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ABSTRACT
The cytopathogenicity and replicative capacity of the HIV-1 isolates with the serological marker of anti p24 anti-
bodies (Abp24) in serum, the co-infection with other human retroviruses, and the clinical evolution to AIDS were
correlated in our study. The virus was isolated in all patients showing rapid progression fo AIDS, most of the
strains were of a high rapid growth and sincitium inducing, while virus recovery was lower in the long term survi-
vors, and the cytopathogenecity of the isolated strains increased with the appearance of clinical symptoms. A
high correlation between the Abp24 serological marker in the serum and the biological properties of the isolated
strains was observed.
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RESUMEN
En este estudio se relaciona la citopatogenicidad y capacidad replicativa de los aislamientos de VIH-1 con el mar-
cador serolégico de anticuerpos contra la p24 (Acp24) en suero, la coinfeccién con otros retrovirus humanos y la
evolucién clinica al SIDA. El virus se aislé de todos los pacientes con progresion rapida al SIDA, y la mayoria de
las cepas se caracterizaron por ser de crecimiento rapido alto e inductoras de sincicios, mientras el recobrado de
virus fue menor en los sobrevivientes de largo periodo y la citopatogenicidad de las cepas aisladas se incremento
con la aparicién de manifestaciones clinicas. Se observé correlacién entre el marcador serolégico de Acp24 en

suero y las caracteristicas bioldgicas de las cepas aisladas.
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Introduccién

La historia natural de la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) se carac-
teriza por su variabilidad en la duracion del periodo
libre de sintomas, el cual estd determinado por fac-
tores del hospedero y/o viral. Dos determinantes de
la interaccion virus-hospedero parecen jugar un ma-
yor papel en la patogénesis del VIH: el fenotipo
biologico del virus y el nivel de replicacion del
mismo. También influyen diferencias, determinadas
genéticamente en el huésped, y la coinfeccidén con
otros virus (1-5).

El anélisis de las caracteristicas bioldgicas (capa-
cidad replicativa y citopatogenicidad) de cepas de
VIH ha mostrado la variabilidad entre aislamientos
obtenidos de diferentes individuos y en un mismo
paciente en varios momentos de la infeccidn, las
cuales estan altamente relacionadas con la severidad
de la infeccion en el seropositivo (1, 6, 7).

Los marcadores serologicos (disminucion de ni-
veles de anticuerpos contra la proteina 24 (Acp24) y
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el aumento en la deteccion del antigeno p24
(Agp24), los niveles de Neopterina y By-microglo-
bulina en el suero, la disminucion del ntmero de
células T CDy4', el desplazamiento del perfil de cito-
quinas de Th; a Thy), y las caracteristicas biologicas
de las cepas, permiten predecir la evolucion clinica
de un seropositivo al VIH (2, 7-10).

En este estudio se describe el aislamiento y la ca-
racterizacion bioldgica de las cepas que infectan a
un grupo de seropositivos a anticuerpos contra
VIH-1, con rapida y lenta progresion al SIDA.

Materiales y Métodos

Pacientes

Se tomd sangre periférica con anticoagulante de 20
pacientes con anticuerpos (Ac) contra ¢l VIH-1, que
se encontraban en diferentes estadios clinicos de la
infeccion.
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Diez de estos pacientes evolucionaron a SIDA en
menos de 3 afios, determinado por el tiempo trans-
currido desde su posible fecha de contagio hasta que
aparecicron los primeros sintomas que los clasifica-
ban en grupo 1V, por lo que se consideraron como
progresores rapidos (PR) (11).

Diez seropositivos se consideraron como sobrevi-
vientes de largo periodo (SLP), por tener mas de 8
afios de infectados, 5 de ellos en el momento de la
toma de muestra presentaban manifestaciones clini-
cas menores de enfermedad que los clasificaban
como grupo IV, progresores tipicos (PT), mientras
los otros 5 permanecian asintomadticos, constitu-
yendo el grupo de posibles no progresores (PNP) (11).

Estudios seroepidemiolégicos

El sucro de los pacientes, correspondiente al dia de
la toma de muestra, se estudio para determinar Ac
contra VII-1, VIH-2 y HTLV-I/I, por los sistemas
Vironostika ITTV mixt (Organon, Holanda), ELA-
VIA TI (Diagnostic Pasteur, Francia) y DAVIH
HTLV-I (DAVIHLAB, Cuba), respectivamente, y se
confirmaron por las técnicas de immunobloting de
DAVIIT BLOT (DAVIHLAB, Cuba), NEW LAV
BLOT I (Diagnostic Pasteur, Francia) y DAVIH
BLOT HTLV-I (DAVIHLAB, Cuba). Ademds se
realizo la titulacion de Ac contra la proteina p24 en
suero, cmpleando el estuche DAVIH AcP24 (DA-
VIHLAB, Cuba).

Se recopilaron los datos de cada paciente de la
fecha probable de infeccion, el tiempo que demord
en desarrollar las manifestaciones clinicas de la en-
termedad, forma de contagio y niimero de contactos.

Aislamiento viral

Las c¢lulas mononucleares de sangre periférica
(CMSP) de los pacientes, obtenidas por gradiente de
Ficoll-Paque, se estimularon con fitohemaglutinina
(DAVILAB FHA, Cuba) y se cocultivaron en rela-
cion 1:1 con CMSP de donantes seronegativos sanos
previamente estimulados con FHA, en medio RPMI-
1640 suplementado con interleucina 2 (IL-2), poli-
brene y suero fetal bovino (SFB) al 10 %.

EI cocultivo se mantuvo por 28 dias y se monito-
red una vez por scmana la presencia de Agp24 en el
sobrenadante libre de células utilizando un ELISA
de captura de Agp24 (DAVIIT Agp24, Cuba).

Se us6 como criterio para considerar un aisla-
miento positivo que 2 pruebas de Agp24 fueran
reactivas, con un incremento de la concentracion de
Agp24.

Caracterizacién biolégica

Los sobrenadantes de los cocultivos positivos se
inocularon en CMSP de donantes sanos y en las li-
neas celulares linfociticas (CEM, JURKAT-TAT vy
MT4) y monocitica (U937).

Los cultivos se probaron una vez por semana en
un periodo de 28 dias, adicionandoseles células
frescas y medio RPMI-1640 suplementado con 10 %
SFB y polibrene. El criterio seguido para considerar
que un aislamiento se replicaba en las CMSP y/o en
alguna de las lineas celulares, fue el mismo que se
utiliz6 para determinar un aislamiento positivo.

Las cepas aisladas se clasificaron a partir de su
tropismo celular preferencial (linfocitico y/o mono-
citico), la cinética de replicacion: rapidas altas (RA)
y lentas bajas tipo 1 (LBI), tipo 2 (LB2) o tipo 3
(LB3), y por su citopatogenicidad (capacidad de in-
ducir sincicios (IS) o no inducir sincicios (NIS) en la
linea celular MT4) (12).

Resultados

En todos los pacientes incluidos en este estudio, la
forma de contagio fue por via sexual. En los de PR
predominé la conducta homobisexual, en compara-
cion con los otros 2 grupos. Ademds es de destacar
el numero pequefio de contactos sexuales reportados
por los pacientes del grupo de los PNP (Tabla 1).

El virus se logro aislar del 100 % de los pacien-
tes con progresion rapida a SIDA (PR), y en los so-
brevivientes de largo periodo (SLP) de un 50 % (5
de 10), de los cuales 3 aislamientos se logrd de pro-
gresores tipicos (PT) (Tabla 2). -

Todos los aislamientos se replicaron en los culti-
vos de CMSP de donantes sanos; los que fueron ca-
paces de replicarse en alguna linea celular presenta-
ron un tropismo preferencial por las células de es-
tirpe linfociticas (Tabla 2), sélo 4 aislamientos de
pacientes con PR se replicaron también en la linea
celular monocitica 1J937.

La mayoria de los aislamientos de pacientes PR
(8 de 10) se caracterizaron por tener alta producciéon
de Agp24 en los diferentes sustratos celulares em-

Tabla 1. Datos epidemiolégicos y titulo de Acp24 en suero de los pacientes.

Grupo de Pacientes Rango Forma de Nomero de con- Titulo de Acp24
estudio (meses) contagio tactos (rango) (rango)
HB HT
PR 10 6-29 7 3 4-14 NR-puro
PT 5 100-112 1 4 117 puro-1:250
PNP 5 98-130 0] 5 1-3 1:50-1:6250

HB: homobisexual, HT: heterosexual, NR: no reactivo, PR: progresores rapidos, PT: progresores tipicos, PNP: posibles no pro-

gresores.
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Tabla 2. Relacién entre el estadio clinico de la infeccién y la posibilidad de aislar el virus y el

tropismo celular de sus cepas.

Grupo de estudio Aislamiento Tropismo celular

Positivo Negativo CMSP CEM  JURKAT-TAT MT4 U937
PR 10 0 10 6 8 8 4
PT 3 2 3 2 2 2 0
PNP 2 3 2 0 0 0 0

PR: progresores rapidos, PT: progresores tipicos, PNP: posibles no progresores.

pleados, desde los primeros monitoreos, por lo cual
se clasificaron como LB3 o RA (Tabla 3, Figura 1).

Las cepas aisladas de los PT presentaron un com-
portamiento no uniforme, 2 se caracterizaron por
una alta produccion de Agp24 en las lineas celulares
y una solo se replico en los cultivos primarios con
baja concentracion de Agp24. Los aislamientos ob-
tenidos de los PNP (Tabla 3, Figura 1) presentaron
este ltimo comportamiento.

Al analizar la citopatogenicidad de las cepas ais-
ladas en cuanto a su capacidad de inducir sincicios
en la linea celular MT4 (Tabla 3), se observo que
las 8 cepas de los pacientes con PR que se replica-
ron en esta linea celular indujeron sincicios; no asi
las cepas aisladas de los PT, donde s6lo una de las 2
que sc replicaron en ella fue inductora de sincicios.

En los pacientes con PR no se detectd titulo de
Ac contra la proteina p24, solo el ELISA fue capaz
de detectarla en la muestra pura de 3 de ellos. En
los SLP el rango de titulo de Acp24 oscild desde pu-
ro hasta 1:6250, estando el titulo en los PT siempre
por debajo de 1:250 (Tabla 1).

En ninguno de los seropositivos se detectd Ac
anti VIH-2 o anti HTLV-I/IL

Discusion

El recobrado de virus en cada grupo de estudio
(100 % en los de PR y 50 % en los SLP) concuerda
con lo publicado en la literatura, donde se ha obser-
vado una relacion directa entre la severidad de la in-
feccion en el hospedero y el porcentaje de recobrado
viral, que puede ser hasta 100 % en pacientes con
manifestaciones clinicas de SIDA (1, 6, 10, 12).

La probabilidad de aislar ¢l virus se ha asociado
al deterioro inmunologico que se observa en los pa-

cientes en grupo IV o SIDA y la antigenemia p24
que acompaiia al empeoramiento clinico con una
disminucién de los titulos de Acp24 en suero o
plasma. Como se evidencid en nuestro estudio, en la
medida en que estaba mds avanzada la evolucion
clinica los titulos de Acp24 se hicieron mas bajos y
el porcentaje de recobrado de virus aumentod
(2,8,9, 11, 13).

El tropismo preferencial linfocitotrépico mos-
trado por nuestras cepas se corresponde con lo
planteado por otros autores, quicnes refieren que la
mayoria de los aislamientos de pacientes con estadio
clinico avanzado se multiplican preferencialmente
en las lineas celulares linfociticas. También se ha
reportado que la capacidad de replicarse en lineas
celulares continuas no es inherente a todos los ais-
lamientos, por lo cual muchos son capaces de repli-
carse en cultivos primarios, pero no en lineas celula-
res continuas, incluso cepas aisladas de pacientes en
estadio clinico de SIDA (3, 4, 6, 7, 12, 14).

En ninguna de las muestras de suecro se detecto
Ac contra VIH-2 o HTLV-VI, por lo cual en este
grupo de seropositivos se descarto el posible papel
de estos retrovirus humanos en la evolucion clinica
de los pacientes (4, 15, 16).

Las caracteristicas observadas en cuanto a la ca-
pacidad de replicarse de forma rapida y con altos
titulos de Agp24 en los sustratos celulares emplea-
dos, asi como la capacidad de inducir sincicios en la
linea celular MT4, ha reportado que estan altamente
relacionadas con el estadio clinico de la infeccion y
pueden predecir la posible evolucion clinica de un
paciente. No obstante, la manifestacion de estas ca-
racteristicas en cultivos in vitro puede estar influen-
ciada por los sistemas de cultivo empleados en el
aislamiento y expansion de los mismos (3, 5-7, 17).

Tabla 3. Cinética de replicacion y capacidad de inducir sincicios de las cepas aisladas en rela-

cién con el estadio clinico de la infeccién.

Grupo de estudio Cinética de replicacién Capacidad
LB1 LB2 LB3 RA IS NIS
PR 2 0 2 6 8 2
PT 1 0 1 1 1 2
PNP 2 0 0 0 0 2

PR: progresores rapidos, PT: progresores tipicos, PNP: posibles no progresores, LB1: cepas lentas bajo tipo 1, LB2: cepas
lentas bajo tipo 2, LB3: cepas lentas bajo tipo 3, RA: cepas rapidas altas, IS: cepas inductoras de sincicios, NIS: cepas no

inductoras de sincicios.
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Figura 1. Niveles de Agp24 en sobrenadantes de cultivos primarios y lineas celulares continuas. Los datos son la media de los aislamientos capaces de replicarse en

cada una de las células.

La citopatogenicidad de las cepas que infectaban
a los pacientes con progresion rapida a SIDA, asi
como la via de contagio y nimero de contactos de
cada paciente, pudiera explicar la evolucion térpida
de estos pacientes y el fallecimiento de todos cllos
entre 3 y 4 afios posteriores a su posible fecha de
contagio (3,4, 7, 11, 12, 18, 19).

Las cepas aisladas de los PNP presentaron ca-
racteristicas biolégicas poco citopaticas y la carga
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viral resulto baja. Esta observacion coincide con la
de otros investigadores en estudio de estos seropo-
sitivos, quiencs han llegado a la conclusion de que,
generalmente, los bajos titulos de virus con caracte-
risticas NIS, unido a altos titulos de anticuerpos anti
p24 y a propiedades genéticas ¢ inmunoldgicas de
cada persona, permite que éstos permanezean por un
largo periodo sin presentar sintomas de la infecciéon
(2,5,7,9-11, 13, 20).
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