaluar el grado de desacuerdo de positividad para cada
mutacion, entre LCR y sangre se utilizara la prueba de McNemar

((b-c)-1)*

b+c
Se asegurara el alfa de 0.05 corrigiendo la probabilidad de
sigificancia por el numero de comparaciones ( 15)

Se reconoce que con el numero limitado de pacientes del estudio
podra detectar diferencias grandes como las mostradas en la tabla del
ejemplo hipotético

CAPITULO VI

6. RESULTADOS
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Se reclutaron 20 pacientes que acudieron para atencion y/o fueron referidos
de diferentes sistemas de salud del Estado de Nuevo Leon entre el 2005 vy el
2009. De este grupo, en las muestras tanto de suero como de LCR de 2
pacientes no se logré6 amplificacién de acidos nucléicos. Estos pacientes
tenian caracteristicas demograficas, grado de inmunosupresién y puntuacion
del test de Mini-mental similares al resto del grupo, por lo tanto no se

incluyeron en los analisis posteriores.

.1 Caracteristicas demograficas

De los 18 pacientes restantes se encontré que el rango de edad fue de 24 a
61 afos, 16 eran del género masculino y 2 del femenino. El tiempo promedio
desde el diagnostico hasta el reclutamiento fue de 48 meses con un rango
de 12 a 78. El promedio de esquemas antivirales que habian recibido los
pacientes fue de 2.8 con rango de 2 a 5. Todos los pacientes provenian de

un nivel socioecondmico bajo (Tabla 2).

En 9 pacientes se logro la amplificacion de las regiones para del genoma del
VIH-1 que se utilizaron para la identificacion de mutaciones en ambos
liquidos (LCR y plasma). En 8 sujetos solo se detectaron mutaciones en
plasma y en un paciente solo se pudieron analizar las mutaciones en la

muestra del LCR y no en el plasma.
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.2 Estado Inmunolégico

La cuenta absoluta de linfocitos CD-4 reporto un promedio de 75 células/
mm3 con un rango de 17 a 198, la cifra normal es de 440 a 1200 células/
mm3, en los pacientes reclutados todos tenian menos de 200 linfocitos

CD-4/mm3, como podemos ver en la Tabla 2 lo que refleja a un grupo de

pacientes con severo dafo inmunoldgico, no se observo relacion con alguna

mutacién en particular.

Variable Valor
Edad promedio en afos (rango) 35 (24-61)
Genero(n)
Masculino 16
Femenino 2
Tiempo promedio en meses desde el Dx (rango) 48 (12-78)
Tratamiento Antirretroviral previo (n)
Si 18
No 0
Promedio de tratamientos ARV previos (rango) 2.8 (2-5)
Promedio de Linfocitos CD-4 células/mm?3 (rango) [75 (17-198)
<200 18
>200 0
Mini-Mental (MMSE) puntaje promedio (rango) 24 (10-32)
Normal 11
Bajo 2
Moderado 2
Severo 3

ARV, antirretrovirales

Tabla 2. Caracteristicas demograficas
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.3 Mutaciones

Todos los virus aislados pertenecen al sub-tipo B del VIH-1.

En 9 pacientes se logro la amplificacion y el analisis de las mutaciones en
ambos liquidos (LCR y Plasma), en 8 solo se detectaron mutaciones en
plasma y en un paciente solo amplifico y se pudieron analizar las mutaciones

en la muestra del LCR y no en el plasma.

En la Tabla 3 se muestran las mutaciones encontradas en cada uno de los 9
pacientes que amplificaron tanto en LCR como en plasma y en negrillas se
remarcan las mutaciones que se encontraron en solo uno de los liquidos y el

tratamiento que recibian.
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En los 9 pacientes en los que se pudo amplificar en ambos liquidos se detectaron 72

mutaciones. En la tabla 4 se muestra la sumatoria de en donde se encontraron las

mutaciones detectadas: LCR, Plasma, Ambas o ninguno. En la que se demuestra que

NO hay discordancia estadisticamente significante

Amplificacion

Plasma
Si No Total
Si 140 19 159
'
@)
- No 15 | 474 489
Total 155 493 648
Mc Nemar
p>0.05

Tabla 4. Relaciéon de mutaciones en LCR y Plasma en los 9 pacientes con ambas

amplificaciones
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En la Tabla 5 se muestran las mutaciones encontradas en los 9 pacientes en los que
solo en uno de los liquidos se detectaron mutaciones, siendo 8 en plasma y uno en
LCR. A pesar de haber sido obtenidas las muestras simultaneas en el mismo
paciente y haber sido almacenadas, transportadas y procesadas de la misma manera
que las obtenidas de los otros pacientes. También se incluye el tratamiento que

recibian al momento de obtener las muestras.
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En 18 pacientes se encontraron 100 mutaciones mostradas en la figura 7,
68 de ellas se presentaron con poca frecuencia en 1 a 3 pacientes,

26 mutaciones se presentaron con una frecuencia intermediaen 4 a 9
pacientes y solo 6 mutaciones se presentaron con alta frecuencia, en 14 o
mas pacientes.

Se encontraron 11 mutaciones primarias marcadas con flechas en el lado
izquierdo de la Figura 7, de las cuales 6 codifican para resistencia a los
inhibidores de proteasas, 2 a los inhibidores de transcriptasa reversa
analogos de los nucleétidos, 2 a los inhibidores de transcriptasa reversa No
analogos de los nucledétidos y una para el inhibidor de la fusion.

Llamo la atencion el hecho de haber encontrado la mutacion K103R en 6 de
los18 pacientes (33%) ya que en otros paises se ha encontrado con
frecuencias menores al 5%(20). Y en 4 de los 6 pacientes (2 en LCRy
sangre y 2 solo en sangre) se encontrd asociada con la mutacion V179D lo
que le confiere al virus resistencia a los inhibidores de transcriptasa reversa

NO analogos de los nucledsidos
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Figura 7. Mutaciones primarias y secundarias en 18 pacientes y MMSE

Las barras mostradas en la Figura 7, en cada mutacion tienen el color segun
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el nivel del MMSE normal en celeste, rojo intermedio y en azul fuerte los

mas bajos.

.4 Determinacion del estado mental por MMSE

El promedio del puntaje en el MMSE obtenido por los pacientes fue de 24
con un rango de 10 a 30, siendo normal en 11 de los 18 pacientes, en los 7
que fueron anormales se encontraron 2 con puntaje bajo, 2 moderado y 3
severo, como se muestra en la tabla 2 y figura 7, en el anexo 1 se muestran

ejemplos de los cuestionarios aplicados,

Al realizar un analisis detallado de las mutaciones mas frecuentemente
encontradas en los pacientes con mayor alteracion de su estado mental al
tener un puntaje del MMSE muy bajo, como se muestra en la tabla 6. Se
encontré una significancia estadistica, sin que esto signifique
necesariamente que queda establecida una relacion causa-efecto entre una

determinada mutacion y el dafio neurolégico encontrado en el paciente.
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P4, E6, K13, K20, V21, E42, S68; T125, P170, Q174, D177, Q197; Q207,
E248, V245, P272, A288; R307, Q334, R356,K366, 1369, 1375, T386, K388

Si
Bajo 38
LLl
g Bueno 21
=
Total 59

Corte para ajustar P=

No Total
87
125 X2 =454
391 450
.05
ETRE 0.0005

Tabla 6. Mutaciones frecuentes con MMSE bajo

En los pacientes con menor dafio en su estado mental establecido por

puntajes mayores de 20 en el MMSE, se encontraron un grupo diferente de

mutaciones como se muestra en la Tabla 7. Alcanzando un valor

estadisticamente significante.

Lo que no significa que estas mutaciones sean exclusivas o que garanticen

un mejor estado mental de los pacientes.
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T27, K32, 134, M41, K46, 150, E53, V60, 163, R83, D86, V90; K102, K103,
K104, T139, S162, E169, K173, V179, V186, G191; 1202;E204, L210, H221,
D250, S251, K275, V276, L283, V292, R277, 1293, P294; K311, E312, V317,

P321, S322, D324, 1326, E328, 1329, T338, Y342, R358, G359, A371, Q373,
T377, V381, 1393, E399, T400

Bajo 268
. 4 275 X2 = 42.17

Bueno 133 | 582 | 715 P <0.0001

MMSE

Total 140 | 850 990

Corte para ajustar P=

Tabla 7. Mutaciones frecuentes con MMSE mayores de 20 puntos

Las 20 mutaciones mostradas en la tabla 8. Se presentaron en forma

indistinta en LCR o en Plasma independientemente del puntaje alcanzado en

el MMSE.
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V35, K49; E122, D123, 1135, 1142, K166, 1178,

Si No Total

Bajo 47 | 53 | 100y, _,ag

Bueno 99 | 161 | 260 P=0.12

MMSE

Total 146 | 214 | 360

Corte para ajustarjl%% = 0.0005

Tabla 8. Mutaciones con distribucion

La Tabla 9. Nos resume la distribucion de las 100 mutaciones encontradas

con MMSE Bajo, mayor de 20 o independiente del puntaje en el MMSE
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Mutaciones

MMSE
Bajo
5 pac.

MMSE
Bueno

13 pac.

Total
18 pac.

25

P4, E6, K13, K20, V21, E42, S68;
T125, P170, Q174, D177, Q197;
Q207, E248, V245, P272, A288,;
R307, Q334, R356,K366, 1369,
1375, T386, K388

38

21

59

55

T27, K32, 134, M41, K46, 150,
E53, V60, 163, R83, D86, VI0;
K102, K103, K104, T139, S162,
E169, K173, V179, V186, G191;
1202;E204, L210, H221, D250,
S$251, K275, V276, L283, V292,
R277, 1293, P294; K311, E312,
V317, P321, S322, D324, 1326,
E328, 1329, T338, Y342, R358,
G359, A371, Q373, T377, V381,
1393, E399, T400

133

140

20

V35, K49; E122, D123, 1135, 1142,
K166, 1178, T200; R211, L214,
T286, E297;G333,M357, A360,

T376, S379, K385,K390

47

99

146

100

Total

92

253

345

Tabla 9. Resumen de Mutaciones y MMSE Bajo y Bueno

X2=51.84, p<0.0001
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La Tabla 10 nos muestra las mutaciones en las cuales el cambio en la
polaridad del aminoacido reemplazante se observo mas frecuente en los

paciente con puntaje mas bajo en el MMSE.

V35V/IM V35L/1/K si No Total

K49N K49R so 23 | 47 | 70 )
E122P E122K " X2=355
D123E D123N 2 Bueno 9 | 173 | 182 P <0.00001
1135V/M 1135U/T/K = — 0 20 [

1142T 1142V

K166R K166K/R Corte para ajustar P= $_:’ =0.00386

1178L 1178M

T200E T200A Si No  Total

E297R E297AV/K smo 8 | 62 | 70 R
M357V M357T u X#=9.06
A360T A360A £ Bueno 54 | 128 | 182 P <0.002
K385R K385K/R =

T376K/S T376A Total 62 | 190 |22

Corte para ajustar P= =0.0038

.05
14

Tabla10. Mutaciones segun amino acido reemplazante y MMSE
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CAPITULO VII

7. DISCUSION

En la actualidad realizar los estudios de susceptibilidad una vez que existen
guias nacionales e internacionales para su uso(21), cada vez se utilizan mas
como parte de tratamiento estandarizado de los pacientes infectados con
VIH, lo que refleja su incrementada utilidad ante la disponibilidad de nuevos
medicamentos con actividad contra virus resistentes y ante la evidencia cada
vez mayor de impacto negativo que tiene esta resistencia en la evolucion del
paciente.(22) Sin embargo el estudio de resistencia se realiza en el plasma
de la sangre periférica de los pacientes y la informacion sobre la resistencia
del VIH-1 en LCR y su impacto en la evolucion es escasa. La informacion
sobre las mutaciones y su relacion con resistencia del VIH-1 es un proceso
en constante cambio y requiere una actualizacién permanente y una
correlacion entre las mutaciones encontradas y las bases de datos que

ayudan a su interpretacion (40)

En la poblacidon que estudiamos de pacientes severamente
inmunuosuprimidos, multitratados de un nivel socio econdmico y educativo
bajo, el numero elevado de mutaciones encontrado en ambos liquidos
probablemente refleje la exposicion a multiples medicamentos
antirretrovirales y/o que fueron infectados con virus resistentes, los hallazgos

del estudio se pueden extrapolar a individuos con caracteristicas similares.
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Una posible explicacion para no haber encontrado la disparidad esperada en
el patron de resistencias en ambos liquidos a pesar de de la barrera hemato-
encefalica y la pobre penetracion al LCR de la mayoria de los
medicamentos antirretrovirales es que la presion selectiva para la resistencia
ocurra fuera del sistema nerviosos central donde el virus se replica con
mayor velocidad y la exposicion al efecto de los medicamentos

antirretrovirales es mayor (23) (24) (25).

La mutacion K103R es un polimorfismo reportado en 1 a 2% de los
pacientes que no han recibido tratamiento antirretroviral y en 2 a 5% de los
que han recibido Inhibidores de transcriptasa reversa analogos de los
nucledsidos en EUA. Habitualmente (37) esta mutacion no confiere
resistencia a menos que se asocie con la mutacién V179D.(38) (39), bajo
esta circunstancia se produce una disminucion en susceptibilidad de15
veces a los Inhibidores de transcriptasa reversa No Analogos de los
nucleodtidos en particular a Nevarapime, delavirdina y efavirenz, el haberla
encontrado en el 33% de los pacientes estudiados fuertemente siguiere un
patron de resistencia regional y haber encontrado en 4 de los 6 pacientes la
asociacion con la mutacion V179D demuestra los problemas de resistencia
locales ya que efavirenz se prescribe con mucha frecuencia en nuestros

pacientes.

Existen varias lineas de evidencia que apoyan que el VIH-1 se replica en el

Sistema Nervioso Central (26) adicionalmente variantes genéticamente
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distintas de las de sangre periférica se han reportado en el Sistema
Nerviosos Central de sujetos con demencia asociada a VIH(27). El puntaje
del Minimental observado en los pacientes fue normal en la mayoria (11 de
18) significando que probablemente estan evolucionando lentamente en el

dafo neurolégico central.

Las alteraciones en el estado mental de los pacientes con VIH pueden ser
debidas a multiples etiologias (28). Como el complejo de demencia por
SIDA (CDS) (29), infecciones oportunistas, neoplasias, trastornos
metabdlicos, deficiencia de Vitamina B 12 y/o toxicidad por medicamentos.
Para evaluar el impacto de estos factores es necesario realizar cuestionarios
especificos para CDS, multiples examenes de laboratorio y radioldgicos, por
lo que es dificil establecer una relacion causa efecto al tratar de relacionar

las mutaciones con las alteraciones en el estado mental de los pacientes.

Sin embargo la tendencias encontradas y que alcanzaron significancia
estadistica de las mutaciones, que con mayor frecuencia se observaron en
los pacientes con mayor dafio neurolégico merecen un mayor estudio ya
que existe el precedente del impacto de el tratamiento antirretroviral en la

carga viral del VIH en LCR y el estado mental (41)

Asi como el posible papel que el cambio de polaridad del aminoacido
reemplazante pudiera tener ya que lo observado nos muestra un estado
mental mas afectado cuando el aminoacido reemplazante cambio que

cuando no cambio su polaridad, en la literatura encontramos reportes de
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cambios en la polaridad de aminoacidos y resistencia a tres virus de
importancia clinica Hepatitis C (42) Influenza (43) y VIH (44) asi como un
reporte en el que el cambio en polaridad impacto el transporte de
aminoacidos en la barrera hematoencefalica (45) por lo que es claro que
estos hallazgos requieren de mayor estudio para establecer su importancia

en la clinica pero no deben ser ignorados.

Entre las limitaciones del estudio podemos mencionar la falta de medicion de
la carga viral del VIH-1 en los liquidos examinados y el hecho que solo se
pudieron realizar determinaciones de mutaciones en ambos liquidos en 9
pacientes, otra limitacion es la historia incompleta y poco confiable en
cuanto a los esquemas antirretrovirales recibidos previamente esto ocurrié
en parte por lo avanzado de la enfermedad, las alteraciones neuroldgicas y
el bajo nivel educativo de nuestros pacientes. Sin embargo debido a la
complejidad del estudio entre ellos el requerirse una puncién lumbar y
estudio neurolégico extenso, el numero de pacientes es similar a toros

estudios publicados (15) (24)
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CAPITULO VI

8. CONCLUSION

La hipdtesis se rechaza ya que NO se encontré el patron de mutaciones

diferente en el LCR con respecto a la sangre periférica.

Sin embargo las observaciones encontradas son de un valor muy importante
ya que si otros estudios confirman nuestros datos se puede argumentar
fuertemente que no es necesario alcanzar altos niveles de los
antirretrovirales en el LCR, una observacién con relevancia en el desarrollo

de nuevos medicamentos.

Por lo tanto el esfuerzo para controlar el virus se debe continuar focalizando

en la periferia y no en el Sistema Nerviosos Central (30).

También se debe considerar que el patrén de resistencias en LCR se
pudiera predecir realizando los estudios de susceptibilidad en sangre

periférica evitando la necesidad de una puncion lumbar para dicho propdsito.

Finalmente el estudio remarca la importancia de monitorizar localmente la

resistencia del VIH1 ya que existe una tendencia al desarrollo de patrones

regionales.
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CAPITULO IX

9.ANEXOS

Anexo 1

MINI MENTAL STATE EXAMINATION (MMSE)

¢ En qué aio estamos? 0-1
. En qué estacion? 0-1
En qué dia (fecha)? 0-1

;En qué mes? 0-1 ORIENTACION

(En qué dia de la semana? 0-1 TEMPORAL (Max.
5)

. En qué hospital (o lugar) estamos? 0-1

. En qué piso (o planta, sala, servicio)? 0-1

. En qué pueblo (ciudad)? 0-1

. En qué provincia estamos? 0-1 .

. En qué pais (o nacion, autonomia)? 0-1 ORIENTACION
ESPACIAL (Mix.5)

[Nombre tres palabras Peseta-Caballo-Manzana (o Balén- IN? de repeticiones

Bandera-Arbol) a razén de 1 por segundo. Luego se pide al necesarias

paciente que las repita. Esta primera repeticion otorga la

puntuacion. Otorgue 1 punto por cada palabra correcta, pero

contintie diciéndolas hasta que el sujeto repita las 3, hasta un

Maximo de 6 veces. Peseta (-1 Caballo 0-1 Manzana 0-1 FIJACION-

(Balon 0-1 Bandera 0-1 Arbol 0-1) Recuerdo

Inmediato (Max.3)

Si tiene 30 pesetas y me va dando de tres en tres, ;Cuantas le

van quedando? Detenga la prueba tras 5 sustraciones. Si el

sujeto no puede realizar esta prueba, pidale que deletree la
alabra MUNDO al revés.

Bandera 0-1 Arbol 0-1)

30 0-127 0-1 24 0-1 21 0-1 18 0-1 (O 0-1 D 0-1 N 0-1 U [ATENCIONCALC
0-1 MO0-1) ULO (Mix.5)
Preguntar por las tres palabras mencionadas anteriormente.

Peseta 0-1 Caballo 0-1 Manzana 0-1 (Balon 0-1 RECUERDO

diferido (Max.3)

a.e.g. (1999)



.DENOMINACION. Mostrarle un lapiz o un boligrafo y
reguntar ;qué es esto? Hacer lo mismo con un reloj de
ulsera. Lapiz 0-1 Reloj 0-1 .REPETICION. Pedirle que

repita la frase: ""ni si, ni no, ni pero" (0o “En un trigal habia 5
erros”) 0-1 .ORDENES. Pedirle que siga la orden: "coja un
apel con la mano derecha, doblelo por la mitad, y pongalo en el
uelo". Coje con mano d. 0-1 dobla por mitad 0-1 pone

en suelo 0-1 .LECTURA. Escriba legiblemente en un papel

""Cierre los ojos" . Pidale que lo lea y haga lo que dice la frase

0-1 .ESCRITURA. Que escriba una frase (con sujeto y

predicado) 0-1 .COPIA. Dibuje 2 pentigonos intersectados y

pida al sujeto que los copie tal cual. Para otorgar un punto

deben estar presentes los 10 angulos y la interseccién. 0-1

LENGUAJE (Max.
9)

Puntuaciones de referencia 27 6 mas: normal 24 6 menos: sospecha
patologica 12-24: deterioro 9-12 : demencia

Puntuacion Total

(Max.: 30 puntos)
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Anexo 2

Ejemplos MMSE
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Anexo 3

Forma de Consentimiento

Servicio de Infectologia Responsable del Estudio:

Departamento de Medicina Doctor Javier Ramos Jimenez
Interna Hosp. Universitario

Comparacién de los Marcadores Genéticos del VIH-1 asociados a resistenci

a los antirretrovirales en liqui 4 id sangre periférica
a q Yy

Consentimiento

A usted se le invita a participar en un estudio de investigacion.que ser4 de gran ayuda para identificar aspectos
particul de la infecccion del VIH y el sistema nervioso central (Cerebro) que permitan un mejor
tratamiento. Esto también ayudard a otros pacientes, con VIH-SIDA como usted, que asistan a este
departamento. El propdsito a alcanzar serd innovar ¢l abordaje de tratamiento en particular cuando existan
virus resistentes a los medicamentos que nos permita lograr con esto una mejor caluidad de vida.

DESCRIPCION Y DURACION DEL ESTUDIO.

En la primera entrevista, se le realizard una encuesta (cuestionario minimental ). Se le hard una historia
clinica , examen fisico general y neurologico completos, se tomara una muestra de sangre de 10cc y se
realizara una puncion lumbar para obtener liquido Cefalorraquideo ( un procedimiento similar a una anestesia
raquidea pero en este caso solo se obtendra liquido y NO se administrara ningun medi » NI ico).

RETIRO VOLUNTARIO
Su participacion en esta encuesta es voluntario. Usted puede retirarse en cualquier momento sin ningiin
problema. El decidir retirarse no afectara la atencién médica de ninguna manera.

CONFIDENCIALIDAD.
Los datos que se obtenga de este estudio, seran confidenciales y no serdn revelados a ninguna persona sin el
consentimiento por escrito por parte del paciente a excepcion del doctor o quién usted decida pertinente.

RIESGOS: los propios de una puncion lumbar y una toma sanguinea

ACEPTACION.

Se me ha explicado todo sobre este estudio de investigacion, a 1 que se me ha invitado a participar. El
responsable del estudio, me ha dado Ia oportunidad de preguntar y ha respondido a todas mis dudas, por lo
que me queda claro la finalidad y condiciones de esta encuesta. Si tengo algiin problema o alguna otra
pregunta acerca del estudio, puedo contactar al responsable de la investigacion.

Yo estoy de acuerdo en participar en este estudio, firmo y recibo una copia de este informe de consentimiento.

Nombre del paciente Firma del paciente Fecha
Nombre del testigo Firma del testigo Fecha
Nombre del encuestador Firma del encuestador Fecha
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