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RESUMEN

Las pruebas para medir los niveles de carga viral en pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) o enfermos del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), constituyen un marcador virolégico
de mucha utilidad que, junto a otras pruebas como la deteccién de Ag p24 y el conteo de células CD4/CD8,
permiten establecer un pronéstico sobre la evolucién del proceso infeccién-enfermedad practicamente en cual-
quier etapa. Esto favorece una atencién individualizada del paciente en relacién con la terapéutica antirretrovi-
ral. En este trabajo se analizan, por primera vez, los valores de carga viral medidos por la concentracién del ARN
del VIH en el plasma, determinada mediante la técnica de transcripcién reversa acoplada a la reaccién en
cadena de la polimerasa (TR-RCP) en un grupo de 50 pacientes cubanos en diferentes estadios de infeccién por
VIH/SIDA. Los resultados se comparan con otros marcadores serolégicos y con los hallazgos clinicos. En todos los
pacientes analizados fue posible cuantificar la carga viral. Se encontraron valores entre 1 x 10° y 3 x 10° copias de
ARN/mL de plasma, y hubo buena correlacién entre los niveles elevados de carga viral y el resto de los marca-
dores analizados.
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ABSTRACT

Plasma Viral Load Levels in Cuban HIV-infected Patients. The evaluation of the viral load in HIV/AIDS patients
along with other serological and cellular markers, allows to predict disease progression to clinical acquired
immunodeficiency syndrome. It may provide a more accurate individualized regimen of antiretroviral therapies for
patients. We have analized for the first time a direct method for the assessment of the viral load by measuring HIV-
RNA in plasma by RT-PCR, in a group of 50 seropositive Cuban patients in different stages of HIV infection. In all of
them we could detect values between 1 x 10° to 3 x 10° of RNA copies/mL of plasma. There was a good correlation

with other surrogate markers.

Introduccién

Hace apenas cinco afios que las investigaciones sobre
la patogénesis de la infeccién por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), evidenciaron que
no era absoluta la supuesta “latencid’ en el periodo
asintomdtico. A partir de ese momento, se establecie-
ron nuevos criterios acercadelacinéticade replicacion
del virus, a comprobar la ocurrencia de un répido
recambio viral en e plasma asociado ala muerte celu-
lar por eliminacion de los linfocitos CD4+. Este hecho
quedd demostrado en personas con progresion mode-
rada o répida al sindrome de inmunodeficiencia adqui-
rida (SIDA) [1, 2.

La necesidad de evaluar la progresién clinicay la
respuesta in vivo a la terapia antirretroviral —la cual
ha experimentado un gran adelanto en los dltimos dos
afios—, han estimulado el empleo de diferentes mar-
cadores sustitutivos para el monitoreo de los pacien-
tes, por ejemplo, los marcadores viroldgicos, entre los
que se encuentran la medicion de la carga viral en el
plasmay ladeteccion del antigeno p24 (Ag p24). Exis-
ten marcadores no virol égicos como el conteo de célu-
las CD4+ que se emplea frecuentemente, y otros
menos extendidos a la préctica clinica como la
neopterina y la [3-microglobulina. Estos dos Ultimos
marcadores son menos utilizados por sus limitaciones
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de baja sensibilidad y baja especificidad [3-5]. Los
meétodos directos para evaluar la cargaviral tienen una
mayor exactitud, debido a que permiten determinar €l
titulo de virus en el plasma y en las células
mononucleares de la sangre periférica. Esto se puede
lograr mediante técnicas de cultivo o a través de la
medicion de la concentracion del ARN viral en el plas-
ma, para lo cual se ha empleado la técnica de sintesis
de ADN complementario (ADNc) mediante transcrip-
cién reversa acoplada a la reaccion en cadena de la
polimerasa (TR-RCP) [6, 7].

Otros métodos desarrollados para evaluar la carga
vira son e sistema de amplificacion de la sefia con
empleo de un iniciador ramificado (del inglés, branched
DNA [bDNA], Chiron Corporation, EE.UU.), y @ sis-
tema de amplificacion isotérmica (NASBA) desarrolla
do por Organon Teknika, aunque ain no han sido
aprobados por la Food and Drug Administration (FDA)
de los Estados Unidos [8, 9]. Por estarazdn, se escogio
un sistema comercia basado en TR-RCP (Amplicor
HIV-1 Monitor, Roche, PAIS), a cud se le hicieron
algunas modificaciones para redizar por primera vez
en un grupo de 50 pacientes cubanos en diferentes esta-
dios de la infeccion por VIH-1, un ensayo de
cuantificacion del ARN viral. Los resultados se compa-
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raron con la aparicién o no de manifestaciones clinicas,
y con otros marcadores.

Materiales y Métodos

Se redliz6 un estudio transversal en e que se incluye-
ron 50 pacientes infectados por € VIH-1: 18 clasifica-
dos como que padecen SIDA, 9 con infecciones
oportunistas menores (no SIDA) y 23 asintométicos.
En todos los casos y de previo acuerdo con e pacien-
te, se tomd una muestrade 10 mL de sangre periférica
en tubos con é&cido etilendiaminotetraacético (EDTA)
0,2M a pH 7,2 como anticoagulante. La sangre fue
trasladada de inmediato a laboratorio y se centrifugd
a 1500 xg durante 10 min para obtener el plasmay
congelarlo a -20 °C antes de transcurridas 4 h. Otros
marcadores empleados fueron la titulacion de los anti-
cuerpos contra la proteina de 24 kD del nucleo viral
(Ac p24) y la determinacion de la concentracion de
Ag p24. Para estos andlisis, se emplearon los estu-
ches de ELISA Davih Ac p24 y Davih Ag p24, res-
pectivamente (Laboratorios DAVIH, La Habana,
Cuba), segun las instrucciones del fabricante. Los re-
sultados de la titulacion de anticuerpos se expresaron
como “no reactivos’ o “reactivos’, para e plasma puro
o0 en las diluciones 1:50, 1:250, 1:1 250 y 1:6 250. Se
consideraron titulos elevados los valores de dilucion
1:1 250, y titulos bajos los valores 1:250. Los valores
de concentracion de Ag p24 se expresaron en picogra-
mos por mililitro de plasma (pg/mL).

La medicion del ARN viral plasmético se realizd
con los reactivos suministrados en el estuche Amplicor
HIV-1 Monitor (Roche, PAIS), para la extraccion del
ARN viral, la sintesis del ADNc por transcripcion
reversa (TR) y la amplificacion mediante RCP de la
region deinterés en el gen del antigeno de grupo (gag)
del VIH-1. Para los diferentes ciclos de temperatura,
se utilizé un equipo automético modelo PTC-100 (MJ
Research, Estados Unidos) que se basa en el mismo
principio del efecto Peltier del equipo de la firma co-
mercia Perkin Elmer. Se cred un programa similar al
propuesto por el fabricante con sdlo algunos ajustes
de temperatura, debido a la sustitucion de viales de
0,2 mL por losde 0,5 mL empleados en lareaccion de
amplificacion. Las diluciones para la titulacion de la
muestra se realizaron con pipetas multicanales nue-
vas y hien calibradas (Finnpipette, LabSystems, Fin-
landia), y se utilizaron las puntas con filtro resistentes
a aerosoles y libres de nucleasas (Barrier Tips,
Promega, Estados Unidos). Los lavados posteriores a
la etapa de hibridacion, se realizaron en un lavador
Multiwash Plus (Tri-Continent, EE.UU.). El calculo
de los valores de carga viral se realizd segun las ins-
trucciones del prospecto y los resultados se expresa-
ron como copias ARN/mL o log copias ARN/mL.
Ademés de los controles y €l patrén de cuantificacion
suministrados en € estuche de reactivos, se emplea-
ron muestras clinicas conocidas con titulos virales
bajos o elevados cuantificados por técnicas de
microcultivo.

Para e andisis de la informacién, se empled d pro-
grama EPI-INFO, mediante & cual se agruparon los da-
tos y se compararon proporciones y grupos segun
diferentes variables. Se empled el estadigrafo no
paramétrico chi cuadrado. Lacomparacion delas medias
se hizo mediante un ANOVA y, para d estudio de corre-

100

lacion entrelosvaoresde cargavira y laantigenemia, se
andizaron los datos en un diagrama de dispersion y se
empled € coeficiente de correlacion de Pearson.

Resultados y Discusion

Fue posible cuantificar la carga vira en todos los
pacientes analizados. El método de TR-RCP utiliza-
do como principio en este ensayo cuantitativo, per-
mitié amplificar la regién del ARN viral
correspondiente a gen gag en todas las cepas estu-
diadas. Los valores de carga viral encontrados para
los controles negativo, positivo débil y positivo fuer-
te del estuche de reactivos, fueron los esperados den-
tro del rango sefialado en el prospecto para cada lote
defabricacion, y que aparecen en la tarjeta que acom-
pafia a cada estuche. Este hecho sugiere que los cam-
bios en el equipamiento no afectaron la realizacién
del ensayo. Se ha sefiallado como una posible limita-
cion de este ensayo que algunas cepas pertenecien-
tes a subtipos virales menos frecuentes que el B,
pudieran no ser identificadas debido a que los
oligonucledtidos empleados como cebadores se se-
leccionaron sobre la base de secuencias de cepas del
subtipo B [10]. En este trabajo, se analizaron pacien-
tes que se infectaron en Cuba, donde predominan las
cepas del subtipo B hasta el momento [11, 12]. Este
hecho podria explicar la sensibilidad de 100% que
alcanzd la prueba, la cual permitié determinar los
niveles de carga vira en todos los casos analizados.
Por lo tanto, este ensayo es Util en nuestro medio,
donde, en la actualidad, no existe una metodologia
alternativa para evaluar la carga viral en los pacien-
tes, y el seguimiento se realiza solamente a través del
conteo de células CD4+ y de la determinacion de Ag
p24 y la titulacion de Ac p24 con todas sus limita-
ciones [13, 14].

Los valores de carga viral por encima de 100 000
copias de ARN/mL, se encontraron con mayor fre-
cuencia en pacientes de SIDA (Tabla 1; 5/18, 28%) y
sélo en 9% (2/23) de los individuos asintométicos
estudiados. La frecuencia de aparicién de niveles ba-
jos de carga viral (<5000 copias de ARN/mL), fue
mayor en pacientes asintométicos (11/23, 48%) y
menor en enfermos de SIDA o con infecciones opor-
tunistas menores (7/27, 26%). Pero estas diferencias
no fueron estadisticamente significativas, lo que posi-
blemente se debié a tamafio de la muestray a que €l
grupo de seropositivos asintométicos se selecciond
de acuerdo con las necesidades de la asistencia médica
(muestra no probabilistica). Estos pacientes resulta-
ron ser individuos de diagndstico reciente en fechas
cercanas a la seroconversion o con mas de diez afios
desde la fecha probable de contagio. En ambas situa-
ciones, la carga vira puede estar elevada en ausencia

Tabla 1. Niveles de carga viral (copias ARN/mL)
en diferentes estadios clinicos.

Clasificacién clinica No. de pacientes (% del total)

CDC/OMS 1987 < 5x10° 5x10°-10° > 10°
SIDA n=18  6(33) 7(39) 5 (28)
Grupo IV _

(no SIDA) n=9 1(1) 7(8) 1(1)
Grupo Il n=23 11 (48) 10 (43) 2(9)

asintomaticos

Fuente: LISIDA, La Habana, Cuba.
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de manifestaciones clinicas. Esto también puede estar
relacionado con e perfil serolégico observado en este
grupo de pacientes, con 91% (21/23) de titulos bajos
de anticuerpos anti-p24 (1/250), una prevalencia de
antigenemia de 48% y una concentracion media de
33 pg/mL (Tabla2). En estudios que incluyen un nu-
mero mayor de individuos sel eccionados a eatoriamen-
te, se han observado diferencias estadisticamente
significativas entre la frecuencia elevada de titulos al-
tos de anticuerpos anti-p24 en pacientes asintométicos
y la frecuencia baja de titulos altos en pacientes de
SIDA [14].

En el grupo de pacientes con més de 10 000 copias
de ARN/mL, seencontré unafrecuenciade antigenemia
(20127, 74%) mayor que entre |os pacientes con carga
viral menor de 10 000 copias de ARN/mL (6/23, 26%)
(p < 0,0007). Méellors y colaboradores reportaron re-
sultados similares, aunque este marcador resulté ser
menos sensible que la determinacién de la carga viral
en el plasma[15].

En la Figura, se puede observar que la concentra-
cion media plasmética de Ag p24 es mayor en los
grupos de individuos con niveles més elevados de
cargaviral, con unasignificacion estadisticap < 0,01.
Al estudiar la posible correlacion entre la concentra-
cion plasmética de Ag p24 y los niveles de carga
viral, se determind un coeficiente de correlacién
r=0,41 con un intervalo de confianza de 95% am-
plio (0,15 <r < 0,62). Esto significa que de alguna
manera existe una relacion lineal positiva entre las
variables, pero la amplitud del intervalo de confianza
obliga a interpretar los resultados con precaucion,
con la posible influencia del sesgo de seleccion y el
tamafio de la muestra. Se considerd necesario pro-
fundizar en el estudio de la relacion entre la
antigenemia y la carga viral en un nimero mayor de
pacientes seleccionados a azar.
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Tabla 2. Perfil serolégico de los pacientes estudiados (n = 50).

Antigenemia p24 Titulos Ac anti p24

Clasificacion clinica

. Concentraciéon Altos Bajos
CDC/OMS 1987 * !

/ Prevalencia media (= 1/1 250)* (= 1/250)*
Enfermos n = 27 15 (55) 63,6 pg/mL 4 (15) 23 (89)
Asintomdticos n = 23 11 (48) 33 pg/mL 2 (9) 21 (91)

*Numero de pacientes (% del total). Fuente: LISIDA, La Habana, Cuba.
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Figura. Concentracién media plasmatica de Ag p24
a diferentes niveles de carga viral.

Deformageneral, se puede afirmar quefue til medir
los niveles de carga vira mediante el uso del estuche
Amplicor HIV-1 Monitor, lo que mostré una buena
correlacion con las determinaciones seroldgicas redli-
zadas a los pacientes estudiados. Los resultados obte-
nidosavalan el empleo de estatécnicaen nuestro medio
sin necesidad de hacer inversiones en un equipamiento
costoso, debido a que se logré un nivel de sensibilidad
adecuado con las modificaciones realizadas y se pudo
detectar la carga viral de cada uno de los pacientes.
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proximamente

Los productos agricolas constituyen la base de la alimentacion del hombre y los animales que éste emplea
en beneficio propio. El surgimiento de la ingenieria genética introdujo la posibilidad
de manipular cualidades de las plantas de una manera mas asequible para todos los paises y con un
potencial realmente insospechable. La obtencion de plantas transgénicas con nuevas propiedades, aunque
es factible econdmicamente, presenta diversos riesgos y tiene implicaciones éticas
y de regulacién que deben ser analizadas con cautela.

Albert Sasson aborda ampliamente, con informacién actualizada, las especies de plantas que han sido
modificadas genéticamente y las tendencias en este campo, su contribucién al mercado internacional
y los aspectos de percepcion publica de los productos agricolas transgénicos, en un libro de lenguaje claroy
sencillo que trata un tema de amplio debate internacional en la actualidad. Sin dudas, esta monografia sera
de gran utilidad a todos los profesionales que trabajan en el sector agropecuario
y a aquellos que laboran en las entidades reguladoras que velan por la conservacion de la diversidad
bioldgica existente.
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