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RESUMEN

Las personas infectadas con VIH corren el riesgo de confeccion con otros
virus que comparten un patron similar de transmision, entre estos tenemos el
HTLV 1/2 y el VHB. Los pacientes con infeccidén crénica por el VHB presentan un
estado persistente de activacion inmunitaria que, junto con un efecto directo de
ciertas proteinas virales, podria favorecer la replicacion del VIH. Esto podria dar
lugar a una disminucién mas rapida de la cifra de linfocitos TCD4* con una mayor
progresion a SIDA. Por otro lado la inmunopatogénesis por HTLV-1 es intrigante
ya que, su persistencia durante toda la vida en los linfocitos T CD4 determina una
interaccidon prolongada entre el virus y el sistema inmune, que puede dar como
resultado un amplio espectro de enfermedades asociadas con el HTLV-1. Se
evaluaron un total de 364 pacientes recién diagnosticados a la prueba VIH y
confirmatorio que acudieron a la UPRIC en el periodo agosto 2012 - agosto 2013
con edades comprendidas entre los 16 a 68 afnos. La presencia de infeccion activa
por VHB se observé en un 2,7% (10/364 muestras) de los pacientes infectados por
VIH recién diagnosticados (estado basal), lo cual se evidencié por la deteccion del
HBsAg y HBcAc en la muestra estudiada. Se obtuvo evidencia de infeccion
pasada por el VHB en el 16,8% (61/364) de las muestras analizadas definida por
la presencia del HBcAc y ausencia del HBsAg. Con respecto a la coinfeccion VIH-
HTLV1/2; no se encontr6 y/o detectd ningun paciente. No hubo diferencias
significativas entre los grupos considerados, estos resultados se explican
facilmente al observar no solo los valores promedios cercanos entre si, sino
ademas por la fuerte heterogeneidad o elevada varianza de las variables
estudiadas. Debido al bajo porcentaje de pacientes coinfectados VIH/VHB
obtenido es necesario realizar estudios longitudinales que permitan evaluar
ampliamente el efecto ejercido entre ambos virus.

Palabras claves: Coinfeccion, Virus de Inmunodeficiencia Humana tipo 1, Virus
Linfotropico de Células T y Virus Hepatitis B.

Universidad Central de Venezuela



Facultad de Ciencias Veterinarias
Coordinacion Posgrado

Count lymphocyte T and viral load for Human Immunodeficiency Virus Type 1
co-infected patients T-cell lymphotropic Virus and Hepatitis B Virus

SUMMARY

People infected with HIV are at risk of making other viruses that share a
similar pattern of transmission; among these are the HTLV 1/2 and HBV.
Patients with chronic HBV infection have a persistent state of immune
activation, with a direct effect of certain viral proteins, could favor HIV
replication. This could lead to a more rapid decrease in the number of CD4 +
lymphocytes with increased progression to AIDS. Furthermore
immunopathogenesis HTLV-1 is intriguing since their persistence throughout
life in CD4 T cells determines a prolonged interaction between the virus and
the immune system, which can result in a broad spectrum of diseases
associated with HTLV-1. August 2013 aged 16 to 68 years - a total of 364
patients with newly diagnosed HIV test and confirmatory attending the
UPRIC in the period August 2012 were evaluated. The presence of active HBV
infection was observed in 2.7% (10/364 samples) of patients newly diagnosed
HIV-infected (baseline), which was evidenced by the detection of HBsAg and
HBcAc in the sample studied. Evidence of past infection with HBV 16.8%
(61/364) of the samples defined by the presence and absence of the HBsAg
HBcAc was obtained. Regarding HIV-HTLV1 / 2 coinfection; He was not found
and / or detected any patient. There were no significant differences between
the groups considered, these results are easily explained by looking not only
mean values close to each other, but also by strong heterogeneity or high
variance of the variables. Due to the low percentage of coinfected patients
HIV /| HBV obtained are needed longitudinal studies to evaluate the effect
exerted widely between the two viruses.

Keywords: Coinfection, human immunodeficiency virus type 1 T-cell
lymphotropic and Virus Hepatitis B Virus
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SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida

HTLV 1/2: Virus Linfotropico de Células T 1/2

VHB: Virus Hepatitis B

HBsAg: Antigeno de superficie del Virus Hepatitis B

HBcAg: Antigeno central o core del Virus Hepatitis B

HBeAg: Antigeno e del Virus Hepatitis B

HBsAc: Anticuerpo contra el antigeno de superficie del Virus Hepatitis B

HBcAc: Anticuerpo contra el core del Virus Hepatitis B

HBeAc: Anticuerpo contra el antigeno e del Virus Hepatitis B
ALLT: Leucemia/linfoma de células T adultas.

TSP: Paraparesia espastica tropical.

HAM: Mielopatia asociada a HTLV-1.

UPRIC: Unidad Programatica Regional de Inmunologia Clinica.
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El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un miembro del género
Lentivirus, familia Retroviridae Se caracteriza por presentar un genoma de ARN de
cadena simple, el cual requiere ser convertido a ADN complementario para luego
ser integrado al genoma del hospedero (Brooks y cols., 2011; Zhou y Saksena,
2013). El VIH se transmite principalmente por contacto sexual con una persona
infectada, por compartir jeringas (fundamentalmente por uso de drogas
intravenosas) o mediante transfusiones sanguineas a partir de individuos
infectados. Los hijos de madres portadoras pueden infectarse durante el

nacimiento o al ser alimentados con leche materna (Valer et al., 2003)

El Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA (mas
conocido por el acronimo ONUSIDA) (2012), estima que a nivel mundial hay 34,0
millones de personas que viven con VIH a finales del 2011. Para dicho afo el
numero de nuevas infecciones (adultos y nifios) por VIH fue de 2,5 millones un
20% inferior al afo 2001. Los mayores descensos en el numero de personas a
adquirir la infeccién por el VIH desde 2001 se han producido en el Caribe (42%) y

Africa subsahariana (25%).

En Venezuela se diagnosticé el primer caso de VIH/SIDA en el afo 1982,
notificandose hasta el afo 2009, alrededor de 89.875 casos. A pesar que el
reporte es obligatorio desde el afo 1987, los datos aportados por las
coordinaciones regionales del programa nacional de SIDA/ITS presentan
subregistro (MPPS, 2010).

El VIH tiene un tropismo selectivo para las células que expresan CD4~
marcador fenotipico de: linfocitos T, monocitos y macréfagos (Admou et al., 2010).
La infeccion por este virus causa disminucion del tiempo de supervivencia y
deterioro de la producciéon de células TCD4*, con su declinaciéon progresiva en

sangre periférica dando como resultado la inmunosupresion. La velocidad a la que



las células TCD4" declinan es uno de los marcadores de la progresion de la
enfermedad por el VIH. Las directrices actuales para determinar cuando iniciar la
terapia antirretroviral hacen hincapié en el recuento de células TCD4" y el
monitoreo de la enfermedad por VIH. Por lo tanto, el grado de inmunosupresion y
la probabilidad de desarrollar complicaciones relacionadas con el SIDA en
personas infectadas por el VIH suelen medirse por el nimero absoluto de células
TCD4* (Forbi et al., 2010). Es por ello que el CDC (Centers for Disease Control
and Prevention, U.S.), clasifica a las personas infectadas con el VIH segun dos
criterios, uno clinico y otro basado en el recuento absoluto de linfocitos TCD4*
(Jaldin et al., 2008).

Escobar et al. (2011), establecen como ejemplo de las pruebas realizadas
en los ultimos afnos para comprobar el estado de salud de estos pacientes, el
conteo de linfocitos TCD4" y la carga viral, los cuales son considerados como

marcadores de prevencion, evolucion y pronostico de la infeccién por VIH/SIDA

Las personas con VIH corren el riesgo de coinfeccion con otros virus que
comparten un patrén similar de transmision. Entre estos tenemos el Virus de la

Hepatitis B (VHB) y el virus linfotrépico de células T humanas (HTLV 1/2).

Las infecciones por el VIH y por el VHB siguen siendo uno de los
principales problemas de salud publica a escala mundial. Se estima que un 6-10%
de los sujetos con infeccién por VIH tienen infeccién cronica por el VHB. En los
ultimos afos, la coinfeccion por el VHB ha generado una causa importante de
morbilidad y mortalidad entre los pacientes VIH positivos. En toda Europa,
aproximadamente el 9% de los pacientes VIH positivos estan coinfectados con el
VHB ((Toro et al., 2006 y Geretti et al., 2010).

En todo el mundo, el 90% de las personas infectadas con VIH han
presentado signos biolégicos de una infeccion previa por VHB definida por la

presencia en suero de Anticuerpo contra el core del Virus Hepatitis B (HBcAc) vy el



5%-15% sufren infeccién crénica definida por la presencia del Antigeno de
superficie del Virus Hepatitis B (HBsAg) por mas de seis meses (Lacombe et al.,
2010).

La relevancia de la coinfeccion VIH/VHB, desde el punto de vista clinico,
reside principalmente en 3 aspectos: a) la mayor gravedad del dafio hepatico por
el VHB en pacientes infectados por el VIH; b) el incremento del riesgo de
hepatotoxicidad debido al empleo de farmacos antirretrovirales, y c) la posibilidad

de utilizar antirretrovirales activos frente a ambos virus (Toro et al., 2006).

De igual forma los pacientes coinfectados VIH/VHB que se encuentran en
un mayor riesgo de desarrollar cirrosis, son los que tengan mayores niveles de
replicacion del VHB, presenten una menor tasa de resolucion espontanea de la
infeccion por el VHB, y posean un mayor riesgo de reactivacion de infecciones

previas (Olufemi et al., 2009).

En lo que respecta al papel de la coinfeccién en la evolucion de la infeccidon
por el VHB, los pacientes coinfectados presentan un mayor riesgo de cronicidad
del VHB, menor tasa de seroconversion espontanea del HBsAg, del antigeno e del
Virus Hepatitis B (HBeAg) y valores de ADN del VHB mas elevados. Sin embargo,
la prevalencia de la hepatitis cronica HBeAg negativa, asi como el estado de

portador inactivo, son menores en los pacientes VIH positivos (Toro et al., 2006).

El impacto que la infeccion por HBV tiene sobre la evolucion natural de la
infeccion por HIV es aun controversial (Laufer et al., 2007). Los pacientes con
infeccidn cronica por el VHB presentan un estado persistente de activacion
inmunitaria que, junto con un efecto directo de ciertas proteinas virales, podria
favorecer la replicacion del VIH. Esto podria dar lugar a una disminucion mas
rapida de la cifra de linfocitos TCD4* con una mayor progresion a SIDA. Los
estudios clinicos realizados que examinan el impacto del VHB sobre la progresion

del VIH han mostrado resultados contradictorios, la mayoria no ha observado que



la coinfeccion se asocie a un peor curso de la enfermedad por VIH (Toro et al.,
2006).

La influencia de la infeccion por VIH en la evolucion de la hepatitis B tiene
aspectos mas claros, habiéndose observado una incidencia menor de enfermedad
ictérica y una tasa de portacién crénica del 25% (comparado con el 5% de los
pacientes inmunocompetentes). La inmunosupresion inducida por el VIH podria
ser la causa de una respuesta inmune alterada, que determina una menor lesion
hepatica y explicaria los valores disminuidos de transaminasas que se observan

en esta poblacion (Laufer et al., 2007).

La coinfeccion VIH/VHB modifica la evolucidn de ambas enfermedades.
Para el VHB la tasa de cronicidad es mas alta asi como la replicacién viral, con
una tasa mas baja de pérdida espontanea del HBAgs y de conversion del
anticuerpo contra el Antigeno de superficie del VHB (HBsAc), con un aumento de

la frecuencia en cirrosis y muerte (MPPS, 2008).

El diagndstico de la coinfeccion por VHB en personas VIH positivas son de
suma importancia debido a las consecuencias subyacentes, tales como los
problemas hepatologicos asociados con estos virus, que han demostrado
disminuir la esperanza de vida en los pacientes infectados por el VIH (Saravanan
et al., 2007).

El objetivo ideal es lograr la erradicacion viral definitiva y disminuir el riesgo
de progresion de la inflamacion vy fibrosis hepatica. Estos objetivos son dificilmente
alcanzables en la mayoria de los pacientes, por lo que un objetivo mas realista es
mantener la replicacion viral controlada en un nivel que disminuya la inflamacién

hepatica y reduzca el riesgo de progresion del dano hepatico (MPPS, 2008).

Por otro lado tenemos la infeccién por HTLV-1 con una inmunopatogénesis

que es intrigante ya que, su persistencia durante toda la vida en los linfocitos T



CD4 determina una interaccion prolongada entre el virus y el sistema inmune, que
puede dar como resultado un amplio espectro de enfermedades asociadas con el
HTLV-1 (Goncalves et al., 2010).

El HTLV-1 es un retrovirus que infecta principalmente a células T CD4*
induce la produccion elevada espontanea de citoquinas Th1, como factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferbn gamma (IFN-y) e interleucina 2 (IL-2)
(Gaspar et al., 2010). EI HTLV-I esta asociado con leucemia/linfoma de células T
adultas (ALLT) y paraparesia espastica tropical (TSP) o mielopatia asociada a
HTLV-1 (HAM) (Brites et al., 2011).

La inmunopatogénesis de este retrovirus es intrigante, ya que su
persistencia durante toda la vida en los linfocitos CD4" determina una interaccion
prolongada entre el virus y el sistema inmunoldgico, que puede dar lugar a un
amplio espectro de enfermedades asociadas con el HTLV-1. Esto puede estar
relacionado con la accién directa del virus sobre el sistema inmune o una

consecuencia de la respuesta del sistema inmune al virus (Goncalves et al., 2010).

Existe cierta evidencia que sugiere que la doble infeccion por el VIH/HTLV
puede alterar la clinica en el curso de SIDA, pero el impacto real de la coinfeccién

de los pacientes con SIDA aun no se ha determinado (Brites et al., 2011).

La influencia de HTLV-1 en la progresiéon de la enfermedad del VIH ha
estado estrechamente vinculada, no solo a varios eventos moleculares sino a su
potencial para inducir altos niveles de activacion inmune. Aunque los mecanismos
por los cuales la activacion cronica inducida por HTLV-1 podria afectar a la
progresion al SIDA no se conocen, hemos aprendido de la historia natural de la
infeccion por VIH donde la activacion cronica del sistema inmune desencadena
una serie de eventos moleculares relacionados con la pérdida de células T CD4".
En este contexto, el HTLV-1 induce una activacion inmune fuerte que se ha

asociado a la inmunosupresion, falta de respuesta y desregulacion inmune (Samo



et al., 2009). La coinfeccion VIH/HTLV-1 se asocia con un aumento del recuento
de linfocitos T CD4*, lo que complica la decisiéon de cuando comenzar el

tratamiento (Tienen et al., 2011).

Un curso acelerado de una infeccién por VIH-1 se ha reportado en hombres
que tienen sexo con hombres coinfectados con HTLV-1. Este hallazgo del
aumento de la patogenicidad del VIH es apoyado por datos de estudios in vitro,
que han demostrado que los productos de genes del HTLV-1 aumentan la
liberacion de particulas del VIH-1. Por el contrario, se ha informado un lento
agotamiento de células T CD4" en sujetos coinfectados con VIH-1 y HTLV-2.
Varias explicaciones se han propuesto que podrian ser responsables para este
efecto protector del HTLV-2 en la patogénesis del VIH. En primer lugar, el tropismo
celular diferente del HTLV-2 en relacidén con el HTLV-1, es decir, que el primero
infecta preferiblemente a linfocitos T CD8", y el ultimo infecta células T CD4", al
igual que el VIH-1. En segundo lugar, las proteinas del HTLV-2 pueden tener un
efecto inmunomodulador, el aumento de la sintesis de IFN-y. Finalmente, el
HTLV-2 puede ejercer un efecto protector sobre la progresién de la enfermedad
del VIH mediante la induccion en la produccion de las quimiocinas (Bassani et al.,
2007).

La preocupacién por la evolucién clinica, como resultado de la coinfeccion
por HTLV-1 y el VIH ha adquirido una especial relevancia en los ultimos afos,
frente a la creciente evidencia que muestran que: a) la coinfeccion es frecuente en
varias regiones geograficas en el sur de Africa b) se ha demostrado que los
pacientes coinfectados presentan linfocitos TCD4" estables con independencia de
su progresion a SIDA, que por cierto podria enmascarar la inmunosupresion con la
consiguiente inadecuada decision en cuanto al inicio de la terapia antirretroviral y
la profilaxis a las infecciones oportunistas. La situacion ha de ser agravada por el

hecho de que ni cura ni tratamiento efectivo esta todavia disponible para la



infeccion por HTLV de tal manera que los especialistas no cuentan con

herramientas para controlar los efectos ejercidos por el virus (Samo et al., 2009).

La doble infeccién VIH-1 y HTLV-1 ha sido descrita principalmente en los
paises africanos y sudamericanos, también en Europa en grupos de pacientes con
alto riesgo (trabajadores sexuales y usuarios de drogas intravenosas). Ya sea que
la coinfeccion por HTLV-1 lleve a una progresién mas rapida de la enfermedad en
la infeccion por VIH y que su efecto sea la mortalidad no esta claro, debido a que
la mayoria de los estudios de corte transversal carecian de grupos de control
(Tienen et al., 2011). Es por ello que la comprension del impacto de la infeccidn
por HTLV y VHB sobre la progresiéon del VIH permitira un enfoque racional en la
gestion de las personas coinfectadas donde se podrian replantear los esquemas
para el tratamiento del VHB y del VIH y de esta forma maximizar la potencia,

minimizar la resistencia y evitar la hepatoxicidad atribuida por farmacos

En la Unidad Programatica Regional de Inmunologia Clinica (UPRIC) se
realiza el control y pronostico (previa prueba confirmatoria) de los pacientes VIH
positivos a través del recuento de linfocitos TCD4" y determinacion de carga viral
VIH-1, indispensables para el monitoreo del paciente seropositivo. De igual forma,
se cuenta con el perfil serolégico donde se evalua el HBsAg y HBcAc ademas de
otros parametros que permiten conocer el estado de coinfeccion con otros
patogenos en dichos pacientes. En Venezuela, no se han reportado estudios sobre
el estado celular y carga viral en los pacientes que viven con VIH coinfectados con
HTLV 1/2 y/o VHB, los cuales son de gran importancia debido a las consecuencias
subyacentes que han demostrado disminuir la esperanza de vida en los pacientes

infectados por el VIH.

Objetivos



Objetivo general:

Evaluar el contaje de linfocitos T y carga viral para Virus de Inmunodeficiencia
Humana tipo 1 en pacientes coinfectados con Virus Linfotropico de Células T y
Virus Hepatitis B.

Objetivos especificos:

Determinar el contaje de linfocitos T CD4*/CD8*/CD3* por citometria de flujo

a pacientes coinfectados y a pacientes sin coinfeccion.

Determinar carga viral VIH-1 a través del método bDNA System a pacientes

coinfectados y a pacientes sin coinfeccion.
Comparar el comportamiento del contaje de linfocitos T CD4*/CD8*/CD3" y

carga viral VIH-1 en pacientes coinfectados y en pacientes sin coinfeccion

mediante el analisis estadistico

Il. REVISION BIBLIOGRAFICA



2.1 Antecedentes de la investigaciéon

El efecto de la infeccion por el VIH sobre la historia natural de infecciones
hepaticas esta bien reconocido en diferentes series internacionales. Tal asociacion
se caracteriza por acelerar la replicacion viral en el higado y la progresion a

hepatitis cronica, cirrosis y enfermedad hepatica terminal.

En un centro urbano en Nigeria se llevdé a cabo un estudio prospectivo y
retrospectivo de los pacientes VIH positivos vistos en la clinica del Hospital
Nacional de Abuja. Se determind la seroprevalencia el VHB y virus hepatitis C
(VHC) en los pacientes con infeccion por VIH. El estudio incluyé datos sobre 260
pacientes atendidos en dicho centro. Para el VHB el marcador fue HBsAg y para el
VHC en el marcador era anti-VHC Ademas, se recuperaron y analizaron los
resultados de otras pruebas, tales como el recuento de linfocitos TCD4, enzimas
hepaticas, y el perfil lipidico. De los pacientes estudiados 30 (11,5%) dieron
positivo para HBsAg, 6 (2.3%) para anticuerpos contra VHC y 4 (1,5%) fueron
positivas para ambos. Por otra parte, los grupos difirieron significativamente en su
recuento de linfocitos TCD4+, donde los sujetos coinfectados por el VHC tuvieron
el mayor valor de 260 células/mm?®. Los sujetos con sdlo VIH y las personas
coinfectadas con VIH/VHB tenian un recuento medio de linfocitos TCD4+ de 171
células/mm3 y 121 células/mm?, respectivamente. La prevalencia general fue de
15,4% y la del VHB en esta cohorte de pacientes VIH positivos fue del 11,5%
estableciendo que la coinfeccion con el VHB es comun entre los pacientes
infectados por VIH (Olufemi et al., 2009).

Otro de los estudios realizados en Nigeria donde evaluaron el iimpacto de la
infeccidn por virus de la hepatitis B en respuesta a la terapia antirretroviral del VIH.
Se estudiaron 1.564 individuos infectados por el VIH quienes iniciaron tratamiento

antirretroviral. Todos los participantes infectados por el VHB fueron evaluados con



HBeAg, HBeAc y ADN del VHB basal. La carga viral, el contaje de linfocitos T
CD4+ vy alanina transaminasa se determinaron al inicio del estudio, en la semana
24 y 48 después de la terapia antirretroviral. El recuento de células T CD4+ de los
pacientes coinfectados por el VHB 262 (16,7%) fue de 107 células/ml frente a 130
células/ml en los monoinfectados por VIH (p <0,001) en el inicio del terapia
antirretroviral. Los pacientes coinfectados VIH/VHB también tuvieron una mayor
carga viral del VIH que los sujetos VIH monoinfectados (4,96 frente a 4,75 log10
copias/ml, p=0,02). En un modelo multivariado, los sujetos HBeAg positivos tenian
menos probabilidades de suprimir la replicacion del VIH de < 400 copias/ml a las
24 semanas. Los investigadores establecieron que en los individuos nigerianos
coinfectados por VHB, especialmente aquellos con altos niveles de replicacion del
VHB, se asociaron con un menor recuento de células T CD4+ en la terapia
antirretroviral de inicio independiente del nivel de ARN del VIH. Los sujetos con
HBeAg positivo tuvieron una respuesta virologica lenta a la terapia antirretroviral y
que es necesario seguir trabajando para comprender los efectos de la hepatitis B
en células T CD4+ (Idoko et al., 2009).

Por otro lado los resultados de Psevdos et al. (2010), demostraron que el
aumento basal del recuento de células T CD4+ se asocié significativamente con la
pérdida de HBsAg en pacientes coinfectados con VIH/VHB. Se revisaron
retrospectivamente los registros médicos de 5681 pacientes VIH seguidos en la
Ciudad de Nueva York entre enero de 1999 hasta mayo 2007. Los parametros de
laboratorio, en estado basal y seguimiento de carga viral, recuento de linfocitos T
CD4+, niveles de alanina aminotransferasa, la presencia de infeccion de virus
hepatitis C y el tratamiento con antirretrovirales de gran actividad contra el VIH y la
infeccién por el VHB fueron analizadas para determinar los factores asociados con
pérdida de HBsAg. Trescientos cincuenta y cinco pacientes (6,84%) estaban

coinfectados con el VIH y el VHB. De estos pacientes solo 226 se les pudo hacer



seguimiento durante 12 meses y se incluyeron en el analisis para determinar los
factores asociados con la pérdida de HBsAg en el seguimiento a largo plazo. El
analisis de regresion de Cox revelo que la pérdida de HBsAg se asocia con un
recuento basal de células T CD4+ >500 células/mm3 (P= 0,016, odds ratio:
76,174, 95% intervalo de confianza). El estudio mostré una asociacion interesante
de la pérdida de HBsAg en los pacientes coinfectados VIH/VHB con un mayor
recuento de células TCD4+. Se cree que la respuesta de estas células juegan un
papel critico en mantener el funcionamiento activo de los linfocitos T citotdxicos,

gue ayudan en la liberacion de citocinas antivirales.

En el mismo orden de ideas Polo et al. (2010), establecieron la frecuencia
de la infeccidn por Hepatitis B en los pacientes VIH positivos atendidos en la Vital
salud de Barranquilla, Colombia. Para ello se realiz6 un perfil serolégico para VHB
en los pacientes VIH positivos, consistente en: HBsAg, HBcAc gG. La coinfeccién
VIH/VHB resulto en 103 pacientes, la mediana del recuento de linfocitos TCD4+ de
ingreso fue de 248 y el promedio fue de 297,3. Hubo una prevalencia del 3,1%
(tres pacientes) con Hepatitis B cronica, los cuales eran hombres dos
heterosexuales y un homosexual. Estos pacientes se les confirmo el resultado con
la repeticion del HBsAg, con mas de seis meses de diferencia entre los reportes.
Sélo a dos de estos pacientes se les pudo realizar carga viral para VHB,
obteniéndose un resultado positivo inicial de 1142 copias/ml, en un paciente que
no estaba recibiendo Lamivudina al momento del examen. Hubo 14 pacientes con
titulos protectores de HBsAc (13,6%) y 83 pacientes tuvieron HBsAg y HBcAc IgG

negativos.

Con respecto a la coinfeccién por HTLV Turci et al. (2006), seleccionaron un
total de 3.574 usuarios de drogas intravenosas de distintos lugares en toda ltalia.
De ellos, 2371 pacientes resultaron positivos al VIH-1 y 159 fueron positivos para

HTLV-II, resultando una tasa de coinfeccion VIH-1/HTLV-Il del 6,7%. Para analizar



si existia relacion entre la coinfeccién y la progresién del SIDA, 2 grupos de
estudio de usuarios de drogas intravenosas fueron controlados durante una media
de 13 afos. Uno de los grupos consistié en 437 sujetos monoinfectados VIH-1, y
el segundo grupo incluyé a 96 sujetos coinfectados HIV-1/HTLV-2. En
comparacion con los pacientes monoinfectados por VIH-1, los recuentos de
células TCD4+ y TCD8+ fueron significativamente mas altos en los pacientes
coinfectados por VIH-2/HTLV-2, los investigadores fueron capaces de identificar un
subgrupo con las caracteristicas tipicas que los definen como no progresores para
SIDA a largo plazo. Este subgrupo fue representado por 21 pacientes con
recuentos de 500 células/ml y una viremia de VIH estable lo cual hizo que no
desarrollaran infecciones oportunistas o que exigieran el tratamiento con
antirretrovirales durante un periodo de seguimiento de al menos 10 afios. Los
datos apuntan a un papel protector de la infeccion por HTLV-2 mediante la
prevencion de la pérdida de células T CD4 y retrasar la progresion del SIDA en

algunos individuos coinfectados.

Por otro lado Beilke et al., (2004) entre marzo del 1993 hasta septiembre
del 2002 evaluaron 3600 infectados por VIH que ingresaban al cuidado de la
clinica con pruebas para HTLV-1/2 por EIA (Abbott Laboratories) que detecta
anticuerpos tanto HTLV-1 como HTLV-2. Posteriormente realizaron el analisis de
Western Blot para confirmar y diferenciar la infeccién por HTLV-l y HTLV-2. Los
pacientes fueron estratificados en 3 grupos: pacientes monoinfectados por VIH
(824), pacientes coinfectados VIH/HTLV-l (62), y pacientes coinfectados
VIH/HTLV-2 (141). Para el analisis estadistico se hicieron comparaciones entre los
pacientes coinfectados y el grupo control de sujetos monoinfectados por VIH con
respecto a las caracteristicas demograficas basales y clinicas utilizando la prueba
de x?, la prueba exacta de Fisher, de Mann-Whitney y la prueba del analisis de la
varianza, segun sea el caso. El analisis arrojo que los pacientes coinfectados eran

mas propensos a tener complicaciones neurolégicas, trombocitopenia, infecciones



respiratorias y del tracto urinario. A pesar de tener mayores recuentos de células T
CD4+ en el tiempo, no hubo diferencia en la incidencia de infecciones
oportunistas. En conclusion, la coinfeccién VIH-HTLV-1/2 puede dar lugar a una
mayor supervivencia y retraso en la progresion al SIDA, pero esto sucede en

expensas de un aumento de la frecuencia de otra de complicaciones clinicas.

2.2 Bases Teodricas

2.2.1 Virus de inmunodeficiencia humana (VIH)

El VIH se clasifica en dos tipos: VIH-1 y VIH-2 que tienen un 40-50% de
homologia genética y una organizacion gendmica similar. El VIH-1 es el causante
de la pandemia mundial de SIDA mientras que el VIH-2, aunque también puede
producir SIDA, se considera menos patogénico y menos transmisible (Delgado,
2011). Las infecciones por lentivirus muestran tipicamente un curso de la
enfermedad croénica, con un largo periodo de latencia clinica, replicacion viral

persistente y participacion del sistema nervioso central (Fanales et al., 2010).

Una de las caracteristicas de la replicacion de los retrovirus y en particular
del VIH-1 es su gran capacidad de variabilidad. El proceso de retro transcripciéon
tiene una relativa alta tasa de error (1 de cada 104 nucledétidos) a lo que se afade
la facilidad para la recombinacion de fragmentos gendmicos si varias particulas
infectan la misma célula. Si consideramos que en un paciente infectado se
producen 10'°-10" particulas diarias, las posibilidades de que ocurra un cambio en
una posicidén determinada son muy altas. El VIH-1 se caracteriza por una elevada
heterogeneidad genética lo que favorece que en la poblacién de virus de un
mismo individuo existan genomas relacionados entre si, pero no idénticos y que se

conocen como cuasiespecies viricas (Delgado, 2011). La variabilidad es el arma



mas poderosa del VIH, que permite que el virus pueda superar la inmunidad del
huésped y los efectos de la terapéutica (medicamentos) y profilacticos (vacunas)
(Fanales et al., 2010).

Debido a la alta variabilidad de su genoma, el VIH ha dado origen a
diferentes grupos genéticos. Asi por ejemplo el VIH-1 esta dividido en tres grupos:
el grupo M (del inglés main o principal), el O (del inglés outlier) y el recientemente
descrito N (de new o nuevo) (Yabar, 2003). El grupo M se ha dividido en 9
subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J, K) y en cepas recombinantes entre ellos,
denominados formas recombinantes circulantes. Las formas recombinantes
circulantes se forman por recombinacion de fragmentos gendmicos de distintos
subtipos. Actualmente se han descrito mas de 30 CRF y su niumero se incrementa

constantemente (Delgado, 2011).

En términos de prevalencia en todo el mundo, el subtipo B es el mas
prevalente en América, Japén, Australia, el Caribe y Europa; los subtipos Ay D
predominan en el Africa Subsahariana, el subtipo C se encuentra mas
frecuentemente en Sudafrica y la India, mientras que el subtipo E lo es en la
Republica Central Africana (Yabar, 2003). VIH-2 es endémico en Africa occidental,
pero se ha extendido de Europa (especialmente Espafia) y la India (Fanales et al.,
2010).

La morfologia del VIH de acuerdo con las microfotografias electrénicas es
icosaédrica provista de numerosas proyecciones. Presenta una capside, la cual
esta cubierta por una membrana de bicapa fosfolipidica que el virus obtiene a
partir de la célula hospedera a través del mecanismo de esporulacién o escape
hacia el medio extracelular. En la superficie de la membrana se encuentra
embebidas proteinas estructurales denominadas proteinas de la envoltura. Entre
ellas figuran dos glicoproteinas de 120 y 41 kDa de peso molecular denominadas

gp120 y gp41. Estas proteinas son las responsables en reconocer a los receptores



CD4 de los linfocitos asi como también diversos ligandos de la célula a ser
infectada, que en su conjunto permitiran el ingreso e internalizacion del VIH
(Yabar, 2003). La estructura y funcionalidad de Env son claves para entender
aspectos importantes de la biologia del VIH-1, tales como la interaccion con

receptores celulares (tropismo) y la evasién inmune (Delgado, 2011).

El genoma del retrovirus se compone de dos copias idénticas de una sola
molécula de ARN y se caracteriza por la presencia estructural de genes gag, pol,
env. El VIH-1 y el VIH-2 difieren en la organizacién de su genoma, aunque la
estructura basica (es decir, la presencia de los tres genes estructurales, gag, pol y
env) es el mismo que el de todos los retrovirus. De hecho, ademas de contar con
estos tres genes, el VIH-1 y el genoma del VIH-2 presentan una compleja
combinacion de otros organismos reguladores/genes accesorios. Al igual que otros
retrovirus, el gen gag codifica las proteinas estructurales del nucleo (p24, p7, p6) y
la matriz (p17) y el gen env codifica la envoltura viral glicoproteinas gp120 y gp41,
que reconocen receptores de superficie celular. ElI gen pol codifica para enzimas
esenciales para la replicacion viral, que son las transcriptasa inversa que convierte
el ARN viral en ADN, la integrasa, que incorpora el ADN viral en el ADN
cromosomico del huésped (provirus) (Fanales et al., 2010). Ademas, el VIH-1
contiene otros seis genes denominados inicialmente accesorios: tat, rev, nef, vif,
vpu y vpr, que dan lugar a sus correspondientes proteinas con un papel muy
importante en el ciclo biolégico del virus (Delgado, 2011). En la figura 1 se

esquematiza la estructura general de la particula de VIH-1.
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Fig. 1 Esquema general de la estructura de la particula de VIH-1.

ENV: Envoltura, MA: Matriz, CA: Capside, NC: Nucleocapside, IN: Integrasa, RT:
Retrotranscriptasa, PR, Proteasa, ARN: Genoma del virus. (Delgado, 2011).

Los factores relacionados con la dificultad de neutralizar la infeccion por
VIH-1 estan directamente relacionados con Env: 1) gran variabilidad de la
envoltura con 5 regiones hipervariables en la zona mas externa de gp120, (2) alto
nivel de glicosilacion de Env con mas del 50% de su masa en azucares (N-
glicosilacién), que impide la unidon de anticuerpos (escudo de glicanos) y 3)
enmascaramiento conformacional, el sitio de unién con los correceptores (CCR5 6
CXCR4) no existe hasta que se organiza espacialmente después del cambio en la
conformaciéon de gp120 inducido por la interaccion con CD4, y es por tanto muy

poco susceptible a la neutralizacion mediada por anticuerpos (Delgado, 2011).



2.2 Mecanismo de transmision

El VIH no puede sobrevivir fuera del torrente sanguineo o tejido linfatico.
Ademas, el virus se inactiva facilmente por la exposicién a los detergentes o
desinfectantes comunes. Por lo tanto, la transmisién del virus requiere la
exposicion directa de la sangre o secreciones infectadas con la presencia de
abrasiones en la piel, por medio de agujas o herramientas afiladas o en los tejidos
de la mucosa al tener relaciones sexuales. La transmisién del VIH depende en
gran medida de las propiedades biologicas del aislamiento del virus, su
concentracion en el organismo infectado, y finalmente, la susceptibilidad del

huésped (Fanales et al., 2010).

La transmisién del virus se produce a través de tres vias: contacto sexual,
contacto parenteral y transmision vertical de madre a hijo (D’Angelo et al., 2007).
El VIH-1 se transmite principalmente por contacto sexual a través de la gran
concentracion de particulas en semen y fluidos genitales (Delgado, 2011). La
transmision vertical puede ocurrir durante el embarazo (intrauterino), durante el
trabajo de parto, o bien en el periodo postnatal, a través de lactancia materna
(D’Angelo et al., 2007).

La interaccion entre virus y hospedador representa un proceso de
extraordinaria complejidad en el que dependiendo de la virulencia del germen, sus
mecanismos patogénicos y la respuesta inmunitaria se establecen infecciones
agudas o cronicas en las que el equilibrio puede asentarse del lado del virus o del
sujeto infectado (Alcami, 2003)

2.2.3 Replicacién y ciclo infectivo



El ciclo de replicacion del VIH se muestra esquematicamente en la Figura 2

y se puede resumir en seis pasos:

1. Unién y fusion:

La gp120 del VIH se une a una glicoproteina monomérica de 58 kDa
llamada CD4, que se expresa en la superficie celular de alrededor el 60% de la
circulacion de los linfocitos T, en las células T precursores en la médula 6sea y el
timo, en monocitos/macrofagos, eosinodfilos, células dendriticas y células de la
microglia del sistema nervioso central. La molécula CD4 normalmente funciona
como un correceptor del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il
(Fanales et al., 2010).

Es precisamente el linfocito T la célula diana principal del virus y expresa en
la superficie los dos receptores necesarios para la entrada: la propia molécula
CD4 y un receptor de quimiocinas, generalmente CCRS. En algunos pacientes el
virus puede utilizar un receptor alternativo CXCR4 en fases avanzadas de su
evolucion, en lo que se conoce como cambio de tropismo. La molécula gp120
experimenta un cambio conformacional al interaccionar con CD4 y se produce
entonces una segunda interaccidon con el receptor de quimiocinas CCRS o
CXCRA4. Este doble reconocimiento de receptores induce la exposicion de la zona
fusogénica amino-terminal de gp41, el otro componente de la envoltura, que
permite la fusién de las membranas viral con la celular y la entrada de la particula
(Delgado, 2011).

2. integracion:

Después de la fusion de membrana, en el citoplasma de la célula diana el
nucleo del virus libera el ARN viral. La conversion de ARN viral en ADN proviral se

lleva a cabo debido a la accion de la transcriptasa inversa y la integrasa, a través



de su sitio activo ribonucleasa H, la transcriptasa inversa inicia la transcripcion del
ARN viral en el citoplasma que se presenta como una polimerizacion a partir del
sitio de uniodn al cebador, hasta que el ARN viral se transcribe en un ARN / ADN de
doble hélice hibrido. Luego, el sitio de la ribonucleasa H rompe la cadena del ARN
y el sitio activo de la polimerasa la transcriptasa inversa completa una cadena
ADN complementario para formar una molécula de ADN de doble hélice, que se
integra en el genoma celular por la enzima de la integrasa. La integracion del ADN
proviral y la expresion del provirus requieren que la célula diana esta en un estado
activado. Monocitos / macrofagos, células microgliales y células T CD4+ en reposo
con infeccion latente contienen provirus integrado y son reservorios celulares

importantes de larga vida del VIH (Fanales et al., 2010).
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Fig. 2 Ciclo de replicacion del VIH (Fanales et al., 2010).

3. Transcripcién inversa



4. Integracion de provirus

La transcriptasa inversa es la enzima viral responsable de Ila
retrotranscripcion del genoma viral. Esta polimerasa convierte el ARN
monocatenario en ADN bicatenario proviral. Una vez sintetizado, el ADN proviral
se acopla a una serie de factores celulares y virales formando el “complejo de
preintegracion” que es transportado al nucleo, donde tendra lugar la integraciéon

del ADN viral en el genoma de la célula hospedadora (Alcami, 2003).

5. Sintesis y ensamblaje de la proteina viral

La transcripcion del ADN proviral en un ARN mensajero, es un proceso
donde ocurre la transcripcion inicial con la sintesis temprana de proteinas de
regulacion del VIH-1 como Tat y Rev. El ARN mensajero viral que codifica los
fragmentos migra hacia el citoplasma, donde las proteinas estructurales de nuevos
viriones son sintetizadas. La proteinas codificadas por los genes pol y gag forman
el nucleo de la maduracion de las particulas del VIH; los productos de los genes
codificada por el gen env forma los picos de la glicoproteina de la envoltura viral.
Grandes moléculas precursoras gp160 son, de hecho, escindida por la proteasa
del VIH-1 en gp120 y gp41. Las proteinas Gag y Pol son también derivado de una
gran molécula precursora 160 kD, de la proteasa del VIH que rompe el p24, p17,
p9 y p7. La escision de las moléculas precursoras de la proteasa VIH-1 es
necesaria para la generacion de particulas virales infecciosas. La formacién de
nuevas particulas virales es un proceso gradual: dos cadenas de ARN viral se
asocian con las enzimas de replicacion, mientras que las proteinas basicas
montan la formacion de los capside del virus. Esta particula inmadura migra hacia
la superficie celular. Las moléculas precursoras grandes luego se dividen por la
proteasa del VIH-1, resultando en nuevas particulas virales infecciosas, que brotan

a través de la membrana de la célula huésped (Fanales et al., 2010).



6. Salida

El linfocito T CD4+ infectado se destruye en 24 horas al completar el virus
un ciclo infeccioso, sin embargo unas pocas células infectadas no son destruidas y
pueden revertir al estado quiescente después de la infeccion albergando al virus
latente durante periodos muy prolongados, en lo que se conoce como reservorio.
El reservorio celular latente de VIH-1 consiste principalmente en linfocitos T CD4+
memoria en estado de reposo. Este reservorio de células latentemente infectadas
tiene una vida media de mas de 4 afos y es el obstaculo principal para la
erradicacion del virus. La infeccion por VIH es intrinsecamente incurable con
antirretrovirales porque, aunque sea posible frenar completamente la replicacion
del virus durante largos periodos, al suspender el tratamiento se reinicia la

replicacion a expensas de este reservorio (Delgado, 2011).

2.2.4 Patogeniay patologia

El curso de la enfermedad no tratada VIH se compone de una fase aguda
caracterizada por una carga viral muy alta y agotamiento de las células TCD4+,
seguido por una fase crénica asintomatica con una carga viral mas moderada y
una pérdida lenta de células TCD4+ después de la recuperacion parcial, y
finalmente, apariciéon de las infecciones oportunistas de la inmunodeficiencia, y la

muerte (Petravic y Davenport, 2011).



El agotamiento de los linfocitos TCD4+ es el sello de la progresion de la
Infeccion por VIH y, en ausencia de tratamiento antiviral, el principal contribuyente
al desarrollo de infecciones oportunistas y finalmente a la muerte de la mayoria de
los pacientes infectados. Los linfocitos TCD4+ fisiolégicamente juegan un papel
central en orquestar la respuesta inmune incluyendo la respuesta humoral y

celular de la inmunidad adquirida contra los patégenos (Burastero et al., 2009).

La infeccion sin intervencién terapéutica generalmente se expresa a través

de tres fases durante un periodo de ocho a diez afios.

. Infeccion aguda, que es la fase de viremia y donde se genera

sindrome de tipo mononucleosis severa.

. Latencia clinica, donde ocurre un decrecimiento lento pero
consistente de linfocitos T CD4+ y de todo el sistema inmunoldgico integral.
Asimismo, hay una baja en la concentracion de particulas virales en sangre

periférica y decrecimiento del titulo de anticuerpos antivirales

. Enfermedad clinicamente aparente, es caracterizada por una
reaparicion de particulas virales, una pérdida significante de linfocitos T CD4, una
declinacién del sistema inmunoldgico y numerosas enfermedades que definen en
su totalidad el SIDA. Otras anomalias muy relacionadas a la infeccion por VIH-1 es
la manifestacion de demencia por la alteracion del sistema nervioso central
conocido como complejo de demencia por SIDA o mas recientemente demencia
por VIH-1 (Yabar, 2003).

La infeccidn aguda o primaria por VIH se define como el primer periodo de
infeccion de la deteccién de ARN del VIH hasta que la formacion de anticuerpos
especificos del VIH después de 3-4 semanas de la infeccion. Luego de la

transmision sexual del VIH, el primer virus se replica localmente en la vagina o en



la mucosa del recto, y esta primera etapa antes de detectar el ARN viral en el
plasma se denomina la fase del eclipse. En el momento pico de la viremia, los
pacientes pueden desarrollar los sintomas del sindrome retroviral agudo,
incluyendo enfermedad de tipo gripal, con fiebre, dolor de garganta,

linfadenopatia, y exantema (Mogensen et al., 2010).

Los sintomas de la fase aguda por infeccién VIH-1 tienen una duracién
entre 7 y 10 dias, y rara vez mas de 14 dias. Durante la infeccion aguda por VIH-1,
el numero de células T CD4+ disminuye drasticamente, en asociacion con altos
niveles de viremia, antes del inicio de la respuesta inmune antiviral. Cuando la
respuesta inmune especifica se ha suscitado, disminuye la viremia del VIH y las
células T CD4+ aumentar de nuevo, aunque a niveles inferiores a los presente

antes de la infeccion (Petravic y Davenport, 2011).

Mogensen et al. (2010), describen los roles potenciales del sistema inmune

innato en la infeccion por VIH:

(1) Tras la exposicion de las mucosas, el VIH se transmite con muy baja
eficiencia, lo que indica que los mecanismos innatos antivirales son operativos

para prevenir el establecimiento de la infeccion.

(2) La primera respuesta inflamatoria conduce al reclutamiento y activacion
de diferentes leucocitos, algunos de los cuales sirven como células diana para la

infeccion de novo por VIH.

(3) Tras una exposicion aguda de la infeccion, la carga viral circulante en
general se reduce a un nivel bajo. Esto es mediado por la respuesta inmune
adaptativa, que se activa a través de procesos impulsados por la respuesta
inmune innata. Por otra parte, mecanismos directos de antivirales innatos

contribuyen al control de la replicacion del virus durante el fase croénica.

(4) Persistente activacion inmune durante la infeccién crénica por el VIH



Un rapido agotamiento de la poblacion de las células T CD4+ se produce
durante la infeccidn aguda, en particular, en el tracto gastrointestinal asociada a
tejido linfoide marcando una cicatriz no recuperable en el sistema inmunoldgico.
Con la resolucion de los sindromes clinicos, la carga viral disminuye a un punto
que continua en este nivel durante meses o afnos hasta la disminucion progresiva
de células TCD4+ resultando la aparicion de SIDA (Streeck et al., 2009).

Los dérganos linfoides representan el gran reservorio donde se producen los
fendmenos de infeccién y propagacion del VIH. La poblacion de linfocitos TCD4+
activados seria la responsable de la ingente produccién de viriones observada en
el paciente infectado y representaria la poblacion destruida por efecto citopatico
directo que tendria una semivida inferior a 24 horas. La progenie viral producida
infectaria a su vez linfocitos activados, especialmente aquellos que se encuentran
en fase de division para “regenerar” los linfocitos destruidos o los linfocitos TCD4+
especificos del VIH que al reconocer los antigenos virales se activan, lo que los

hace mas susceptibles a la infeccién viral (Alcami, 2003).

La activaciéon inmune persistente se manifiesta por aumento del recambio
de las células T, monocitos y células Natural Killer, los altos niveles de apoptosis
de las células TCD4+, CD8+ y la activacién policlonal de células B con
hipergammaglobulinemia. La activacion inmune es un fuerte predictor en la
progresion de la enfermedad por VIH, incluso cuando se miden antes de la
seroconversion. Estudios recientes muestran que los marcadores biolégicos
asociados con inflamacion IL-6, dimero D y cambios en la proteina C reactiva
(PCR), predicen la mortalidad en pacientes VIH+ (Ford et al., 2009).

Los cambios en el numero y funcién de células T CD4+ sin embargo, por si
solo no explican completamente la progresion de la enfermedad del VIH. Las
células T CD4+ son esenciales para la eficacia de las respuestas de células T

CD8+ y la pérdida del numero y la funcién dentro del compartimiento de células T



CD4+ produce, a su vez, efectos perjudiciales sobre el compartimiento de los
linfocitos T CD8+. Por ejemplo, se ha informado que los linfocitos T CD8+ VIH-
especificos solo expresan niveles bajos de la perforina, un mediador clave de la
actividad citolitica, incluso a pesar de que todavia puede producir citocinas

antivirales y quimiocinas (Schweneker et al., 2008).

A medida que la infeccion progresa, la destruccion del sistema inmunitario
tiene como consecuencia un aumento en la replicacién viral. Esta replicacion
acelerada permite una mayor generacion de mutantes, con lo cual aumenta la
posibilidad de evasion viral y la generacion de variantes mas citopaticas. La
elevacion de la carga viral y el rapido descenso en la cifra de linfocitos TCD4+ son
los marcadores de una replicacion “salvaje” del virus en ausencia de mecanismos

de control inmunolégico (Alcami, 2003).

El desarrollo del SIDA puede ocurrir cuando la densidad de células T CD4+
cae por debajo de un limite necesario para proporcionar ayuda (el umbral a ser
alrededor de 200 células/ml de sangre en la infeccion por VIH), que conduce a

defectos funcionales en las células TCD8+ y células B productoras de anticuerpos

(Petravic y Davenport, 2011). En la figura 3 se resumen los parametros virologicos

e inmunolégicos en cada una de las fases de la infeccién por el VIH.
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Fig. 3 Evolucion de los parametros viroldgicos e inmunolégicos en la infeccion por el VIH
(Petravic y Davenport, 2011)

En conclusion, la infeccion con HIV es un proceso extremadamente
dindmico en la mayoria de individuos, y bajo la apariencia de inactividad y de
latencia clinica durante las etapas tempranas e intermedias de la enfermedad se
lleva a cabo en los ganglios linfaticos una reproduccion y destruccion
extremadamente rapida del virus y de los linfocitos CD4. Después de varios afios
de infeccion del sistema inmune y en las manifestaciones clinicas asociadas al
SIDA (Campo y Scerpella, 1996).

2.2.5 Epidemiologia



ONUSIDA) (2012), estima que a nivel mundial hay 34,0 millones de
personas que viven con VIH a finales del 2011. Para dicho afio el numero de
nuevas infecciones (adultos y nifios) por VIH fue de 2,5 millones un 20% inferior al
ano 2001. Los mayores descensos en el numero de personas a adquirir la
infeccion por el VIH desde 2001 se han producido en el Caribe (42%) y Africa

subsahariana (25%).

La epidemia de VIH en la Republica Bolivariana de Venezuela, al igual que
en la mayoria de los paises de la Regidon Americana, se estima que es
concentrada y que se mantiene contenida en los grupos que se consideran
epidemiolégicamente como mas expuestos, a saber, hombres que tienen
relaciones sexuales con otros Hombres, trabajadoras y trabajadores sexuales. En
la tabla 1 es evidente el incremento de casos en pacientes femeninas durante el
ultimo ano. Esta informacién proviene de la notificacién regular que realizan las
Coordinaciones Regionales del Programa y se estima que en ellas existe un
subregistro de casos (MPPS, 2010).

TABLA 1. Casos Nuevos Reportados segun sexo. Venezuela 1997-2009

Ano Masculino Tasa Femenino Tasa Total
1997 329 2,84 55 0,48 384
1998 257 2,18 43 0,37 300
1999 54 0,45 11 0,09 65
2000 15.472 126,51 6.496 53,77 21.968(*)
2001 9.115 73,19 3.934 31,95 13.049(*)
2002 4.014 31,66 1.644 13,11 5.658
2003 2.545 19,73 1.107 8,67 3.652
2004 3.145 23,96 1.408 10,83 4.553
2005 3.069 22,99 767 5,79 3.836
2006 9.884 80 1.913 20 11.997
2007 4.869 32,85 1.217 18,25 6.086



2008 5.482 81,59 1.833 27,62 7.315
2009 8.725 61,67 2.487 20,13 11.212
Total 66.960 497,95 22.915 190,93 89.875

2.2.6 Métodos diagnésticos

Después de la infeccion por VIH, los principales marcadores en sangre
inmunoldgicos y virolégicos aparecen en un orden cronoldgico y en particular: el
ARN del VIH, el antigeno p24 del VIH (una proteina codificada por el gen gag), y
los anticuerpos a los antigenos del VIH (Figura 4). EI ARN viral (viremia) se puede
medir en plasma dentro de 2 semanas después de la infeccién (en general en 10-
12 dias). Sus titulos incrementan de manera exponencial, hasta aproximadamente
a 1 millén de copias de ARN / ml dentro de un par de meses. El antigeno p24 viral
puede medirse en la sangre un poco mas tarde que el ARN viral, 11-13 dias a
partir de la infeccion, ya que los métodos utilizados para su deteccién son menos

sensibles que la amplificacion para detectar el ARN (Butté et al., 2010).
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Fig. 4 Marcadores viroldgicos y serolégicos durante las primeras semanas después
infeccion por el VIH-1 (Fanales et al., 2010).



La aparicién de la viremia en el plasma es un punto critico en la historia
natural de infeccién por VIH, ya que indica que el individuo infectado ha adquirido
el potencial de transmision de la infeccion y proporciona la primera oportunidad de

diagnosticar la infeccidon en la muestra de sangre (Fanales et al., 2010).

El intervalo de tiempo antes que aparezcan los anticuerpos, es conocido
como "periodo de ventana" seroldgico y es caracterizado por la seronegatividad,
viremia detectable (medido por ARN o antigeno p24), y niveles variables de
linfocitos CD4 (Constantine y Zink, 2005).

La deteccion de anticuerpos especificos contra el VIH sehala el fin del
periodo de ventana. En la mayoria de los casos, en primer lugar el anticuerpo
especifico del VIH que aparece es IgM, por lo general dentro de las primeras tres
semanas de la infeccion y el pico entre la 4% y la 5% semana. Sin embargo, la
respuesta depende fuertemente en cada individuo. De hecho, los anticuerpos IgM
pueden no detectarse en todos los individuos infectados. Por ultimo, la deteccion
de anticuerpos IgM depende en gran medida del ensayo utilizado. Los anticuerpos
IgG VIH especificos por lo general aparecen alrededor de 3-4 semanas después
de la infeccién (Butto et al., 2010).

Los métodos de laboratorio de rutina para el diagndstico de infeccion por el
VIH se basan en la deteccion de anticuerpos anti-VIH, que suelen aparecer 3-5
semanas después de la infeccion. Estos métodos no identifican a los individuos
con infecciéon aguda (pre-seroconversion). Muchos individuos con infecciéon aguda
por VIH no son conscientes de su estado de infeccién. Ademas, la infeccion aguda
por VIH es a menudo asociada con una alta concentracién de VIH en el plasma y

en las secreciones genitales que a su vez se asocia con mayor riesgo de



transmision. Por estas razones, los individuos agudamente infectados son
considerados como los principales motores de la epidemia mundial de VIH
(Eshleman et al., 2009).

Mas recientemente, las pruebas de ELISA de cuarta generacion han sido
desarrolladas para detectar simultaneamente tanto anticuerpos como antigeno
p24. La prueba del antigeno p24 detecta la capside viral (core) de la proteina p24
en la sangre que se manifiesta antes que los anticuerpos durante la infeccion
aguda contra el VIH. El antigeno p24 aparece alrededor de los 16 dias después de
la infeccion como consecuencia de la explosion inicial de virus. Por lo tanto, este
marcador se puede utilizar para acortar el periodo de ventana seroldgico
(Constantine y Zink, 2005)

El diagndstico de infeccion por VIH en niflos menores de 18 meses, nacidos
de madres seropositivas, presenta dificultades especiales. La serologia tradicional
no ofrece garantias diagnosticas, puesto que los anticuerpos de tipo
inmunoglobulina 1gG detectados frecuentemente corresponden a anticuerpos
maternos transferidos in utero. La seroconversion, o pérdida de anticuerpos
maternos, sucedera entre los 12 y 18 meses de edad en aquellos nifios que no
hayan adquirido la infeccion. El uso de métodos directos es mas apropiado para el
diagnéstico precoz. La deteccion de antigeno p24 presenta una especificidad del
100%, aunque su sensibilidad es variable y en nifios recién nacidos infectados
puede ser solo del 20%. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) presenta
una alta sensibilidad en la deteccion de secuencias de ADN proviral con una
especificidad del 30-50% en las primeras semanas de vida y entre el 95-100% en
los nifos mayores de 1 mes. De alli la necesidad de implementar para su
diagnostico en recién nacidos técnicas de deteccidn directa del virus, tales como la

determinacion del material gendmico del VIH, bien sea ADN proviral (integrado en



las células infectadas) a partir de células mononucleares de sangre periférica o

ARN viral presente en el plasma mediante la PCR (D’Angelo et al., 2007).

El western blot (WB) es una prueba confirmatoria que sélo se lleva a cabo si
la muestra es reactiva en la prueba de ELISA. Es una metodologia donde se
encuentran desnaturalizadas las proteinas de VIH en tiras de membrana de
nitrocelulosa, que se incuban con el suero del paciente. Si el suero contiene
anticuerpos contra las diferentes proteinas del virus se unen y esta reaccion
antigeno-anticuerpo es revelada mediante un anticuerpo secundario marcado con
una enzima. Una reaccion colorimétrica revelara la presencia de proteinas
reconocidas por los anticuerpos del VIH como "bandas" en la tira. Para el VIH-1,
las proteinas detectables por el WB se pueden dividir en tres grupos: el Env
(envoltura) glicoproteinas (gp41, gp120, gp160), proteinas nucleares (p17, p24/25,
p55) y las proteinas Pol o endonucleasa de la polimerasa (p34, p40, p52, p68). La
mayoria de los WB disponibles en el mercado incluye también una proteina del
VIH-2 con el fin de detectar el VIH-1 y VIH-2 (Butto et al., 2010).

Por lo tanto, el diagndstico de VIH se puede dividir en ensayos de dos
categorias: (i) los de seleccién, que estan disefiados para detectar todos los las
personas infectadas, y (ii) de confirmacién, que se han disefiado para diferenciar a
las personas que falsamente reactivas de aquellos que estan verdaderamente
infectados. En consecuencia, las pruebas de seleccion tienen un alto grado de
sensibilidad (baja tasa de falsos negativos), mientras que los ensayos de
confirmaciéon deben tener un alto grado de especificidad (baja tasa de falsos

positivos) (Constantine y Zink, 2005).



2.2.7 Estado celular en infeccion por VIH

La destruccion de los linfocitos TCD4+ representa el evento mas
caracteristico de la infeccién por el VIH. Dada la agresiva cinética de replicacion
viral, se postulo inicialmente que la destruccion de los linfocitos TCD4+ era una
consecuencia directa de la replicacién viral y del consiguiente efecto citopatico en
la célula infectada. Sin embargo, otros mecanismos de destruccién indirecta o de
bloqueo linfocitario se hallan también implicados como causa del proceso de
inmunosupresién, ya que la destruccion linfocitaria por efecto citopatico directo no
explica todos los fendmenos de disregulacion inmunitaria que se observan en el
sida (Alcami, 2003).

Como se describié anteriormente el VIH infecta principalmente las células
que expresan moléculas de superficie TCD4+. La infeccion causa acortamiento del
tiempo de supervivencia y deterioro de la produccion de células TCD4+, con una
disminucién progresiva de esta poblacion celular en sangre periférica, dando como
resultado la inmunosupresion. La velocidad a la que células TCD4+ declina es uno
de los marcadores de progresion de la enfermedad en la infeccion por el VIH. Las
directrices actuales para el uso de la terapia antirretroviral en Nigeria hacen
hincapié en el uso del recuento de células TCD4+ para determinar cuando iniciar
la terapia antirretroviral como monitoreo de la enfermedad del VIH. Por lo tanto, el
grado de inmunosupresion y la probabilidad de desarrollar complicaciones
relacionadas con el SIDA en personas infectadas por el VIH suelen medirse por el
numero absoluto de células TCD4+. La definicion de SIDA, por ejemplo, incluye
todos los individuos infectados por VIH con recuentos de linfocitos TCD4+ menor
de 200 células/mL (Forbi et al., 2010).

Es por ello que Escobar et al. (2011), establecen como ejemplo de las
pruebas realizadas en los ultimos afos para comprobar el estado de salud de

estos pacientes, el conteo de linfocitos T CD4+ y la carga viral (CV), los cuales son



considerados como marcadores de prevencion, evolucidn y prondstico de la
infeccion por VIH/SIDA.

2.2.8 Carga viral

El nivel de virus en la sangre (carga viral) es un factor predictivo del avance
de la enfermedad por el VIH; las personas con altos niveles de ARN viral tienen
mayor probabilidad de presentar rapido desarrollo de esta patologia que las
personas con bajos niveles. La carga viral es un marcador de la actividad del VIH,
determina la etapa de la infeccion en la que se encuentra el paciente, ademas, se
considera uno de los indicadores del estado del sistema inmunologico y de la
progresion de la enfermedad, solo o en conjuncién con el conteo de células
TCD4+ (Porto et al., 2008). Es una medida cuantitativa del ARN del VIH en plasma
y es por tanto, expresion del grado de replicacion viral que esta ocurriendo a nivel
del tejido linfoide (ganglios, bazo, tejido linfoide asociado a tractos gastrointestinal,
genitourinario, pulmonar, etc.), tanto en la fase temprana como crénica de la

infeccion (Pena et al., 2009).

La carga viral plasmatica se ha identificado como el mayor predictor de
riesgo de transmision sexual del VIH. Los pacientes con valores elevados de carga
viral presentan una mayor probabilidad de transmitir el virus, mientras que con
valores bajos de viremia la probabilidad de transmision disminuye drasticamente
(Valer et al., 2003).

En alrededor del 99%, la produccion viral del VIH se mantiene por ciclos de
infeccion de los linfocitos, produccion viral y muerte con una cinética de recambio
muy rapida (Gonzalez et al., 2011). La manera en la que HIV se reproduce a un

ritmo extremadamente alto e ininterrumpido a través de muchos afios no tiene



precedente. La vida media de cada particula viral en plasma es de 6 horas, y del
momento en que un linfocito CD4 se infecta con HIV al momento en que se
comienza a producir progenie viral transcurren 22 horas, con una vida media de
los linfocitos infectados de 36 horas. El virus se produce aproximadamente 140
veces al ano, y diariamente se producen y destruyen hasta 1010 particulas virales,
lo que representa un 30% del total de virus en la sangre. Esta dinamica
reproductiva es lo que separa a HIV de otras infecciones. No se conoce ningun
otro virus que pueda reproducirse a tan alta velocidad y de manera ininterrumpida

a traveés de tantos anos de infeccion (Campo y Scerpella, 1996)

La evaluacion de los niveles de ARN gendomico viral constituye un buen
marcador en el monitoreo de la eficacia del tratamiento antirretroviral ya que la
cantidad de virus medida en plasma es una indicacion directa de la produccion del
virus y de la velocidad de destruccion de los linfocitos T CD4+ (Gutiérrez et al.,
2009). Las evidencias soportan que el mantener la carga viral lo mas bajo posible,
en el nivel de indetectabilidad (< 50 copias/ml) y por el mayor tiempo posible,
disminuye las complicaciones de la infeccion, enlentece la progresion y mejora la
calidad de vida (Pefa et al., 2009).

Porto et al. (2008), establecen que la valoracion de la respuesta al
tratamiento, se debe hacer estimando carga viral y linfocitos TCD4, ya que sus
variaciones o alteraciones son mas visibles que cualquier situacion clinica. El
control de dichos parametros realizados en su estudio permiti6 modificar el

tratamiento antirretroviral.

En el mismo orden de ideas Gonzalez et al. (2011), indican que la

cuantificacion del ARN del VIH-1 es un reflejo de la replicacion viral activa y es



esencial en algunas situaciones clinicas de la infeccion por este virus. Las

indicaciones principales son las siguientes:

. La carga viral es un marcador predictivo del tiempo de progresion a
SIDA independientemente del numero de linfocitos TCD4+. En los primeros afos
de conocerse el SIDA se considerd el recuento de las células TCD4+ como el
mejor marcador pronéstico de progresion, pero en el momento actual, el
procedimiento para el seguimiento de los pacientes es el estudio de ambos

marcadores, carga viral y recuento de células CD4+.

. La cuantificacion de la carga viral de VIH-1 debe ser realizada antes
de iniciar un tratamiento con antirretrovirales para medir la eficacia o respuesta al
tratamiento y en el caso de que se sustituya o afiada algun farmaco, bien por

efectos secundarios o por sospecha de fracaso.

. Hay situaciones EXCEPCIONALES en las que la carga viral es muy
util para el diagnostico o confirmaciéon de infeccion por VIH-1. Por ejemplo, en el
diagnéstico de infeccion neonatal (la determinacién de anticuerpos no es util) e

incluso cuando se sospecha infeccién aguda (reduce el periodo ventana).

En los dultimos afos se han desarrollado diversas tecnologias de
cuantificacion viral, las cuales pueden dividirse en 2 categorias: 1) donde la carga
viral es detectada mediante amplificacion de una sefal proporcional a los niveles
de ARN viral en lugar de la amplificacion de una secuencia especifica, por
ejemplo, el ensayo ADN ramificado (bDNA, “branched DNA” en inglés) de Bayer;
2) donde el ADN molde es amplificado luego de una reaccién de transcripcion
reversa y la medida de carga viral se realiza en base al uso de un estandar de
cuantificacion interno tal es el caso del ensayo RT-PCR Amplicor Monitor (RT-PCR

Monitor) desarrollado por Roche (Gutiérrez et al., 2009).



2.2.9 Virus Hepatitis B (VHB)

La infeccion por el VHB es un problema de salud relevante a nivel mundial,
con 2 billones de personas infectadas en todo el mundo, 350 millones de ellos
sufren una infeccién cronica por el VHB. Los resultados de la infecciéon por VHB en
500.000 a 1,2 millones de muertes anuales son causados por la hepatitis crénica,
cirrosis, y el carcinoma hepatocelular y es la décima principal causa de muerte en
todo el mundo. Los mecanismos para la infeccion persistente por el VHB no se
comprenden totalmente, pero que parecen implicar varios aspectos, incluidos los

componentes genéticos (Santos et al., 2010).

De acuerdo a la prevalencia de la infeccién se definen como regiones de
endemicidad baja a aquellas con una prevalencia de HBsAg de 0.1 a 2%,
intermedia de 2 a 7% y alta si es mayor al 7%. En Chile la endemicidad es
considerada baja, con una portacién cronica menor al 1 %, riesgo de infeccion
durante la vida menor a 20%, y una mayor prevalencia en adultos con factores de
riesgo. En Latinoamérica existen regiones con endemicidad intermedia y alta como
la cuenca del Amazonas, region Noroeste de Argentina, Haiti y Republica
Dominica (MINSAL, 2009).

El espectro clinico de la infeccion crénica varia de portadores inactivos del
VHB a formas severas de enfermedad hepatica crénica, las que pueden llegar a la
cirrosis y el estadio final de la enfermedad en aproximadamente 14% a 40%,
haciendo de este virus la cuarta causa de muerte por enfermedades infecciosa a

nivel mundial (Gonzales y Salinas, 2009).



2.2.10 Estructuray replicacion

Pertenece a la familia de los hepadnavirus, llamados asi por ser
hepatotroficos, estar formados de un genoma de DNA y compartir estructura y
estrategia replicativa. Es un virus esférico de 42 nm, contiene una molécula de
DNA circular con 3,200 bases de longitud. El virus tiene dos componentes, uno
externo que expresa al antigeno de superficie (HBsAQ) y otro interno que contiene
al antigeno central (HBcAg). En la porcion central se encuentra el DNA de doble
cadena (HBV DNA) y la replicasa o polimerasa viral (DNAP o DNA polimerasa). El
HBV-DNA tiene una cadena larga y otra corta. En la cadena larga se encuentra
toda la informacion gendmica del virus, la secuencia de genes que codifican las
proteinas virales tienen codones de inicio de mensajes y no tienen codones de
finalizacion. Estas consecuencias codifican tanto proteinas estructurales (pre-S,
superficie, core) como proteinas de replicacion (polimerasa y la proteina X)
(Halabe y Angulo, 2000).

La clasificacién genética del VHB, basada en el alineamiento y comparacion
de secuencias de genomas completos, ha identificado 8 genotipos, denominados
desde la A hasta la H. Las diferencias estan dadas sobre una divergencia
intergrupo de al menos 8% en la secuencia nucleotidica completa. Los analisis
filogenéticos mas detallados han mostrado ademas que la mayoria de estos

genotipos pueden ser subdivididos en subgenotipos, los cuales difieren entre si en



no mas de un 4% en sus secuencias completas, lo que muestra la alta variabilidad

de este agente viral (Santos et al., 2010).

La historia natural de la infeccion por el VHB es muy heterogénea vy
depende de la interaccion entre el virus, hospedador, y los factores ambientales.
Cuando el VHB infecta a un individuo susceptible entra en el hepatocito y su ADN
incorporado en el ADN de la célula, da como resultado un enlace covalente de
forma circular cerrado ADN (ADNccc). Este ADNccc se transcribe en el nucleo de
los hepatocitos a la forma de ARN, que mas tarde se traduce en el citoplasma para
formar nuevas particulas virales. Por lo tanto, ADNccc actua como una plantilla
para la formacién de los nuevos virus que infectan los hepatocitos, y permanecera
en el nucleo hasta que la célula del higado se destruye. La replicacion del virus no
es directamente citotoxica para las células. Esto explica el hecho de que a pesar
de la alta el replicacion viral los portadores pueden ser asintomaticos y mostrar un

minimo de higado dafios (Alvarez et al., 2010).

2.2.11 Mecanismo de transmision

El VHB se transmite principalmente por tres vias: parenteral, sexual y
vertical, siendo las dos ultimas, las de mayor relevancia en la actualidad. Después
del contacto de una persona con una fuente de contagio, existe un periodo de
incubacion que oscila entre los 45 y 180 dias. Posterior a esto, el espectro clinico
que puede resultar de la infeccion por VHB es amplio. En adultos, entre el 90 y el
95% de los casos ocurre una hepatitis aguda, que con frecuencia es asintomatica
y que evoluciona hacia una resolucion espontanea. En casos excepcionales puede

evolucionar hasta una insuficiencia hepatica fulminante. Por el contrario,



solamente entre el 5 y el 10% de los adultos inmunocompetentes que tiene una
infeccion aguda por VHB evolucionara a hepatitis cronica, con distintos grados de
enfermedad hepatica y progresion, dentro de los cuales destacan la hepatitis
cronica inactiva (asintomatica), la hepatitis crénica activa, la cirrosis y el desarrollo
de carcinoma hepatocelular. En los recién nacidos, en cambio, el 90% de los
infectados evolucionara a un infeccién cronica, la que en general es poco

sintomatica y de lenta progresion (Santos et al., 2010).

2.2.12 Patogenia y patologia

Durante la replicacion viral se expresan varios antigenos dentro de la célula
del higado, algunos se expresan en la membrana celular (HBcAg), y unos se
liberan en forma de particulas que circulan en el torrente sanguineo (HBsAg y
HBeAg). El sistema inmune del huésped reconoce estos antigenos como extrafios,
y dispara una respuesta inmune. Si la respuesta inmune es eficaz todos los
hepatocitos infectados seran destruidos, y la infeccion se resolvera. Si la
respuesta inmune es inadecuada, la infeccion se convierte en cronica progresando

a lo largo de varias etapas (Alvarez et al., 2010).

La respuesta del huésped a los virus se basa en una interaccién compleja
de varios sistemas de células; las células sistema inmune innato, las células
dendriticas, que son clave en el cebado y dirigir la respuesta de células T

especificas para el virus y las células T, que son los principales efectores



antivirales. Después de la infeccidn las diversas respuestas humorales y celulares
se dirigen a la eliminacién del virus. Las primeras respuestas no son especificas e
incluyen el sistema del interferon, las células asesinas naturales, y la activacion de
las células de Kupffer. En la figura 5 se resumen los eventos orquestados por el
sistema inmune ante la infeccién por el VHB. En primer lugar tenemos las células
NK/NKT del sistema inmune innato las cuales producen interferon-y (IFNy). Luego
se presentan las células dendriticas las cuales toman las proteinas virales,
maduran y migran a los 6rganos linfoides donde presentan péptidos virales de
HLA de clase | y clase Il a células T CD8+ y células TCD4+ respectivamente,
generando de esta manera respuestas de células T en direccion Th1 o Th2. Las
Th1 secretan (IFNy), interleucina (IL) 2 y factor de necrosis tumoral (TNF), para el
apoyo de células auxiliares como macréfagos y las células T citotoxicas para
matar patdgenos intracelulares. Las Th2 secretan interleucina 4, 5, y 6 para apoyo
de la respuesta de células B. Las quimioquinas producidas en el higado atraen
linfocitos al higado después de interaccion con el receptor quimiocina/quimiocina.
El linfocito T citotdxico virus especifico procede a "matar" los hepatocitos
infectados por mecanismos Fas mediado por perforina o procede a "curar" la

hepatocitos infectados por citoquinas antivirales (Jung y Pape, 2002).
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Fig. 5 Respuesta inmune contra el VHB (Jung y Pape, 2002).

El VHB no es usualmente citopatico por si mismo; la injuria hepatica en la
hepatitis cronica B se considera el resultado de la respuesta inmune del huésped
contra el VHB, del tipo de un antigeno restringido de HLA-clase |, respuesta
mediada de linfocitos citotéxicos contra antigenos del VHB, expresados sobre los
hepatocitos con apoptosis y necrosis resultante; por lo que la infeccion crénica por
el VHB es un estado dinamico de interacciones entre el VHB, los hepatocitos y el
sistema inmune de los pacientes; por lo tanto el curso natural de la infeccidon
cronica del VHB, adquirida perinatalmente o en la fase temprana de la nifiez tiene
tres fases: Inmunotolerante, inmunoaclaramiento y residual inactiva; la infeccion
cronica adquirida en la edad adulta tiene un curso clinico similar, excepto que no
hay la fase inmunotolerante de manera obvia o es muy corta. Aparte de la biologia
molecular del VHB y los factores del huésped, la coinfeccion con otros virus de

hepatitis, por ejemplo, el virus de hepatitis C, Delta, asi como otros virus no



primariamente hepatotropicos como el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), pueden afectar el curso natural de la infeccion por el VHB, y también la

eficacia de la estrategia antiviral (Gonzales y Salinas; 2009)

En la figura 6 se visualiza la evolucion de la hepatitis aguda B donde el
HBsAg, HBeAg y DNA del HBV se incrementan durante varias semanas hasta
alcanzar cifras muy altas, aunque no haya manifestaciones de enfermedad; poco
antes de que se presenten los sintomas, los niveles de DNA del HBV, el HBeAg y
el HBsAg comienzan a descender. En los casos de resolucion el HBeAg
desaparece en el curso de seis semanas o antes, el DNA lo hace antes. El
anticuerpo del core total (HBcAc) y el de IgM se elevan al comienzo de los
sintomas clinicos y alcanzan sus valores maximos durante la fase tardia en que
aparece el anticuerpo del antigeno e (HBeAc) y por ultimo el anticuerpo del
antigeno de superficie (HBsAc) (Halabe y Angulo, 2000).

El HBcAc esta presente en las diferentes fases de hepatitis, incluida la
recuperacion, y puede persiste por mas tiempo que el HBsAc o HBeAc, sin
embargo, no es de proteccion. El HBcAc IgM puede ayudar en el diagndstico de la
fase aguda. En algunos pacientes, HBcAc no pueden ser detectado en cualquiera
de las fases de la infeccion por el VHB, debido a una respuesta inmunoldgica
defectuosa (por ejemplo, en coinfeccién por el VIH, en el trasplante de érganos o

infeccion por las variantes del VHB) (Ocana et al., 2011).



Incubation Acute Infection Eardy Recovery Recovery
Duration average ) (2 weeks-3 months) (36 months) {612 months) [Years)
G-13 wesks,
1 anti-HEl-c Total
‘E | Symptoms | |
r= HBsAg— anti-HBs
5 I
5 anti-HBe
&
@
=
T
@
o
Time

Fig. 6 Infeccion aguda por VHB (Abbott Diagnostics)

Los sintomas de hepatitis B aguda se presentan después de 1 a 4 meses
de adquirido el virus. Los nifios e inmunosuprimidos generalmente son
asintomaticos. Un 30-50% de las personas mayores de 5 afios presentan
sintomas como cansancio, disminucion del apetito, nauseas, ictericia, dolor
abdominal, artralgia o artritis. Los signos clinicos son ictericia, hepatomegalia y en
ocasiones esplenomegalia. Los sintomas habitualmente desaparecen en un lapso
de 2-4 meses. Una proporcién muy baja de pacientes con hepatitis B aguda (0.1 a
0.5%) desarrollan una forma de la enfermedad caracterizada por una falla grave
hepatica (hepatitis fulminante), que tiene una elevada mortalidad. Esta forma es

algo mas frecuente en mayores de 60 afos (MINSAL, 2009).

Por otro lado, los pacientes con HBsAg detectables durante seis meses o
mas, se definen como hepatitis B cronica (figura 7). Por lo general estos pacientes
tienen niveles séricos elevados de las enzimas hepaticas, niveles elevados de
ADN del VHB, y el alto riesgo de transmision, tanto en relacién con la positividad

del HBeAg. También tienen el mayor riesgo de cirrosis y carcinoma hepatocelular



En algunos pacientes, HBeAg es detectable, a pesar de la replicacion persistente
del virus. En estos pacientes, el virus tiene mutaciones que impiden expresion de
la proteina "e”. Estas variantes son mas comunes en los paises del Mediterraneo
y Asia. La apariciéon del HBeAc no necesariamente indica una mejoria clinica.
También se presenta el Portador "Saludable" donde estos pacientes se
caracterizan por un HBsAg positivo que persiste mas de seis meses, pero con
higado y valores normales de enzimas. Son negativos para HBeAg, y se asocian
con suero bajos o indetectables de ADN del VHB y bajo riesgo de progresion a

cirrosis o carcinoma hepatocelular (Ocana et al., 2011)
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Fig. 7 Progresion de la infeccion por VHB crénica (Abbott Diagnostics).

En los ultimos afios una nueva etapa de la infeccion cronica fue definida, a
saber, el HBsAg negativo (VHB oculta) (Alvarez et al., 2010). Biolégicamente el
aclaramiento del virus es clasicamente caracterizado por la emergencia del HBsAc

en el perfil serologico; sin embargo el virus puede perpetuarse debido a su



peculiar ciclo de vida, que permite la conversion del genoma del VHB en un DNA
circular cerrado covalentemente (cccDNA), un intermediario replicativo del VHB
que persiste de por vida en el nucleo de las células como un episoma
cromatinizado y que sirve como modelo para la trascripcion del gen. La estabilidad
y larga persistencia de las moléculas virales cccDNA junto con la larga vida media
de los hepatocitos implica que la infeccién con VHB, una vez que ha ocurrido
podria continuar toda la vida (Gonzales y Salinas; 2009). Estos pacientes
generalmente no tienen importante lesion histolégica, pero pueden mostrar

secuelas de necroinflamacién (Alvarez et al., 2010).

La infeccién oculta por el VHB fue redefinida por expertos internacionales,
reunidos en lItalia en 2008, como la presencia de ADN del VHB en el higado (con o
sin ADN-VHB detectable en suero) para las personas con prueba HBsAg negativo.
Estos expertos también presentaron un valor de corte para el ADN del VHB <200
Ul/mL. Una concentracién sérica mayor de 200 Ul/mL debe ser interpretada como
una infeccion causada por mutantes de escape, y no es una infeccion oculta por el
VHB. Sin embargo, otros expertos prefieren la definicién tradicional: la presencia
de ADN del VHB en la sangre o los tejidos del higado en pacientes negativos para
HBsAg, con o sin anticuerpos del VHB. Los pacientes con infeccion oculta por el
VHB fueron clasificados como seronegativos, cuando ambos HBsAc y HBcAc son
negativos, o seropositivos cuando HBcAc y/o HBsAc esta presente (Romero et al.,
2011).

El estado de portador inactivo generalmente tiene un curso benigno, pero
puede ser reactivado espontaneamente o por inmunosupresion. En realidad hasta
un tercio de pacientes van a otra transicidon, con incremento del DNA VHB

(100,000 a 1 millén de copias por mililitro) y elevaciéon de las aminotransferasas y



de la actividad de la enfermedad sin reaparicion del HBeAg. Esta fase es referida
como Fase de Hepatitis B Crénica HBeAg negativa y su consecuencia puede ser
tan severa (o mas) que la enfermedad HBeAg positiva. La base molecular para
esta forma de la enfermedad parece ser el desarrollo de una variante del VHB que
es incapaz o solo pobremente capaz de producir HBeAg. La mayoria de estos
pacientes tienen una variante en la regién precore o promotor del core. La
mutacion mas comun precore es un cambio de G a A en el nucledtido 1896
(G1896A) que impide la produccion de HBeAg; la forma de hepatitis crénica B
HBeAg negativa es mas frecuente con los genotipos B, C y D y menos frecuentes
con el genotipo A y es caracterizada por marcadas fluctuaciones en los niveles
séricos de DNA VHB y aminotransferasas (Gonzales y Salinas; 2009). Estas
variantes son mas comunes en los paises del Mediterraneo y Asia. La aparicion
del anticuerpo HBeAc no necesariamente indican una mejoria clinica. Los niveles

de ADN del VHB en estos temas tienden a ser inferiores (Ocana et al., 2011).

En pacientes inmunosuprimidos y excepcionalmente con serologia pasada
de hepatitis B pueden sufrir reactivacion del VHB caracterizada por carga viral
elevada (= 1 log Ul / ml), recurrencia de HBeAg y HBsAg, y aumento de las
transaminasas por encima de los valores basales. Tal reactivaciones suelen ser
asintomaticas, pero pueden en ocasiones derivar hacia la hepatitis clinica segun
la definicién de alanina transaminasa 3 veces su valor basal junto con el desarrollo

de ictericia y otros sintomas de hepatitis aguda (Alvarez et al., 2010).

En los pacientes VIH+ se debe realizar la determinacion de marcadores del
VHB vy, si resultan negativos, proceder a la vacunacion. Estos pacientes presentan
una respuesta humoral mas débil frente a la vacuna del VHB, especialmente si los

linfocitos CD4+ se encuentran por debajo de 500 células/l, y pierden los



anticuerpos protectores mas rapidamente, con riesgo de infeccion aguda en el

caso de exposicion (Toro et al., 2006).

2.2.13 Métodos diagnésticos

La hepatitis B se diagnostica y clasifica evaluando una compleja
combinacion de antigenos y anticuerpos contra el VHB. Algunas pruebas
determinan tres proteinas o antigenos asociados al VHB: antigeno de superficie
(HBsAg), antigeno central o core (HBcAg) y antigeno e (HBeAg). El sistema
inmunitario produce tres anticuerpos correspondientes contra estos antigenos:
anticuerpo contra el antigeno de superficie (HBsAc), anticuerpo contra el core
(HBcAc) y anticuerpo contra el antigeno e (HBeAc). La presencia de HBsAg o de
ADN del VHB en la sangre indica que la persona afectada tiene hepatitis B en ese

momento (Franciscus et al., 2008).

El HBsAg se encuentra presente en suero dos o seis semanas antes de la
evidencia bioquimica de dafio hepatico y permanece positivo a través del curso de
la infeccion. Entre dos y cuatro semanas después de que se presenta el HBsAg,
aparecen los anticuerpos IgM del HBcAg los cuales son el marcador seroldgico

estandar para el diagnéstico de hepatitis B aguda (Sanchez y Panduro, 2005).



La presencia de HBsAc en ausencia de HBsAg muestra que la enfermedad
ya no esta activa y la presencia de HBeAg indica a menudo que el virus se esta
multiplicando activamente y que los afectados son sumamente infecciosos y
corren un mayor riesgo de sufrir danos hepaticos. Durante mucho tiempo, la
ausencia del HBeAg se ha considerado indicativo de que el tratamiento resultaba
eficaz. Sin embargo, cuando una persona ha tenido hepatitis B durante muchos
anos, es posible que resulte negativa al HBeAg pero siga teniendo la infeccion
activa y una elevada carga viral. Estos casos se conocen como hepatitis B
negativa al HBeAg, y se producen cuando el virus muta y es capaz de
multiplicarse sin necesidad de HBeAg (Franciscus et al., 2008). La tabla 2
especifica los marcadores seroldgicos de la infeccion crénica con el VHB, y los

escenarios donde la reactivacién del VHB puede ocurrir (Alvarez et al., 2010).

A pesar de que el diagndstico serologico del VHB es el mas completo, ya
que podemos detectar los antigenos y los anticuerpos; el diagnostico molecular es
mas sensible y especifico, detecta directamente el material genético del virus, ya
sea en forma libre o integrado en células hepaticas o leucocitos. Existen diferentes
meétodos para la deteccion del DNA viral: a) métodos de hibridacién de acidos
nucleicos; tales como el dot-blot, slot-blot, Southern-blot, DNA ramificado y b)
métodos de amplificacion de los cuales el mas representativo es la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR) (Sanchez y Panduro, 2005).

TABLA 2. Perfiles serologicos de la infeccion cronica con el VHB y escenarios de
reactivacion del VHB

HBV DNA HBsAg | HBeAg | HBsAc | HBeAc | HBcAc | Transaminasas

Inmuno- Alto + + - - + Normal
tolerancia (> 20,000 1U/ml)




Hepatitis Alto + + - - + Alta

crénica, (> 20,000 1U/ml)

HBeAg +

Hepatitis Alto + - - + + Alta

crénica, (> 20,000 1U/ml)

HBeAg -

Portador -0+ + - - + + Normal

inactivo* (<2,000 1U/ml)

Antes del - - - + + + Normal

VHB -

VHB oculta* | +/- (presentes en - - - + + Normal
los hepatocitos) -

Vacunados - - - + - - Normal

* Perfiles de riesgo serolégicas para la reactivacion del VHB.

2.2.14 Coinfeccion HIV/VHB

El VHB y el VIH comparten una serie de caracteristicas. Estas incluyen las
vias de transmisién (vertical, parenteral, y sexual); replicacion mediante una
enzima transcriptasa inversa, que actua como una ADN polimerasa ARN-
dependiente, proporcidn a establecer infecciones cronicas que a menudo son
dificiles de tratar con los agentes actualmente disponibles contra el virus y
finalmente, su genoma tiene una gran capacidad de mutar lo que conduce a la
rapida aparicion de cepas mutantes, algunas de las cuales son resistentes a
aplicar ampliamente agentes antivirales. Por ultimo, los genomas virales pueden
integrarse en el genoma del huésped, un proceso que es obligatorio para el ciclo
de vida del VIH, pero no para VHB (Mphahlele, 2008).

La seroconversion espontanea de HBsAg y HBeAg (la pérdida de HBsAg
con el desarrollo del HBSAC y la pérdida de HBeAg con el desarrollo del HBeAc




respectivamente) es menos probable en la coinfeccidn. A pesar de las elevaciones
de enzimas hepaticas en los pacientes coinfectados a menudo son mas leves en
comparacion con los pacientes de una sola infeccién, la fibrosis avanza a una
mayor rapidez en los coinfectados que en la infeccion sola por HBV. Este
incremento del avance de la enfermedad hepatica en pacientes infectados por VIH
enfatiza la importancia de evaluar a personas para el tratamiento de la hepatitis B
(Levy et al., 2007).

Los mecanismos subyacentes de la respuesta inmune adaptativa al VHB en
pacientes HIV coinfectados también pueden ser utiles en la comprensién y control
de la progresion de la enfermedad VIH/VHB. La activacion de las células T CD8+
VHB especificas, juegan un papel clave tanto en el control de la replicacion del
VHB y en la patogénesis de la enfermedad del higado, donde es claramente
afectado en infeccién concomitante por VIH. Esto podria explicar por qué la
infeccion aguda por VHB tiende con frecuencia a evolucionar hacia la cronicidad

en pacientes coinfectados por el VIH (Lacombe et al., 2010).

La coinfeccion VIH/VHB se asocia con mayores niveles de ADN del VHB y
menor alanina amino transferrasa (ALT). Cuanto mas bajo son los niveles de ALT
es indicativo de una menor destruccion de hepatocitos, posiblemente debido a
una respuesta deprimida de células T VHB especificas, 1o que sugiere que otros
factores pueden estar involucrados en la conduccion del higado a progresion de

la enfermedad (Iser et al., 2010).

En los Estados Unidos, Europa y Australia, aproximadamente 6 a 7% de las
personas infectadas con el VIH-1 también son coinfectadas con el VHB. La
enfermedad hepatica es ahora una comorbilidad importante en las personas
infectadas con VIH-1 (Chang et al., 2005).

Los pacientes coinfectados VIH/VHB que se encuentran en un mayor riesgo

de desarrollar cirrosis, son los que tengan mayores niveles de replicacion del VHB,



que presenten una menor tasa de resolucion espontanea de la infeccion por el
VHB, y que poseen un mayor riesgo de reactivacion de infecciones previas
(Olufemi et al., 2009).

El impacto del VHB en la historia natural de la infeccion por el VIH sigue
siendo objeto de debate. La investigacién epidemiolégica ha revelado una
progresion acelerada a causa del SIDA y una tasa de reduccion de la

supervivencia entre los sujetos coinfectados (Nikolopoulos, et al., 2009).

Los principales objetivos del tratamiento son detener o disminuir la
progresion de la enfermedad hepatica y para prevenir la cirrosis y carcinoma
hepatocelular. Los pacientes coinfectados por el VIH con poca frecuencia logran la
seroconversion del HBeAc. La seroconversion sigue siendo un objetivo, pero un
objetivo virolégico mas realista es la supresion prolongada de la replicacion del
VHB. La consecucion de este mito conduce a la mejoria histolégica, una
disminucién significativa o la normalizacion de las aminotransferasas, y la
prevencion de la progresion a cirrosis en higado. El control viral sostenido requiere
un mantenimiento a largo plazo de la terapia. Cursos a corto plazo suelen ser poco
practicos, incluso en pacientes monoinfectados con VHB. Esto se debe a que el
ADN viral circular cerrado covalentemente persiste en el higado a pesar de una
carga viral reducida en el suero. La interrupcion del tratamiento, sobre todo de
lamivudina, se ha asociado con la reactivacion del VHB y ALT. El inconveniente de

la terapia a largo plazo es la posibilidad de la resistencia (Benhamou, 2007).

Los criterios para el inicio del tratamiento incluye lo siguiente: ADN del HBV
>104 copias/mL, niveles de ALT por lo menos dos veces mas del borde superior
del rango normal o evidencia de fibrosis en la biopsia del higado. Si se toma la
decision de postergar la terapia para HBV, se debe hacer seguimiento a los niveles
de ALT y ADN del HBV cada cuatro a seis meses (Levy et al., 2007).



No esta claro si el tratamiento del VHB en los pacientes coinfectados
mejora el curso de la infeccion por el VIH, y tampoco existen pruebas de que el
tratamiento del VIH altere la historia natural del VHB. Sin embargo, puede haber
complicaciones atribuibles a la toxicidad de los farmacos antirretrovirales que
puede afectar el tratamiento del VIH en pacientes con coinfeccion por el VHB
(MPPS, 2008).

2.2.15 Virus linfotropico de células T en humanos (HTLV)

El HTLV-1 es un retrovirus leucemogénico complejo con un genoma de
ARN en sentido positivo que expresa proteinas unicas con potencial oncogénico.
Cuatro cepas son conocidas de HTLV, de los cuales el HTLV-1 y HTLV-2 son los
mas prevalentes en todo el mundo. El HTLV-1 se identifico originalmente en 1980
en una linea de células T derivada de un paciente con linfoma cutaneo de células
T y también fue detectado en pacientes con leucemia de células T posteriormente,
el HTLV-2 se identific6 en una linea celular derivada de un paciente con una
variante de leucemia de células T. Desde entonces, el HTLV-2 no se ha asociado
con la leucemia / linfoma, sin embargo, se ha asociado con unos pocos casos

esporadicos de trastornos neuroldgicos (Kannian y Green, 2010).

El HTLV-1 es un retrovirus que infecta principalmente a células T CD4*
induce la produccion elevada espontanea de citoquinas Th1, como factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferon gamma (IFN-y) e interleucina 2 (IL-2)
(Gaspar et al., 2010).

Se estima que el 10-20 millones de personas en todo el mundo estan
infectados con HTLV-1 o HTLV-2 (Brtites et al., 2009). No todas las personas

infectadas con HTLV-1 desarrollaran complicaciones; hasta 90% de los portadores



del HTLV-1 permanecen asintomaticos. Sin embargo, el 10% restante desarrolla
enfermedades asociadas a HTLV-1. Algunas de estas enfermedades asociadas
pueden ser muy severas, como el linfoma/leucemia de células T del adulto (ATLL)
y mielopatia asociada a HTLV-1 (HAM) o paraparesia espastica tropical (TSP)
(Gotuzzo et al., 2010).

2.2.16 Estructura

El virus HTLV-1 es un virus que pertenece al género Deltaretrovirus, familia
Retroviridae. Es un virus de forma redonda, con envueltura de aproximadamente
100 nm de diametro. La envoltura del viribn muestra una bicapa proteolipidica
sobre la membrana celular con transmembrana viral y proteinas de superficie. La
capside icosaédrica permite la proteccion del ARN viral y las enzimas virales
(proteasa funcional, transcriptasa inversa, y la integrasa. El transportador de
Glucosa 1 (GLUT-1) es el receptor de la célula huésped probable para el virus,
aunque el virus es capaz de infectar células sin expresion de GLUT-1, lo que

sugiere que otros mecanismos estan implicados (Brtites ef al., 2009).

El genoma de HTLV-1 es de aproximadamente 9.032 nucledtidos de
longitud y en su forma integrada proviral contiene dos secuencias acompafiando la
repeticion terminal larga (LTR). Las LTR'S de HTLV-1 se combina en 3
componentes, la region unica 3', la region repetida y la region unica &'. Estas
secuencias son fundamentales para la regulacion de genes y la replicacion viral
como iniciacion y terminacion de la transcripcion, empalme y poliadenilacion del
ARNm y la transferencia de cadenas durante la transcripciéon inversa (Lairmore et
al., 2011).



El genoma del HTLV-1 es empaquetado en el nucleo viral con la proteina de
la nucleocapside viral (NC p15), que esta rodeado por la capside (CA p24) y matriz
proteica (MA p19). El genoma del HTLV-1 codifica las proteinas estructurales Gag
(NC, CA y MA) envoltura (env) y las polimerasas transcriptasa inversa (RT),
RNasa H (RH), integrase (IN), y proteasa (Pro) (Figura 8). El gen env codifica la
unidad de superficie gp46 y la unidad de transmembrana gp21 (Hoshino, 2012).
Estas proteinas son responsables de la union y la fusion de las membranas

celulares durante la entrada del virus (Lairmore et al., 2011).
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Fig. 8 Estructura del genoma de HTLV-1. El gen gag codifica la matriz (MA), capside
(CA), y proteinas de nucleocapside (NC). El gen de pol codifica transcriptasa inversa (RT),
RNaseH (RH), y la integrasa (IN). La region pX codifica p13, p12, p30, etc. HBZ se

codifica por el marco anti-sentido del provirus (Hoshino, 2012).

Los genes de la region pX son empalmados alternativamente, y a partir de
diferentes sitios iniciales. Al abrir marco de lectura | y Il se codifican p12 (p8), p30
y p13. Tax, es el activador transcripcional y Rex, el transportador de ARN viral

empalmados y sin empalmar (Lairmore et al., 2011).



Tax ha mostrado ser potencialmente oncogénico en varios sistemas
experimentales y es esencial para la transformacion de las células T humanas
mediada por HTLV-1 y HTLV-2. Rex actua post-transcripcionalmente para la
estabilizacion y exportacién selectiva del intron que contienen los ARNm virales
desde el nucleo hasta el citoplasma. Los genes accesorios, p12/p8 codificadas por
el marco de lectura abierto | y p30/p13 por el marco de lectura abierto Il son
prescindibles en ensayos de inmortalizacion estandar, pero son esenciales para la
iniciacién de la infeccion viral y el establecimiento de la persistencia en modelos
animales. P8 es producto de una escision proteolitica de la molécula de matriz
p12, mientras que el polipéptido p13, que comprende el extremo carboxi de p30,
se expresa a partir de un ARNm distinto. La cadena negativa del genoma proviral
codifica varias isoformas del factor de cremallera de leucina basica (HBZ). El HBZ
interactua con factores celulares para modular tanto la transcripcidon de genes
virales y celulares. El HBZ también juega un papel crucial en la proliferacion de las
células T. Entre todas las proteinas virales, la evidencia experimental implica a Tax
como la proteina viral oncogénica, pero los datos emergentes sugieren un papel

de apoyo para HBZ en el proceso oncogénico (Kannian y Green, 2010).

El HTLV-2 tiene una estructura gendmica similar y homologia de
aproximadamente el 70% de secuencia de nucleétidos con HTLV-1 (Goncalves et
al., 2010).

2.2.17 Mecanismo de transmision

Las rutas establecidas de la infeccion son sexual, parenteral (transfusion de
sangre, al compartir agujas o exposicion percutanea), y vertical (por medio de la

lactancia materna) (Brites et al., 2011).



Tres modos de transmisién son conocidos por el HTLV-1 (1) madre a hijo, la
eficiencia varia de 10 al 20% y se produce después de la lactancia materna
prolongada, sobre todo después de 6-9 meses de edad. (2) transmision sexual, los
estudios japoneses demuestran claramente una mayor eficiencia de la transmision
es de hombre a mujer que de mujer a hombre. Estas diferencias podrian explicar
la mayor seroprevalencia del HTLV-1 que se observa en las mujeres. (3) la
transmision por via intravenosa, principalmente a través de transfusion de sangre
que parece ser el modo mas eficaz para la transmisién del HTLV-1 (Journo vy
Mahieux, 2011)

A diferencia del VIH-1, la transfusidén de células enteras se requiere para la
transmision del virus, con una tasa de seroconversion de aproximadamente 50%
sin embargo, el riesgo de transmision disminuye notablemente si las unidades de
sangre se almacenan durante mas de seis dias antes de la transfusion (Kannian y
Green, 2010).

La ruta mas natural de transmision del HTLV-1 es a través de madres
infectadas, que dan pecho a sus hijos y como resultado la transferencia de
linfocitos infectados. La contaminacion perinatal del feto a partir de sangre
materna infectada se produce, pero no representa un modo importante de
transmision del HTLV-1(Lairmore et al., 2011).

Por ultimo, la tasa de transmisiéon sexual es de un 60% de los hombres a las
mujeres, pero solo de un 0,4% de las mujeres a los hombres. Los factores
predisponentes asociados con la transmision sexual incluyen la presencia de
ulceras genitales, cargas virales elevadas y altos titulos de anticuerpos en el

individuo infectado (Kannian y Green, 2010).



2.2.18 Replicacion y ciclo infectivo

El HTLV pertenece a la familia Retroviridae. Por definicion este retrovirus
infecta con genomas de ARN viral a las células y utilizan la transcriptasa inversa
codificada para sintetizar una copia de ADN que se integra al genoma de la célula
huésped, el material cromosdmico les permite utilizar la maquinaria transcripcional
de la célula huésped para sintetizar componentes necesarios para la replicacion
viral (Irish et al., 2009).

Los retrovirus pueden emplear una variedad de diferentes proteinas de
superficie celular como receptores para la unién y la entrada en las células
huésped. La entrada implica una interaccion entre la glicoproteina de superficie de

la envoltura del virus y el receptor celular (Abbaszadegan et al., 2008).

Una particula viral recién sintetizada se une al receptor de la célula diana a
través de la envoltura viral y entra a través de la fusidén, que es seguido por la
pérdida de la capside y la liberacion de su contenido en el citoplasma celular
(Kannian y Green, 2010).

El ARN viral se transcribe de forma inversa en ADN de doble cadena
mediante transcriptasa inversa, el cual se transporta entonces al nucleo y se

integra al genoma del huésped, formando el provirus (Hoshino, 2012).

El provirus HTLV-1 se integra en el genoma de la célula infectada, sobre
todo en Linfocitos TCD4+. Durante la fase crénica de la infeccion hay poca
produccion de ARN viral, y la propagacion de la infeccion se realiza por medio de

la proliferacion clonal de los linfocitos infectados (Norris et al., 2010).

Posteriormente, la infeccion del HTLV-1 se cree que se disemina

unicamente por las células en divisidén, con la produccion de particulas minimas.



Por lo tanto, la cuantificacion de provirus refleja el numero de las células

infectadas por HTLV-1, lo que define la carga proviral (Goncalves et al., 2010).

El mecanismo de accién que facilita la transmision célula a célula del HTLV-
1 no se resuelve, pero recientemente varios grupos han informado de datos sobre
tres principales receptores celulares: el transportador de glucosa (GLUT-1),
proteoglicanos de sulfato de heparina y neuropilina-1. Estudios anteriores han
demostrado que el GLUT-1 participa sobre la fusion de célula a célula. Los
proteoglicanos sulfato de heparina se unen a las particulas del virus en la
superficie celular y facilita la entrada. La Neuropilina-1 es parte de la sinapsis

inmunoldgica y es una pareja de union de Env (Lairmore et al., 2011).

En el caso de HTLV-1, la integracién podria iniciar una serie de eventos
moleculares y de sehalizacion que conduce a procesos oncogenicos en el
compartimento de las células T CD4+ que lleva a la malignidad dentro de esta

poblacion de células inmunes (Irish et al., 2009).

El mecanismo preciso por el cual estos virus transforman las células T no se
entiende completamente, sin embargo, un numero de proteinas virales se han
implicado a desempefiar un papel en la patogénesis y transformacion de células T
inducida por HTLV. EI HTLV-2 presenta diferencias en tropismo y transformacion
del HTLV-1, donde el HTLV-1 se transforma preferentemente células T CD4+, tanto
in vitro como in vivo mientras que el HTLV-2 se transforma células T CD8+ en
ensayos de co-cultivo in vitro. La envoltura viral confiere este tropismo
transformacion distinta, la cual tiene dos glicoproteinas, el componente de la
superficie (SU) y el componente transmembrana (TM). El SU se une al receptor
celular, mientras que TM desencadena la fusion de las membranas viral y celular,
facilitando la entrada del virus. Los estudios de unién han apoyado el papel de la
cubierta del virus en la clara transformacion por tropismo mostrando que el HTLV-1

se une a proteoglicanos de sulfato de heparina (HSPG) en Células T CD4+,



mientras que el HTLV-2 se une a transportador de glucosa 1 (GLUT-1) en células T
CD8+ (Kannian y Green, 2010).

La gran mayoria de los individuos infectados con el HTLV-1 montan una
fuerte y persistente respuesta inmune a través de la actividad de los linfocitos T
citotoxicos. El principal antigeno inmunodominante que reconocen los LTC
(especificos contra el HTLV-I) es la proteina Tax del virus, siendo los linfocitos
CD4+ la principal subpoblacién que lo expresa. La permanente expresion de la Tax
en dichas células puede conducir a la activacién cronica de la respuesta inmune
citotoxica y se piensa que puede contribuir a la patogénesis de las enfermedades
asociadas al HTLV-I (Arias et al., 2004).

2.2.19 Patagonia y patologia

En el intento de controlar el agente infeccioso la respuesta del sistema
inmune dafia el propio tejido nervioso, debido a una respuesta proinflamatoria
exagerada. La carga proviral elevada es el factor de riesgo mas evidente para la
transicion desde el estado de portador asintomatico a mielopatia y enfermedades
inmunomediadas. Ademas, hay ciertos alelos HLA, que son activos en la
modulacién de la respuesta inmune y confieren un factor de susceptibilidad o

proteccion (Ferreira et al., 2010).

El HTLV-1 provoca cambios sutiles en la funcion de células inmunes,
incluyendo la proliferacién espontanea de linfocitos, en un gran porcentaje de los
sujetos infectados. Se ha tratado de entender cuales subgrupos de linfocitos
proliferan de forma espontanea en la infeccién por HTLV-1, los factores asociados
con la proliferacién, y cémo éstos se refieren a la evolucion grave de la
enfermedad (HAM/TSP) (Norris et al., 2010).

La respuesta inmune, y en particular la celular, juega un papel importante
en el control de la infeccion HTLV-1. Los estudios in vitro demuestran ademas que

la respuesta de las células T CD8+ son capaces de lisar directamente las células T



CD4+ infectadas por HTLV-1. En los pacientes con HAM/TSP, las células T CD8+
son capaces de producir multiples citoquinas y liberar moléculas citotoxicas
(Ndhlovu et al., 2011).

Una razon de la persistencia de la infeccion por HTLV-1 en el huésped
puede ser la capacidad del virus para evadir la respuesta del sistema inmune. Un
posible mecanismo por el cual el HTLV-1 elude la respuesta inmune es mediante
la modulacion de la expresion del complejo principal de histocompatibilidad clase |
(moléculas en la superficie de las células infectadas por antigenos especificos
HTLV-1) permitiendo su escape de reconocimiento y destruccion por linfocitos T

citotoxicos (Banerjee et al., 2007).

La mayoria de las personas infectadas por el HTLV permanecen
asintomaticas. Los pacientes que muestran signos o sintomas han estado
expuestos a la infeccidon por largos periodos antes de que se manifiesten. Un
numero de factores diferentes estan involucrados en la interaccion virus/huésped y
en la transicion desde el estado asintomatico hasta la aparicion de una
enfermedad asociada con el HTLV-1. La relaciéon entre el HTLV-2 con las
enfermedades neurolégicas y sistémicas no han sido definidas, aunque parecen
ser menos frecuentes y menos severas (Ferreira et al.,, 2010). Sin embargo, ha
habido informes esporadicos de HTLV-2 asociado a encefalomielopatia crénica.
Los sintomas clinicos presentados son similares a los de HAM/TSP. Aunque otros
trastornos neurolégicos se han informado, su clara asociacién con el HTLV-2 es
obstaculizada por factores de confusion tales como el uso de drogas por via

intravenosa o infeccion concomitante por el VIH (Kannian y Green, 2010).

Se sabe muy poco sobre la historia natural de infeccién por HTLV-1. En
concreto hay una diferencia relacionada con la informacién sobre el tiempo entre
la infeccidn y la aparicion de manifestaciones clinicas objetivas. La patogénesis de

las enfermedades asociadas con el HTLV-1 se ha correlacionado con una elevada



carga proviral y una exagerada respuesta inmune que conduce a cambios

inflamatorios (Poetker et al., 2011).

Al interferir con la reproduccion y la funcion de los linfocitos T, HTLV-1
puede causar patologias muy diversas. Proponemos clasificar las enfermedades
asociadas a HTLV-1 en tres categorias: (a) neoplasias, principalmente ATLL y
linfoma cutaneo, (b) sindromes inflamatorios, como TSP, uveitis, tiroiditis y
alveolitis, y (c) complicaciones infecciosas, incluyendo estrongiloidiasis, sarna,

tuberculosis, y dermatitis infectiva (Gotuzzo et al., 2010).

Esta aceptado actualmente que las patologias asociadas al HTLV-1 podrian
resultar de la expresion de una secuencia en el genoma viral, llamada px que
codifica al activador transcripcional (proteina transactivadora) Tax, una
oncoproteina pleotropica de 40 KDa, que induciria la expresién de algunos genes
celulares y la disregulacién de otros. Ello iniciaria un proceso de activacion y
proliferacion linfoide T con eventos sucesivos que conducirian a: un proceso
inflamatorio crénico en el caso del HAM/ TSP, o a una transformaciéon maligna en
el caso de la ATLL. Tax modula la expresion y funcién de numerosos genes de las
células que infecta, siendo una de las llaves de la replicacion viral. Tax ejecutaria:
a) activacién y represion de diferentes grupos de genes celulares a través de la
unién a factores transcripcionales y coactivadores; b) disregulacién del ciclo
celular por intermedio de la union a inhibidores de la CDK4/6; y c) inhibicion de

algunas proteinas supresoras tumorales (Arias et al., 2004).

Entre las principales patologias asociadas tenemos la HAM /TSP. Esta se
define principalmente como una paraparesia espastica resultado de una
inflamacion inmune cronica. La HAM/TSP es un trastorno lentamente progresivo:
después de 10 afos, aproximadamente el 50% de los pacientes estan limitados a
una silla de ruedas. Los posibles mecanismos que explican cémo el HTLV-1

provoca HAM/TSP incluyen: (1) toxicidad directa causada por linfocitos T



citotoxicos especificos a HTLV-1, (2) autoinmunidad, o (3) danos causados por

citocinas como el TNF-a (Journo y Mahieux, 2011).

El inicio de la HAM/TSP ocurre tipicamente en sujetos mas jovenes
infectados con HTLV-1 y estda mas estrechamente relacionado con la transfusion
de productos sanguineos infectados, mientras que ATL se ha relacionado con la
transmision por la leche materna de madres infectadas. Ademas de la via de
exposicion y las diferencias inherentes en la respuesta inmune primaria asociada,
los siguientes factores probablemente desempefian un papel importante en la
génesis y progresion del cancer y/o enfermedad neuroldgica causada por el HTLV-
1: (i) la arquitectura gendmica viral, (ii) genética del huésped humano, (iii) la carga
de ADN proviral de HTLV-1, (iv) Los niveles relativos de ARN positivos de células T
CD4+ /| CD25+ de HTLV-1-especificos, v) Las concentraciones de las proteinas
virales extracelulares secretadas, como el Tax, (vi) El impacto de las proteinas
virales extracelulares en las células de origen del sistema inmune y nervioso, (vii)
los niveles relativos de anticuerpos especificos HTLV-1 que exhiben reactividad
cruzada con las proteinas celulares, (viii) los niveles relativos de linfocitos T CD8+
de HTLV-1 especifico (Irish et al., 2009).

La HAM/TSP afecta principalmente a la médula espinal toracica y los
pacientes suelen presentar incontinencia urinaria, ataxia, temblores y paraparesia
de miembros. La infiltracion de linfocitos especificos T CD8+ y CD4+ de HTLV-1 en
la médula espinal conduce a la inflamacion severa con produccion de citocinas
proinflamatorias como la IL-1, IL-6, IFN-a y TNF-a.. La acumulacion de citoquinas
proinflamatorias conduce a la desmielinizacion y meningomielitis linfocitica
(Lairmore et al., 2011).

La HAM/TSP se caracteriza por la sobre-estimulacién del compartimiento
inmunoldgico, incluyendo el aumento de expresion de un repertorio de citoquinas

inflamatorias y quimiocinas, anticuerpos especificos dirigidos contra un niumero de



factores determinantes celulares y un aumento en el numero de células T CD8+
circulantes altamente activadas tanto en sangre periférica y liquido
cefalorraquideo. En la fase aguda de HAM/TSP, se ha demostrado que células T
CD4+ y CD8+ se acumulan en las lesiones de la médula espinal, sin embargo,
durante enfermedades crénicas, los linfocitos T CD8+ son las células
predominantes en los infiltrados de las regiones de desmielinizacion (Irish et al.,
2009).

Datos apoyan un papel protector importante en la respuesta inmune de
células T CD8+ para el control potencial del virus, mientras otros estudios sugieren
que las células T CD8+ HTLV-1 especificas pueden paraddjicamente, contribuir a
la inmunopatologia neuromuscular a través de mecanismos autoinmunes, que

conducen a la manifestacion clinica de HAM/TSP (Ndhlovu et al., 2011).

La disfuncion eréctil y los sintomas urinarios pueden ser senal de una etapa
inicial de HAM/TSP. Durante las fases iniciales de la mayoria de los sintomas son
la nicturia, incontinencia urinaria y disuria, avanzando a la miccién por esfuerzo y
vaciamiento incompleto de la vejiga. La disfuncion eréctil se informé en el 88,2%
de los pacientes con HAM/TSP, en comparacién con una tasa del 17% en la

poblacién general (Ferreira et al., 2010).

Por otro lado tenemos la leucemial/linfoma de células T del adulto (ALLT)
la cual es una linfoproliferacion maligna de células T CD4+ que se caracteriza por
la integracién clonal del provirus de HTLV-1 en las células tumorales (Journo y
Mahieux, 2011).

Solo alrededor del 1% de portadores asintomaticos progresa a ATL, se
produce después de aproximadamente 2-4 décadas de latencia clinica. Por el
contrario, para la progresién de la enfermedad HAM/TSP, normalmente se da
dentro de unos pocos afios de la infeccion. En cualquiera de los casos, el virus ha

evolucionado conjuntamente con su hospedador a mantener durante toda la vida



persistencia de una exacerbacion ocasional de manifestaciones patoldgicas
(Kannian y Green, 2010).

La probabilidad de que las personas infectadas desarrollaran ATL es del 4%
(Ferreira et al., 2010). La interaccidn prolongada y relacion compleja entre el
huésped y el virus que llevan al desarrollo de ATL no han sido aclaradas. La Tabla

3 muestra las cuatro clasificaciones principales de ATL (Lairmore et al., 2011).

Tabla 3. Formas de presentacion clinica de leucemia / linfoma de células T

del adulto
Tipo ATL Presentacion clinica
Indolente Recuento de globulos blancos normal, con menos de 3% de
linfocitos atipicos. Limitado a las lesiones cutaneas.
Cronica Linfocitosis, lesiones de la piel, higado y el pulmdn,

adenopatias.

Linfomatosa | Linfoma de células T no Hodgkin. Recuento de glébulos
10-15% blancos normal, con 1% o menos de linfocitos atipicos.
Dafo cutaneo y predominan linfadenopatias. Se pueden
presentar dafnos en el sistema nervioso central.

Leucemia Leucemia de células T, con hipercalcemia, lesiones
75% osteoliticas, adenopatias, afectacion visceral o)
leptomeningea, infecciones oportunistas.

Un mayor recuento de leucocitos, elevacidn de deshidrogenasa lactica
(DHL) y los niveles de calcio son los marcadores de peor pronéstico. Los linfocitos
atipicos que son pleomorficos, lobulados y con importantes anomalias nucleares
(Células en flor) se encuentran en la sangre periférica. Si no se trata rapidamente
es fatal, la muerte es causada por complicaciones pulmonares, infecciones

oportunistas, sepsis e hipercalcemia (Ferreira et al., 2010). En la tabla 4 se



resumen las caracteristicas clinicas de las enfermedades y sindromes asociados a
HTLV-1 (Lairmore et al., 2011).

En los ultimos diez afos, se ha acumulado evidencia de que, ademas de
HAM/TSP y ATLL, la Infeccion por HTLV-1 es capaz de causar una variedad de
enfermedades incluyendo uveitis, la enfermedad periodontal, sindrome seco,
artropatia asociada por HTLV-1, y un gran numero de enfermedades neuroldgicas.
Es especialmente llamativo que estos hallazgos se producen en un grupo grande
de individuos tradicionalmente considerado como portadores asintomaticos de
HTLV-1. La Tabla 5 resume las entidades clinicas mas comunes asociadas con el
HTLV-1 (Goncalves et al., 2010)

Tabla 4. HTLV-1 asociado a enfermedades y sindromes

Enfermedad o | Caracteristicas clinicas y resultados patolégicos
Sindrome

Mielopatia
asociada a HTLV- | v Espasticidad de extremidades inferiores,
1 | paraparesia | hiperreflexia, trastornos y debilidad muscular,

espastica incluyendo la disfuncion del esfinter de la vejiga
tropical (HAM /| urinaria y los intestinos; clinicamente pueden
TSP) solaparse con la esclerosis multiple.

v Mielopatia cronica progresiva, con el dafio
preferencial de la médula espinal toracica.

v Desarrollo de lesion temprana caracterizada por
infiltrados  compuestos  predominantemente  por
macrofagos, células T CD4+, y niveles detectables de
tax RNA HTLV-1 en las lesiones.

v Se caracteriza por multiples lesiones de
sustancia blanca, tanto en la médula espinal y cerebro
que implica la desmielinizacion perivascular y
degeneracion axonal, raramente, sindrome cerebeloso
con ataxia y temblor intencional.

4 Lesiones tardias (> 4 afios) predominan las
células T CD8+ con menos tax RNA.




v El liquido cefalorraquideo contiene altos niveles
de citoquinas proinflamatorias, incluyendo IFN-y, TNF-
a, IL-1 e IL-6, asi como un mayor numero de linfocitos
activados.

La leucemia /| Vv Cuatro clasificaciones basadas en los signos
linfoma de | clinicos incluyen: asintomatico, pre-leucemia crénica
células T del | ardiente y agudo

adulto (ALLT)
v Los sintomas clinicos pueden incluir malestar
general, fiebre, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia,
hipercalcemia, lesiones Oseas liticas, deshidrogenasa
lactica elevada, aumento de receptor de la interleucina
2, infiltrado en la piel, ictericia, pérdida de peso, y
varias infecciones oportunistas, como Pneumocystis
carinii

v Malignidad agresiva de los linfocitos T, que se
caracteriza por multiples marcadores de superficie
celular distintos.

v La leucocitosis puede incluir la morfologia de las
células atipicas, nucleo multilobulado (células como-
flor).

v Los criterios de  diagndstico incluyen
seropositividad de HTLV-1, leucocitosis, aumento de
los niveles séricos de IL-2 y receptor de LDH,
demostracién  neoplasicas de las células T con
morfologia nuclear polilobulada (células-flor), y
clonalmente genomas integrado HTLV-1 dentro de los
cromosomas de linfocitos neoplasicos.

Los mecanismos relacionados con la capacidad de HTLV-1 para aumentar
la susceptibilidad o influir en el curso clinico de otras enfermedades no se

entienden completamente (Gaspar-Sobrinho et al., 2010)



Diversos estudios han evidenciado la asociacion de la infeccién de HTLV-1
con endocrinopatias y otros trastornos metabdlicos tales como enfermedades
tiroides, diabetes mellitus tipo | vy

autoinmunes de la hipercalemia,

pseudoparatiroidismo (Alves y Dourado, 2010).

Ademas, la infeccion por HTLV-1 puede influir en la respuesta del sistema
inmunoldgico a otros agentes patdégenos, aumentando la susceptibilidad y la
modificacion de las manifestaciones clinicas de la estrongiloidiasis, tuberculosis, la
esquistosomiasis, y sarna. La patologia relacionada con la infeccién por HTLV-1 se

asocia con una respuesta inmune exagerada y modulacién inapropiada con alta

carga proviral (Gaspar-Sobrinho et al., 2010).

ABLA 5. Correlacion entre las enfermedades asociadas con el HTLV-1 y las
manifestaciones clinicas mas comunes.

HAM/TSP ALT HTLV asociada Portador
a uveitis asintomatico
Neurolégico Polineuropatia HAM/TSP Polineuropatia
Dermatitis Dermatitis ictiosis
Dermatoloégico infecciosa, infecciosa, sarna adquirida,
ictiosis adquirida | con costra dermatofitosis
Oftalmoloégico Uveitis Uveitis,
conjuntivitis
Urolégico Incontinencia
urinaria,
disturbios
sexuales
Polimiositis, Sindrome  de | polimiositis,
Reumatolégico | tiroiditis, Sjogren fibromialgia
Sindrome de
Sjogren,
Artropatia
Pulmonar Neumopatia
Psiquiatria Depresién Depresion




Strongyloides
Infecciones stercoralis,
Sarna,
Tuberculosis,
Lepra

2.2.20 Epidemiologia

Las regiones endémicas con tasas relativamente mas elevadas de infeccién
por HTLV-1, se agrupan en el sur de Japon, el Caribe, Sur América, el sur de

Estados Unidos, Africa ecuatorial y noreste de Iran (Abbaszadegan et al., 2008).

Se estima que HTLV-1 infecta de 15 a 20 millones de personas en todo el
mundo. La prevalencia de anticuerpos varia de 0,2 a 10% entre los adultos,
dependiendo del area geogréafica. En algunos lugares aumenta con la edad
alcanzando eventualmente de 20 a 50% de la poblacion femenina y por encima de

los 60 afios (Journo y Mahieux, 2011).

En pacientes infectados por HTLV-1, solo el 6,6% de los varones y el 2,1%
de las mujeres desarrollan ATL. EI HTLV-2 es mas frecuente entre los

consumidores de drogas intravenosas (Kannian y Green, 2010).

Las altas tasas de prevalencia en la poblacién general se observan en el
sur de Japon (10%), en Jamaica y Trinidad y Tobago (6%), Guinea-Bissau,
Camerun y Benin (5%). En América del Sur (Argentina, Brasil, Colombia y Peru) se
observd una prevalencia del 2% de seropositividad entre donantes de sangre
(Ferreira et al., 2010).

La prevalencia media fue encontrada en donantes de sangre de Chile
(0,73%) y Argentina (0,07%). En Brasil, Colombia y Peru, la prevalencia varia
considerablemente de acuerdo a la zona y se han correlacionado con la latitud y la

altitud en algunos paises. En Brasil, la prevalencia mas alta fue descrita en la zona




central y la costa (1,35%), con prevalencias bajas en el norte y el sur (0,08%). En
Colombia, una prevalencia de 4,3% fue reportado para las zonas con baja altitud y

0,73% se informd en areas de gran altitud (Goncalves et al., 2010).

2.2.21 Métodos diagndsticos

De acuerdo con la norma brasilefia, el cribado de HTLV-1/2 entre donantes
de sangre debe ser realizada por una prueba muy sensible, tal como un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) o una prueba de
quimioluminiscencia. El uso de una segunda prueba para confirmar la reactividad
de una muestra no es obligatorio. La mayoria de los bancos de sangre utilizan
ELISA como prueba de cribado de HTLV-1/2. Si el resultado es positivo o
indeterminado, la muestra se prueba de nuevo utilizando ELISA por duplicado. Si
sigue siendo positivo o indeterminado, los productos sanguineos asociados se
descartan. Se le pide al donante que proporcione una segunda muestra, y si es
ELISA-positivo o indeterminado, se utiliza para confirmar el estado serolégico una
de prueba Western blot (WB). Este algoritmo tiene un alto costo, por lo que el uso
de WB no esta disponible en todos los centros de sangre de Brasil. Ademas, se
genera una tasa relativamente alta de resultados no concluyentes, debido
especialmente a la naturaleza de resultados indeterminados del WB. La deteccion
del genoma viral de muestras usando PCR es un estandar de oro, con alta
sensibilidad y especificidad. Su uso, que fue inicialmente restringido a los estudios
de investigacion, se esta volviendo mas y mas aplicable a los servicios de rutina
debido a la reduccion en los costes de reactivos de biologia molecular y la

introduccidon de métodos de PCR en tiempo real (Gomes et al., 2010).

Los resultados indeterminados en la prueba confirmatoria pueden ocurrir.

Las razones mas frecuentes para los resultados indeterminados son el periodo de



ventana, la presencia de una variante viral, y una reaccién no especifica del suero
del paciente a los antigenos virales. El PCR HTLV-1 que detecta DNA proviral, se
ha utilizado para aclarar los resultados indeterminados y también como prueba de

confirmacion (Goncalves et al., 2010).

El agente causante y la importancia médica del estado seroindeterminado
de HTLV-1 no estan claros. Un numero de posibles explicaciones se han
proporcionado para esto, incluyendo (i) infeccién con una forma de HTLV-1
truncada o suprimida, (i) la infeccion con un nuevo retrovirus teniendo una
homologia significativa con HTLV-1, y (iii) la infeccién con prototipo HTLV-1 con
cargas virales que estan por debajo de la gama de los métodos actuales de
deteccion. Estudios previos han tenido un éxito limitado en el tratamiento de estas
posibilidades. La presencia de la forma truncada de la proteina gp46 de HTLV-1
podria haber estado implicada como agentes potencial de enfermedad en un
numero de casos. Esta forma truncada de HTLV-1 podria teéricamente generar un
patron de bandas incompleto en un Western Blot HTLV-1 debido a la ausencia o

alteracion del epitopo inmunodominante virico crucial (Abbaszadegan et al., 2008).

El HTLV-1 es un virus que casi nunca sale de las células humanas. Por eso,
a diferencia del VIH, la carga viral del HTLV-1 en plasma es indetectable. Sin
embargo, existe una manera alternativa para estimar la cantidad de virus: la carga
proviral. La carga proviral es la proporcion de células mononucleares de sangre
periférica que contiene el ADN del HTLV-1 en su genoma. Se ha demostrado que
las personas con enfermedades asociadas a HTLV-1 suelen tener en promedio
valores mas altos de carga proviral que los portadores asintomaticos (Gotuzzo et
al., 2010).

2.2.22 Coinfeccion VIH/HTLV



Dado que el HTLV-1 presenta tropismo por los linfocitos T CD4+, y el HTLV-
2 infecta preferentemente a células T CD8+, las interacciones resultantes de la
coinfeccion por el VIH-1 es probable que sean diferentes. Aunque no existe un
cuerpo de evidencia que sugiera que la infeccion por HTLV-2 es un factor protector
contra la progresion del SIDA en los pacientes coinfectados, la situacion es muy
diferente para la coinfeccion HTLV-1. Algunos informes apoyan la hipotesis de que
la coinfeccion HTLV-1 acelera la progresion del SIDA, pero hay otros resultados
que sugieren que no causa ningun efecto perjudicial sobre la enfermedad del VIH-
1 (Brtites et al., 2009)

La infeccion crénica por el VIH se asocia con inmunodeficiencia, causada
por la progresiva deplecion de linfocitos CD4. La infecciéon por HTLV-I también
puede estar relacionada con un cierto grado de perturbacion de la respuesta
inmune entre los pacientes que albergan el virus, pero por lo general no presentan
clinica. Mientras que hay evidencia que sugiere que la coinfeccidn por virus
VIH/HTLV puede modificar la clinica y el hallazgo de laboratorio durante el curso

de la infeccion por el VIH (Brites et al., 2011).

El impacto real del HTLV-1 en la coinfeccion VIH es todavia una cuestion
sin resolver. Varios informes publicados en las dos ultimas décadas proporcionan
resultados contradictorios. Uno de los primeros informes sobre el potencial
impacto de la coinfeccién en la progresion del SIDA se publicé en 1989, y sugirid
que podria estar relacionado a un estado clinico adverso. Sin embargo, el
pequefio tamafo de la muestra y el disefio transversal no lo hicieron permitir
cualquier forma de asociacion concluyente. En 1994, Schechter, et al. evaluaron a
27 pacientes coinfectados, en un estudio de casos y controles, se detectd que la
coinfeccion fue asociada con recuentos de linfocitos CD4+ mas altos, mas
enfermedad clinica avanzada y mayores niveles de beta 2-microglobulina que los

pacientes infectados por solo VIH. Un exceso de 82% en el recuento de CD4+ fue



estimado para pacientes coinfectados, sin ningun beneficio inmunolégico
detectable (Brtites et al., 2009).

La preocupacion por la evolucién clinica, como resultado de la coinfeccion
por HTLV-1 y el VIH ha adquirido una especial relevancia en los ultimos afos,
frente a la creciente evidencia que muestran que: a) la coinfeccién es frecuente en
varias regiones geograficas en el sur de Africa b) se ha demostrado que los
pacientes coinfectados presentan linfocitos TCD4+ estables con independencia de
su progresion a SIDA, que por cierto podria enmascarar la inmunosupresion con la
consiguiente inadecuada decision en cuanto al inicio de la terapia antirretroviral y
la profilaxis a las infecciones oportunistas. La situacion ha de ser agravada por el
hecho de que ni cura ni tratamiento efectivo esta todavia disponible para la
infeccion por HTLV de tal manera que los médicos son incapaces de controlar los

efectos ejercidos por el virus (Samo et al., 2010).

2.3 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

OBJETIVOS ESPECIFICOS VARIABLE INDICADORES

Determinar el contaje de | Contaje de linfocitos T | cel/mm® CD4*/CD8*/CD3*
linfocitos T CD4*/CD8*/CD3" | (Dependiente)
por citometria de flujo a

pacientes coinfectados y a | Coinfeccién (independiente) Infecciéon por VHB: HBsAg+,
pacientes sin coinfeccion. Grupo [l:(VIH+/HBsAg+, HBcAb+, | HBcAb+,
HTLV-) Infeccién por HTLV1/2:
Grupo II:(VIH+/HBsAg-, HBcAb-, | Presencia de anticuerpos.
HTLV+)
Grupo llI: (VIH+/HBsAg+, HBcAb+,
HTLV+)

Sin coinfeccién (independiente) | Sin infeccion para VHB:
Grupo IV: (VIH+/HBAgs-, HBcAb-, | HBAgs-, HBcADb-,

HTLV-) Sin Infeccion por HTLV1/2:
Ausencia de anticuerpos.

Determinar carga viral VIH-1 | Carga viral VIH-1(Dependiente) copias/mL
a través del método bDNA
System a pacientes | Coinfeccion (independiente) Infeccion VHB: HBsAg+,
coinfectados y a pacientes | Grupo |: (VIH+/HBsAg+, HBcAb+, [ HBcAb+,




sin coinfeccion.

Comparar el comportamiento
del contaje de linfocitos T
CD4+/CD8+/CD3+ y carga
viral VIH-1 en pacientes
coinfectados y en pacientes
sin coinfeccion mediante el
analisis estadistico

HTLV-)
Grupo II: (VIH+/HBsAg-, HBcAb-,
HTLV+)
Grupo llI: (VIH+/HBsAg+, HBcAb+,
HTLV+)

Sin coinfeccién (independiente)
Grupo IV:(VIH+/HBAgs-, HBcAb-,
HTLV-)

Coinfeccién
Grupo [I:(VIH+/HBsAg+, HBCcAb+,

HTLV-)
Grupo II:(VIH+/HBsAg-, HBcAb-,
HTLV+)
Grupo lI:(VIH+/HBsAg+, HBcAb+,
HTLV+)

Sin coinfeccién
Grupo IV:(VIH+/HBAgs-, HBcAb-,
HTLV-)

Infeccién por HTLV1/2:
Presencia de anticuerpos.

Sin infeccién para VHB:
HBAgs-, HBcAb-,

Sin Infecciéon por HTLV1/2:
Ausencia de anticuerpos.

Analisis Estadistico

CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo y diseiio de la investigacion

La investigacion es de tipo descriptiva.

Los estudios descriptivos miden o evaluan diversos aspectos, dimensiones

o componentes del fendmeno a investigar. Desde el punto de vista cientifico,

describir es medir (Hernandez et al., 2003).

Disefio no experimental y transversal.




3.2

La investigacion no experimental es la que se realiza sin manipular
deliberadamente las variables. Lo que hacemos es observar fendmenos tal y
como se dan en su contexto natural, para después analizarlos. Los disefos de
investigacion transeccional o transversal recolectan datos en un solo momento,
en un tiempo unico. Su propdsito es describir variables, y analizar su incidencia

e interrelacion en un momento dado (Hernandez et al., 2003)

Poblacion y Muestra

La poblacién estuvo constituida por los pacientes que acudieron a la UPRIC

y resultaron positivos a la prueba de VIH y confirmatorio en el periodo 2012-2013.

La muestra estuvo representada por todos aquellos pacientes VIH positivos
coinfectados con VHB (definida por HBsAg+, HBcAc+) o coinfectados con HTLV
(definida por anticuerpos HTLV1/2+) Por lo tanto se precisa un muestreo no

probabilistico de tipo intencional.

Una muestra intencional escoge sus unidades no en forma fortuita sino
completamente arbitraria, designando a cada unidad segun caracteristicas que
para el investigador resulten de relevancia. Estas muestras son muy utiles y se

emplean frecuentemente en los estudios de casos (Sabino, 1992).

El grupo control estuvo representado por los pacientes VIH positivos no
coinfectados con VHB (HBAgs-, HBcAc-) y ausencia de anticuerpos contra el
HTLV 1/2. Con base a lo descrito anteriormente, en este estudio la muestran
estara dividida en cuatro grupos, encontrandose distribuidos de la siguiente

manera:

Grupo I: (VIH+/HBsAg+, HBcAc+, HTLV-)



Grupo lI: (VIH+/HBsAg-, HBcAc-, HTLV+) COINFECTADOS
Grupo llI: (VIH+/HBsAg+, HBcAc+, HTLV+)

Grupo IV: (VIH+/HBAgs-, HBcAc-, HTLV-) NO COINFECTADOS
(GRUPO CONTROL)

Criterios de inclusiéon de la muestra: para el estudio fueron incluidos
todos aquellos pacientes que resultaron positivos para la prueba de VIH y
confirmatorio en el aino 2012-2013 por lo cual se trabajé con pacientes en estado

basal.

Para conocer el estado de coinfeccion en dichos pacientes se determinaran
anticuerpos contra el HTLV 1/2, y dos marcadores para infeccion aguda de VHB
(HBsAg y HBcADb).

3.3 Procedimiento
El paciente que decidié participar en el estudio, después de comprender y

firmar el consentimiento informado (anexo 1):

v Se le extrajo una muestra de sangre de 10 mL la cual fue distribuida en
dos porciones, donde 5ml se utilizaron para realizar las pruebas diagnosticas
HTLV 1/2 y VHB (anexo 2) y el resto para realizar el contaje de linfocitos T
CD4+/CD8+/CD3+ y carga viral VIH-1, indispensables para completar su
diagnéstico. Las muestras obtenidas sin anticoagulante fueron centrifugadas a
3000 r.p.m. durante 10 min para luego separar el suero y poder almacenarlo a

-20°C hasta el momento de su procesamiento.

v Se le indic6 que regrese dos semanas después, para retirar sus

resultados.



CONTAJE DE LINFOCITOS T CD3+/CD4+/CD8+

Las muestras de sangre de los pacientes deben reunir los siguientes

criterios:
» Recolectada en tubo VACUTAINER de EDTA
= Almacenada por no mas de 24 horas a temperatura ambiente (20-25°C)

Citometro de flujo

El citdmetro de flujo recurre a un rayo laser y un detector de luz para contar
células intactas aisladas en suspensién. Cada vez que una célula pasa por el rayo
laser, la luz del detector se desvia y esta interrupcion de la sefal laser se registra.
El laser excita las células que tienen un anticuerpo marcado con fluorescencia
unido a sus antigenos de superficie celular, de modo que emiten luz que un
segundo sistema detector localizado en angulo recto con el haz laser registra. La
forma mas sencilla del instrumento cuenta cada célula cuando pasa por el haz
laser, y registra el grado de fluorescencia que la célula emite; una computadora
conectada al sistema genera graficas del numero de células como coordenadas y

su intensidad de fluorescencia como abscisas (kindt et al., 2007).
Resultados del paciente:

= Los conteos absolutos de y CD8 son los conteos de linfocitos CD4+, CD8+,

CD3+ respectivamente

= El conteo absoluto de CD3 se reporta como el promedio del valor total de
CD3+ obtenido de los tubos CD4/CD3 y CD8/CD3

= (CD4/CDS8 es la relacion de linfocitos CD4+CD3+ a linfocitos CD8+/CD3+

Tecnologia del ADN ramificado



En el mas reciente de los ensayos de tercera generacion de bDNA, los
oligonucledtidos especificos (extensor de captura, extensores de etiqueta), se
hibridan fuertemente al acido nucleido diana. Los extensores de captura estan
disefiados para hibridar el objetivo y las sondas de captura estan conectadas a los
micropocillos de la placa (figura 9). Los extensores de etiqueta estan disefiados
para hibridar con regiones contiguas el objetivo y para proporcionar las secuencias
de hibridacion de un preamplificador de oligonucleétidos La amplificacion de la
sefnal comienza a continuacién con sondas de hibridacion preamplificadoras para
los extensores de etiqueta. El preamplificador forma un hibrido estable sélo si se
hibrida con dos extensores de etiqueta adyacentes. Otras regiones en el
preamplificador se disefados para hibridar con multiples moléculas de
amplificador bDNA que crea una estructura ramificada. Por ultimo, los
oligonucledtidos marcados con fosfatasa alcalina, que son complementarios a las
secuencias de amplificador bDNA, se unen a la molécula bDNA por hibridacion.
(Tsongalis, 2006).

El ensayo VERSANT HIV-1 RNA 3.0 (bDNA) es un procedimiento sandwich
de hibridizcion de acido nucleico para la cuantificacion directa de ARN del VIH-1
en plasma humano. En primer lugar el VIH-1 se concentra a partir del plasma por
centrifugacion. Una vez que el ARN gendmico del VIH-1 se libera de los viriones,
se captura en un micropocillo mediante un conjunto de sondas de captura de
oligonucledtidos sintéticos especificos. Un conjunto de sondas diana se hibridan al
ARN viral y a las sondas del amplificador. Las sondas de captura, que constan de
17 extensores de captura individuales, y las sondas diana, que constan de 81
extensores diana individuales, se acoplan a distintas partes del gen pol del ARN
viral. La sonda del amplificador se hibrida al preamplificador formando un complejo
de ADN ramificado.
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Fig. 9 Tecnologia del ADN ramificado (Tsongalis, 2006).

Varias copias de una sonda marcada con fosfatasa alcalina se hibridan a
este complejo inmovilizado. La deteccion se alcanza incubando el complejo con un
sustrato quimioluminiscente. La emision de luz es directamente proporcional a la
cantidad de ARN del VIH-1presente en cada muestra y el analizador registra los
resultados como unidades relativas de luz. Se define una curva patréon por la

emision de luz de estandares que contienen concentraciones conocidas del virus



VIH-1. Las concentraciones de ARN del VIH-1 en las muestras se determina a

partir de esta curva estandar (Siemens, 2008).
Calibracién del ensayo

Montar los seis estandares del kit en cada ensayo. La curva estandar se

usa para determinar la carga viral de cada muestra
Control de calidad

Para supervisar el funcionamiento del ensayo, deben incluirse tres controles

en cada ensayo. Tratar los controles de la misma forma que trataria las muestras.
Limites de cuantificacion

El intervalo de cuantificacion del ensayo es de 50 a 500.000 copias de ARN del

VIH-1 por mililitro. Los resultados del ensayo se presentan de la siguiente forma:

» Los valores menores que el limite inferior de cuantificacion se presentan

como <50 copias de ARN del VIH-1 por mililitro.

» Los valores comprendidos entre los limites de cuantificacion inferior y

superior se presentan como cuantificaciones

= Los valores mayores que el limite superior de cuantificacion se presentan
como >500.000 copias de ARN del VIH-1 por mililitro.

3.4 Procesamiento de los datos
Elaboracion de tablas de contingencia segun el grupo de pacientes

coinfectados VIH/VHB, VIH/HTLV y pacientes sin coinfeccion.

3.5 Analisis de Datos:

Sobre las variables consideradas en el presente trabajo se calcularon los

estadisticos descriptivos media aritmética (x ), desviacion estandar (S), error



estandar de la media (EE), coeficiente de variacion (%CV), valores minimo (Min) y

maximo (Max), y se construyeron los intervalos al 95% de confianza para las

medias poblacionales p.

Para verificar si hay diferencias significativas entre las medias poblacionales
de los grupos considerados en este trabajo se aplicé la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis y su correspondiente prueba de comparaciones multiples. Se
calcularon los coeficientes de correlacidn no paramétrico de Spearman a fin de
verificar si hay asociacion entre las variables consideradas, especialmente con el
contaje de linfocitos CD4 y la carga viral. Se trabajo al nivel de significaciéon de 5%,

por lo cual una diferencia o asociacion se decreto significativa siempre que p<0,05.

Los datos se procesaron utilizando los programas estadisticos Statistix 9.0 y

Minitab 16.0, ambos bajo ambiente Windows.

CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Las infecciones por el VIH y por el VHB siguen siendo uno de los

principales problemas de salud publica a escala mundial. Se estima que un 6-10%



de los sujetos con infeccién por VIH tienen infeccién crénica por el VHB. En los
ultimos afos, la coinfeccion por el VHB ha generado una causa importante de
morbilidad y mortalidad entre los pacientes VIH positivos. En toda Europa,
aproximadamente el 9% de los pacientes VIH positivos estan coinfectados con el
VHB (Toro et al., 2006 y Gerettiet al., 2010).

En relacion al componente demografico encontrado en el presente estudio
se evaluaron un total de 364 pacientes recién diagnosticados a la prueba VIH y
confirmatorio que acudieron a la UPRIC en el periodo agosto 2012 - agosto 2013
con edades comprendidas entre los 16 a 68 afios. Segun la distribucion por grupo
etario y sexo de los pacientes incluidos en el estudio, la tabla 6 refleja que el grupo
con mayor cantidad de personas infectadas fueron adultos jévenes=132 (36,3%)
con edades comprendidas entre 26 a 35 afos, seguido de n=130 (35,7%)
personas con edades comprendidas entre 16 a 25 afios. Ambos grupos
representan la mayoria de la muestra estudiada con el 72% de pacientes, siendo

el sexo masculino el mas frecuente (83,8%).

Tabla 6. Distribucion de la edad segun el sexo de pacientes que acudieron a la
UPRIC

SEXO
FEMENINO | MASCULINO | TOTAL
EDAD | <25 15 115 130 (35,7%)
26-35 24 108 132 (36,3%)
36-45 11 46 57 (15,7%)
46-55 5 25 30 (8,2%)




56-65 4 10 14 (3,8%)
>65 0 1 1(0,3%)
TOTAL 56 (16,2%) | 305 (83,8%) | 364 (100%)

En Venezuela se estima que la epidemia es de tipo concentrada, con una
prevalencia en la poblacion general menor del 1% y superior al 5% en grupos de
poblacion mas vulnerable, especialmente en hombres que tienen sexo con
hombres (HSH). Si bien los conocimientos sobre formas de prevencion y
transmision del VIH son considerables en mas de dos tercios de la poblacion de
HSH, dicho conocimiento pareciera no traducirse en comportamientos adecuados.
Menos de la mitad (42,3%) de los HSH utiliza conddn, principalmente aquellos que
estan entre las edades de 18 y 25 afos (Republica Bolivariana de Venezuela,
2012). Esto podria de alguna manera explicar el mayor numero de casos de VIH
en los hombres. Sin embargo, se puede plantear que en algunos estudios se ha
notado que las mujeres se estan equiparando con respecto a los hombres a nivel
mundial (Sandoval et al., 2009). En la informacion proveniente de la notificacion
regular que realizan las Coordinaciones Regionales del Programa Nacional de
SIDA/ITS en Venezuela es evidente el incremento de casos de VIH en pacientes
femeninas durante los ultimos anos, donde en el 2008 se registraron 1.833 casos,
en el 2009 2.487 casos y para el 2011 fueron registrados 2.513 casos (Republica

Bolivariana de Venezuela, 2012).

Asi mismo es importante resaltar el alto porcentaje de pacientes jovenes
infectados con VIH donde la edad media se ubic6 en 31,72 y el 76% de los casos
es representado por el grupo de pacientes con edades entre 16 y 35 afios. Al
comparar estos resultados con los de Tovar et al. (2008), donde la edad promedio
se ubico en los 37,25 anos y el grupo de 28 a 37 afios fue el que presento el
mayor numero de casos (39,7%) se podria decir las personas se estan infectando

en edades tempranas, por lo que se deben guiar estrategias de orientacion sexual



adecuada a este grupo de pacientes que representa la poblacidn joven y
reproductiva del pais. Alrededor del mundo se estima que la mitad de los
contagios ocurren antes de los 25 afos, en el caso del VIH se debe tomar en
cuenta el periodo de incubacion del virus, por lo que diversos estudios, cifran que
las personas VIH acuden a servicios especializados para su atencion después de

internalizar que deben vivir con el VIH.

Un reciente estudio sobre la influencia del VIH en la hepatitis B crénica
realizado en 132 homosexuales coinfectados sugiere que VIH se asocia a una
mayor replicacion del VHB y a un mayor riesgo de fibrosis, pero no de inflamacién,
apuntando la hipodtesis de que, a pesar de la inmunodeficiencia por VIH, la
progresion de la fibrosis puede ocurrir en presencia de una actividad inflamatoria
minima. Los valores de ALT son significativamente mas bajos en los pacientes VIH
positivos que en los VIH negativos. Estas observaciones son consistentes con la
patogenia inmunolégica del VHB en sujetos VIH positivos, donde Ila
inmunodepresion asociada al VIH lleva a una menor inflamaciéon hepatica. El
riesgo de desarrollar cirrosis fue 4 veces mas elevado y el grado de fibrosis mas
intenso en un estudio que compard biopsias hepaticas de pacientes coinfectados
con aquéllas de sujetos VIH negativos. Esto sugiere que el proceso de
fibrogénesis esta facilitado en los pacientes VIH positivos, aun con una actividad
inflamatoria menor y por ello se observan mayores grados de fibrosis hepatica
(Gonzalez-Garcia et al., 2002).

La presencia de infeccion activa por VHB se observo en un 2,7% (10/364
muestras) de los pacientes infectados por VIH recién diagnosticados (estado
basal), lo cual se evidencid por la deteccion del HBsAg y HBcAc en la muestra
estudiada. Se obtuvo evidencia de infeccion pasada por el VHB en el 16,8%
(61/364) de las muestras analizadas definida por la presencia del HBCAc y

ausencia del HBsAg. El 80,5% (293/364) de los pacientes no presentaron



confeccion VIH/VHB resultando ambos marcadores negativos como lo refleja la
tabla 7.

TABLA 7. Frecuencia de confeccién VIH/VHB

Hbcore Total
Positivo | Negativo
HbsAg Positivo 10 0 10
(2,7%) (0,0%) (2,7%)
Negativo 61 293 354
(16,8%) | (80,5%) (97,3%)
Total 71 293 364
19,5% 80,5% 100,0%

De igual forma esta baja prevalencia fue observada por Silva et al. (2006),
en pacientes con VIH/SIDA atendidos en el unico centro de referencia en el Estado
de Amazonas entre 1998-2003, donde 45 (6,4%) pacientes resultaron positivo al
HBsAg y 282 (40,2%) dieron positivo para el HBcAc como evidencia infeccion
pasada por VHB. En paises de Latinoamérica como Argentina se han encontrado
prevalencias muy diversas. Entre septiembre 2004 y febrero 2005 Ia
seroprevalencia de marcadores de HBV se ubico en el 41,5%, mientras que la
presencia de HBcAc como unico marcador fue encontrado en el 29,3% y el 9% de
los pacientes coinfectados presenté portacion cronica de HBsAg (Lauferet al.,
2007). Por otro lado en el sur de la India Saravanan et al. (2007), detectaron la
coinfeccion VIH/VHB en 45/500 (9%) pacientes.

La respuesta inmune al VHB no es 6ptima en el contexto del VIH, llevando
a una disminucién de la frecuencia en la seroconversion del HBsAg. Los
mecanismos subyacentes a la respuesta inmune adaptativa al VHB en pacientes
HIV coinfectados también pueden ser utiles en la comprension y control de la
progresion de la enfermedad VIH/VHB. La activaciéon de las células T CD8+ VHB

especificas, juegan un papel clave tanto en el control de la replicacion del VHB y



en la patogénesis de la enfermedad del higado, donde es claramente afectado en
infeccion concomitante por VIH. Esto podria explicar por qué la infeccion aguda
por VHB tiende con frecuencia a evolucionar hacia la cronicidad en pacientes

coinfectados por el VIH (Lacombeet al., 2010).

Las células T especificas del VHB desempefian un papel clave tanto en el
control de la replicacion del VHB y en la patogénesis de la enfermedad hepatica.
Chang et al. (2004), examinaron las respuestas de células T-VHB especificas en
pacientes coinfectados con VIH/HBeAg-positivo y VIH/HBeAg-negativo con
tratamiento al VHB. No hubo diferencias significativas en la magnitud global de las
respuestas de células T-VHB especifico, pero la calidad de la respuesta fue
significativamente afectada en pacientes coinfectados VIH-1/VHB en comparacion
con los pacientes monoinfectados. En los pacientes coinfectados, las células T-
VHB especifico rara vez producen mas de una citoquina y responden a un menor
numero de proteinas del VHB que en los pacientes monoinfectados. En general, la
frecuencia y la calidad de las respuestas de células T-VHB especifico aumentaron

con un recuento de células TCD4+ superior.

Al realizar el contaje de linfocitos T CD4*/CD8*/CD3" y carga viral de VIH-1
a pacientes coinfectados y a pacientes sin coinfeccién se observdé que para la
mayoria de las variables el comportamiento es bastante homogéneo, lo cual se
refleja en los valores de las medias muestrales de cada grupo. La tabla 8 muestra
los estadisticos descriptivos para los grupos de pacientes considerados en el

estudio.

Dado que las variables presentaron distribuciones muy alejadas de la
normalidad, se prefirié la aplicacion de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis,
la misma indic6 que no hay diferencias significativas entre los grupos
considerados, el marcador CD4 (KW=0,67; p=0,7163), CD8 (KW=0,22; p=0,8957),
CD3 (KW=0,34; p=0,8446), CD4/CD8 (KW=0,38; p=0,8272) y Carga



Viral(KW=1,67; p=0,4341), estos resultados se explican faciimente al observar no
solo los valores promedios cercanos entre si, sino ademas por la fuerte
heterogeneidad o elevada varianza de las variables estudiadas, lo cual se refleja

en los elevados coeficientes de variacidon obtenidos, todos superiores a 30%.

Tabla 8. Estadisticos descriptivos clasificados por grupo.

Grupo N S EE %CV  Min Max ICos%(p)

CD4 Coinfectado 10 385,1 319,45 101,02 82,954 4 961 156,58 - 613,62
VIH/VHB



HBcore 61 387,02 286,33 36,661 73,984 7 1235 313,68 - 460,35
Sin

‘. 293 412,18 283,53 16,564 68,786 3 1501 379,58 - 444,78
confeccion

CD8

inf
Coinfectado '\~ 50 43238 13673 37,842 644 2100 8333 - 14519

VIH/VHB

HBcore 61 1233,70 597,21 76,464 48,409 149 2100 1080,7 - 1386,6
Sin_’ 293 1222,30 519,94 30,375 42539 111 2610 1162,5 - 1282,1

confeccion

CD3

Confectado 15 1643 66114 200,07 4024 808 3039  11701-21159

VIH/VHB

HBcore 61 1821,7 948,41 121,43 52,062 288 3500 1578,8 - 2064,6
Sm_’ 293 1837,6 1162,2 67,898 63,248 125 16663 1703,9 -1971,2

confeccion

Coinfectado (349 03386 01071 97,013 0 147  0,1068- 05912

VIH/VHB
CD4/
CcD8 HBcore 61 0,3657 0,3852 0,0493 105,32 0,01 2,81 0,2671 - 0,4644
Sin” 293 0,3742 0,3161 0,0185 84,463 0,01 2,5 0,3379 - 0,4105
confeccion

cv

inf
Coinfectado ) ) 070 23305 730982 10948 5690 75255  4633.7 - 38105

VIH/VHB

HBcore 61 77552 119380 15285 153,94 391 500000 46977 - 108126
Sin_’ 293 61403 101307 59184 164,99 62 500000 49755 - 73051

confeccion

La figura 10 y 11 muestra el caso particular del contaje de linfocitos T CD4+
y la carga viral, en donde las lineas del error estandar dan una idea de lo
heterogéneo de los valores en esta distribucion y se puede observar como el
contaje de linfocitos T CD4+ es muy similar en los distintos grupos, caso contrario

a la carga viral donde resulto ser menor en los pacientes coinfectados.

Fig. 10 Contaje de linfocitos TCD4+ promedio clasificada por grupo.



Fig. 11 Carga viral promedio clasificada por grupo.

Similar a esta investigacion se encuentra Gutiérrez et al. (2012), donde la
presencia de infeccién activa por VHB se presentdé en un 15% (280/1.846
muestras) de los pacientes infectados por VIH. En dicho estudio no se observo
asociacion entre la presencia de marcadores serologicos especificos de hepatitis
B 6 C y bajos 6 elevados valores de carga viral del VIH-1 y de la relaciéon entre
linfocitos T CD4+/CD8+, sugiriendo que la coinfeccion por VHB 6 VHC no se
asocia a los estatus virolégico e inmunolégico de pacientes infectados por VIH en
comparacion con aquellos individuos seropositivos de la poblacién evaluada que

presentaron serologia negativa para estas hepatitis virales.

Del mismo modo Law et al. (2004), evaluaron el impacto de la coinfeccion
de la hepatitis viral en la enfermedad por HIV. Curiosamente, la mediana de las
reducciones de ARN del VIH (log10 copias/ml) fue de aproximadamente 1,5 para
los pacientes monoinfectados como para los coinfectados VIH/VHB desde la
semana 4 hasta la semana 48. La mediana de recuperacion de recuento de
células TCD4+ fue significativamente menor entre los pacientes coinfectados
VIH/VHB en la semana 4 (VIH, 62 células/ml; VIH/VHB, 29 células/ml), sin
embargo, en la semana 48 el recuento de las células TCD4+ fueron similares (VIH,
115 células/ml; VIH/VHB, 113 células/ml). Los autores indican que la recuperacion
retardada del recuento de células TCD4+ entre los pacientes coinfectados
VIH/VHB no se mantuvo, y no fue asociado con una mayor progresion de la

enfermedad por VIH.

Por otro lado Psevdos et al. (2010), con un 6,84% de pacientes

coinfectados por VHB demostraron que el aumento del recuento de células TCD4+



se asocia significativamente con la pérdida del HBsAg. Estudios anteriores
informan que un mayor numero de células TCD4+ inicial se asocia con la
seroconversion del HBeAg en los pacientes coinfectados que reciben tratamiento
con lamivudina. La respuesta de las células T CD4+ se cree que desempeiian un
papel critico en mantener el funcionamiento de forma activa de los linfocitos T

citotoxicos que ayudan en la liberacidn de citoquinas antivirales.

Llama la atencidn el hallazgo encontrado de los niveles de carga viral en el
grupo de pacientes coinfectados, la cual resulté ser baja en comparacién al resto
de los pacientes sin coinfeccion. Segun la literatura revisada el impacto que la
infeccidon por HBV tiene sobre la evolucion natural de la infeccién por VIH es aun
controversial. Algunos estudios han demostrado una mayor tasa de progresion al
SIDA entre individuos con marcadores serolégicos de exposicion al VHB, mientras
que otros no han podido evidenciar alteraciones en la progresion a enfermedad
por VIH (Laufer et al., 2007).

El VIH presenta tropismo por las células hepaticas y las células hepaticas
estrelladas. Cada vez hay mas evidencia de un efecto citopatico directo del VIH en
el tejido hepatico. Los caminos de la accién patégena del VIH son numerosos y
aun no estan completamente dilucidados. Una de estas vias esta relacionada con
CCRS5 y CXCRA4, los dos correceptores principales necesarios para la entrada del
VIH en las células huésped. Ellos se encuentran expresados en la superficie de
los hepatocitos y en las células hepaticas estrelladas, que participan en la
fibrogénesis. Datos recientes sugieren que el VIH y/o la glicoproteina gp120 del
VIH ligado al receptor CXCR4 presentes en los hepatocitos regulan el ligando
inductor de apoptosis relacionado al factor de necrosis tumoral. Segun los autores,
la infeccidn por VIH hace a los hepatocitos mas susceptibles al dafio hepatico
durante estados de enfermedad (tales como la infeccién por VHB) asociado con
una mayor produccion del ligando inductor de apoptosis relacionado al factor de

necrosis tumoral. Los datos experimentales recientes han sugerido la capacidad



del VIH para infectar células hepaticas estrelladas y promover su diferenciacion
miofifroblastica que conduce a la produccion de actina de musculo liso y colageno
(Lacombe 2010).

Debido al bajo porcentaje de pacientes coinfectados VIH/VHB obtenido es
necesario realizar un estudio a mayor escala que permita determinar si hay un
papel protector en cuanto a la coinfeccion del VHB con respecto a la replicacion de
VIH, como se pudo observar en los valores de carga viral disminuidos en el grupo
de pacientes coinfectados con respecto al grupo control en el presente estudio y
de esta manera evaluar ampliamente el efecto ejercido entre ambos virus. De igual
forma es importante resaltar que en la mayoria de los estudios revisados los

pacientes se encontraban recibiendo tratamiento antiretroviral.

Las interacciones reciprocas entre HIV y HBV resultan en problemas
especificos para el manejo de la coinfeccién HBV/HIV. Por ejemplo, se observa
una menor respuesta al interferon y una seleccion mas rapida de cepas
resistentes a lamivudina. Aun mas, el riesgo de seleccionar mutantes de HIV y/o
de HBV se contrapone a realizar monoterapia con un nucledsido/nucleétido en
estos pacientes, por lo que el tratamiento de ambas infecciones debe ser
coordinado cuidadosamente. Las guias actuales de tratamiento recomiendan no
tratar los pacientes que se encuentren en la fase de inmunotolerancia, ya que la
probabilidad de seroconversion del antigeno e no difiere de la alcanzada sin
tratamiento alguno; ni tampoco para los portadores inactivos, en quienes el
tratamiento no aportara beneficios. La terapéutica antiviral debe tener como
objetivo primordial lograr la cura de la infeccion con la desaparicion del antigeno
de superficie y la aparicion de anticuerpos contra el antigeno de superficie. Sin
embargo, es dificil alcanzar este objetivo ya que, la mayor parte del material
genético de HBV se encuentra en el higado en forma de ADN covalentemente
cerrado, constituyendo una forma de “escape” a la accion de la mayoria de los

antivirales en uso. Se plantea entonces como objetivo menos ambicioso detener la



progresion de enfermedad hepatica a cirrosis hepatica, previniendo la evolucion de
ésta y el desarrollo de carcinoma hepatocelular. Para ello se persigue lograr una
maxima y sostenida supresion viral. De esta manera, se considera como
respuesta al tratamiento a la desaparicion del ADN de HBV vy, en los individuos con
antigeno e positivo la desaparicion del mismo y la seroconversion a anti-HBe
(Laufer et al., 2007).

Las correlaciones no paramétricas de rango de Spearman de las variables
consideradas (tabla 9) con respecto al contaje de linfocitos TCD4+ presentaron la
misma tendencia tanto en forma general como para cada uno de los grupos, las
mismas fueron significativas para los grupos de pacientes con HBcAc de memoria
y en pacientes sin coinfeccion, para el grupo de pacientes coinfectados solo hubo
asociacion significativa en el contaje de linfocitos TCD3+, posiblemente por el
tamano de la muestra, sin embargo, es importante resaltar que todas presentaron
asociacion negativa con la carga viral, es decir, a mayor carga viral detectada,

menor contaje de linfocitos T CD4.

Tabla 9. Correlaciones de Spearman de las variables consideradas y el contaje de
linfocitos CD4.

CD8 CD3 CD4/CD8 cv
Grupo R p R P R P R P
Coinfectado 0,2364 0,4916 0,7697 0,0117 0,9119 0,0005 -0,5636 0,0958
Hbcore 0,4365 0,0005 0,6542  <0,0001 0,7928 <0,0001 -0,6635 <0,0001
SinCoinfeccion 0,3293  <0,0001 0,6106  <0,0001 0,8425 <0,0001 -0,5271  <0,0001
Total 0,3503  <0,0001 0,6231 <0,0001 0,8360 <0,0001 -0,5496  <0,0001

Es importante mencionar que el grupo de pacientes evaluados en la
investigacion eran de diagnostico reciente, lo que representa un estado basal de la
infeccion (sin haber recibido ningun tratamiento antirretroviral). Los 364 pacientes
fueron clasificados segun la distribucién del recuento de linfocitos T e

inmunofenotipificacién, de acuerdo con la clasificacién por categoria inmunolégica



del CDC (Tabla 10), el contaje de linfocitos T CD4+ reveld6 que 105 pacientes
(28,9%) recién diagnosticados con VIH registraron recuentos de linfocitos TCD4+
por debajo de 200 cels/mm?, valor considerado definitorio de SIDA. 139 individuos
(38,2%) exhibieron recuentos entre 200 a 499 cels/mm? conformando el grupo de
pacientes con VIH en evolucion hacia el SIDA, y 120 (33%) pacientes registraron

valores por encima de 500 cels/mm?>.

Tabla 10. Distribucién de los recuentos de linfocitos T e inmunofenotipificacién, de

acuerdo con la clasificacion por categoria inmunoldgica del CDC

Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje

acumulado

<200 105 28,8 28,8

200-499 139 38,2 67,0

=500 120 33,0 100,0
Total 364 100,0

Al observar la distribucién de los recuentos de linfocitos T CD4+ de acuerdo
con la clasificacion por categoria inmunoldgica del CDC con respecto a la edad
(tabla 11), se videncia que de 105 (28,8%) personas presentaron recuentos <200
cel/mm? de los cuales el 11,3% representan el grupo de 26 a 35 arfios de edad y de
las 139 (38,2%) personas que presentaron recuentos entre 200 y 499 cel/mm?
el14,8% representan el grupo de menores a 25 afos conformando el conjunto de

pacientes con VIH en evolucién hacia el SIDA.

Es importante mencionar que 4 pacientes con edades comprendidas entre
los 24 y 28 afios presentaron recuentos de linfocitos T CD4+ de hasta 5 cels/mm?.
Esto puede sugerir tres cosas: 1) Infeccion a temprana edad 2) Agresividad del
VIH 3)

consecuente deterioro de sistema inmunoldgico. El contaje de linfocitos TCD4+

Pueden ser individuos considerados progresores rapidos con el

menor a 200 células/mm? y/o historia o presencia de una enfermedad definitoria de



SIDA es considerada dentro de las condiciones que indican el inicio de la terapia

antirretroviral lo mas pronto posible.

Tabla 11. Distribucion de los recuentos de linfocitos T CD4+ por grupo

etareo de acuerdo con la clasificacion por categoria inmunolégica del CDC.

Linfocitos T CD4+
Total
<200 200-499 2500
EDA <25 17(4,7%) 54 (14,8%) 59 (16,2%) | 130 (35,7%)
D 26 - 35 41 (11,3%) | 52 (14,3%) 39 (10,7%) | 132 (36,3%)
36 -45 28 (7,7%) 17 (4,7%) 12 (3,3%) 57 (15,7%)
46 - 55 13 (3,6%) 9 (2,5%) 8 (2,2%) 30 (8,2%)
56 - 65 6 (1,6%) 6 (1,6%) 2 (0,5%) 14 (3,8%)
2 66 0 (0,0%) 1(0,3%) 0 (0,0%) 1 (0,3%)
Total 105 139 120 364
(28,8%) (38,2%) (33,0%) (100,0%)

Generalmente el tiempo entre la infeccion por el VIH y el desarrollo de
SIDA es de diez anos en promedio, pero un pequeio porcentaje de personas
infectadas, llamadas no progresores a largo tiempo, no desarrollan SIDA aun
después de diez anos de infeccion. Los pacientes no progresores a largo tiempo,
se caracterizan por ser asintomaticos, con infeccion por VIH por al menos ocho
anos, niveles bajos de ARN viral, estabilidad en el contaje de linfocitos T CD4+
(mayor a 500 células/mm3) y sin tratamiento antirretroviral. lgualmente, se ha
descrito una respuesta humoral contra el virus aumentada y una respuesta celular
citotoxica mediada por la actividad antiviral exacerbada de los linfocitos T
citotoxicos CD8+ (Ameli y Gutiérrez, 2007).

Para Admou et al. (2010), de 235 pacientes analizados, el 60,4% tenian un
recuento linfocitos T CD4+ menor a 200 células/ mm?, el 26% tenian un recuento
linfocitos T CD4+ entre 200 y 499 células/ mm?y sdlo el 13,6% mostré un nimero

de linfocitos T CD4+ menor o igual a 500 células/ mm?®. Esto es el reflejo de un



retraso significativo en el diagnodstico de pacientes infectados por el VIH
posiblemente debido a la falta de empleo de la prueba de VIH como rutina en la
poblacion sexualmente activa. Por lo tanto, este retraso puede poner en peligro la
gestion oportuna de las personas infectadas por el VIH y aumenta la propagacién

de la epidemia en el pais.

Dentro de las potenciales ventajas del inicio temprano de la terapia
antirretroviral tenemos que disminuye el desgaste del sistema inmune y la
evolucion del VIH, evita la presentacidn de infecciones oportunistas y neoplasias

asociadas al sida alargando la expectativa de supervivencia en cada paciente.

El diagndstico e inicio tardio del tratamiento antirretroviral estan fuertemente
asociados con la salud negativa de los individuos infectados, incluyendo los
aumentos de linfocitos TCD4+ subodptimos con tratamiento, la alta tasa de
infecciones oportunistas, y el aumento de riesgo de mortalidad. Es por ello que la
identificacion temprana del VIH y el seguimiento puntual son fundamentales para
mejorar el estado del paciente y la reduccion de la transmision del virus (Tang et
al., 2014).

Govender et al. (2014), indicaron que la mayoria de los adultos
asintomaticos en estado basal tuvieron un recuento bajo de linfocitos TCD4+
(mediana de 364 células/mm?®) y elevada carga viral (de 13.000 copias/ml). De
hecho, casi la mitad de todos los pacientes portadores de VIH se clasificaron para
el inicio inmediato de tratamiento antirrretroviral de acuerdo con las directrices
actuales de Africa del Sur. De igual forma para Dybul et al. (2002), el 36% de los
individuos tenian recuentos de linfocitos TCD4+ menor a 200 células/mm? en el
momento del diagndstico de infeccion por VIH. Asi, segun las guias de tratamiento
actuales, la mayoria de estos individuos deberian haber iniciado la terapia
antirretroviral en o cerca del momento del diagnéstico. ONUSIDA 2015, con el fin

de reducir las nuevas infecciones por VIH, mejorar la calidad de vida de las



personas infectadas y disminuir la mortalidad por SIDA, paises de Ameérica
Latina, el Caribe y sus socios establecieron nuevas metas denominadas “90-
90-90” a alcanzar en 2020 a saber: 1) aumentar al 90 por ciento la proporcion de
personas con VIH que conoce su diagndstico, 2) aumentar al 90 por ciento la
proporcion de personas bajo tratamiento antirretroviral y 3) aumentar al 90 por

ciento la proporcion de personas bajo tratamiento con carga viral indetectable.

Con respecto a la carga viral la media de las determinaciones fue de
63.009,40 copias/ml con un log de 4,2679. El 31,87% (n=116/364) presentaron
valores de carga viral <10.000 copias/ml, el 49,18% (n=179/364) valores entre
10.000 y 100.000 copias/ml y el 18,95% (n=69/363) valores entre 100.000 y
>500.000. Un total de 11 (3%) pacientes presentaron un valor superior a 500.000
copias/ml, de los cuales 7 pacientes tenian recuentos de linfocitos T CD4+ menor
a 200 cels/mm? (tabla 12).

Tabla 12. Carga viral con valores >500.000 y contaje de linfocitos T e
inmunofenotipificacién, de acuerdo con la clasificacién por categoria inmunoldgica
del CDC

CARGA VIRAL
500.000 copias/ml
CD4 MENOR A 200 7
cel/mm?® | ENTRE 200-499 3
MAYOR IGUAL A 500 1
Total 11

Abrahantes et al. (2010), indican como factor importante en la progresion
de la enfermedad la carga viral. De manera general, existe un consenso de que
niveles plasmaticos mayores que 100.000 copias/mL de VIH en los 6 meses
después de la seroconversion y un nivel persistentemente mas alto que 10.000

copias/mL durante los 2 primeros anos después de la seroconversion, son fuertes



indicios de progresion rapida a SIDA. Niveles bajos de carga viral de VIH (<10.000
copias/mL) han sido asociados a valores estables de linfocitos TCD4+ y a un

riesgo menor de desarrollo de SIDA.

Por otro lado se estima que HTLV-1 infecta de 15 a 20 millones de personas
en todo el mundo. La prevalencia de anticuerpos varia de 0,2 a 10% entre los
adultos, dependiendo del area geografica. En algunos lugares aumenta con la
edad alcanzando eventualmente de 20 a 50% de la poblacion femenina y por
encima de los 60 afos (Journo y Mahieux, 2011). Las altas tasas de prevalencia
en la poblacién general se observan en el sur de Japén (10%), en Jamaica y
Trinidad y Tobago (6%), Guinea-Bissau, Camerun y Benin (5%). En América del
Sur (Argentina, Brasil, Colombia y Peru) se observd una prevalencia del 2% de
seropositividad entre donantes de sangre (Ferreira et al., 2010). La prevalencia
media encontrada en donantes de sangre en Chile fue de 0,73% y Argentina
0,07%. En Brasil, Colombia y Peru, la prevalencia varia considerablemente de
acuerdo a la zona y se han correlacionado con la latitud y la altitud en algunos

paises (Goncalves et al., 2010).

Segun datos analizados en un estudio interno donde se evalud la frecuencia
del HTLV1/2 en pacientes que asisten a la Unidad Programatica Regional de
Inmunologia Clinica del Estado Aragua 2012, se obtuvo una frecuencia de HTLV
1/2 del 0,58%, donde el 0,38% fue para HTLV-1 de (2/514) y 0,19% para HTLV-2
de (1/514) (Marquez et al., 2016). Similar a este estudio tenemos el realizado por
Ledn et al. (2003), donde se detectd una prevalencia del 0,11% al virus HTLV-1/2
en donantes de sangre de Caracas, lo cual nos habla de la baja prevalencia que

hay en Venezuela segun los estudios realizados.

Con respecto a la coinfecciéon VIH-HTLV1/2; no se encontré y/o detectd

ningun paciente. Sin embargo, estudios realizados a posterior en la misma linea



de investigacion se detectaron 4 casos confirmados a través del western blot de
personas coinfectadas con VIH-HTLV1/2 (Datos no publicados). El efecto de la
coinfeccion VIH-HTLV1/2 ha sido estudiado encontrandose que el HTLV-1 es un
fuerte activador del sistema inmunolégico. La activacion inmune y la respuesta
inmunitaria exagerada ha sido demostrado ser el principal mecanismo patogénico
involucrado en los sindromes inflamatorios asociados al HTLV-1. La
inmunoproteina Tax modula un gran numero de genes que juegan un papel clave
en varias vias que conducen a la activacion de células. Samo et al. (2009),
manifiestaron que los individuos coinfectados VIH/HTLV-1 (n=29) exhibieron un
recuento superior de células T CD4+ (mediana: 525 células / mm3, frente a 274
células/mm3) y una mayor proporcion en la relacion CD4+/CD8+ (0,5 frente a

0,30) en comparacion con el grupo de pacientes monoinfectados.

La mayoria de las consecuencias de la infeccion VIH-1 estan vinculados a
su tropismo por las células CD4 +, que tiene una esencial papel en las defensas y
regulacion inmune. EI HTLV-1 infecta preferiblemente las mismas células, pero
tiene un comportamiento biologico distinto, la interaccidn de estos agentes tiene el
potencial de causar cambios en la historia natural de las infecciones. La
disposicion de pruebas de laboratorio corrobora esta afirmaciéon. Sin embargo, los
estudios clinicos publicados sobre el impacto de HTLV-1 en la evolucion del SIDA
son contradictorios. Los principales problemas con estos estudios son las
limitaciones metodoldgicas presentadas por la mayoria de ellos. Hay una clara
necesidad de disenar estudios mas grandes con el fin de arrojar luz sobre estas
polémicas preguntas. En cuanto a la coinfeccién por HTLV-2, los datos disponibles
sugieren que no hay impacto detectable en la progresién del SIDA, y es probable
que tengan un efecto protector sobre evolucion de la enfermedad (Briteset al.,
2009).

Conclusiones



Durante el periodo de estudio la edad media se ubicé en 31,72 donde el
36,3% tenian edades comprendidas entre 26-35 afios y el 35,7% entre 16-
25 afios, por lo que el 72% (n=272) de la muestra analizada corresponde a

los grupos en edad reproductiva.

En el presente estudio el mayor porcentaje de individuos infectados son de
sexo masculino 83,8 % (n= 305/364).

La presencia de infeccién activa por VHB se observo en un 2,7% (10/364
muestras, se obtuvo evidencia de infeccion pasada por el VHB en el 16,8%
(61/364) de las muestras analizadas y el 80,5% (293/364) de los pacientes

no presentaron coinfeccion VIH/VHB.

En el presente estudio el contaje de linfocitos T CD4*/CD8'/CD3 en
pacientes coinfectados VIH/VHB y en pacientes sin coinfeccidén se observo
que el comportamiento es bastante homogéneo, por lo que no se obtuvo

ninguna asociacién estadisticamente significativa.

Los niveles de carga viral VIH-1 en el grupo de pacientes coinfectados
VIH/VHB resulté ser bajo en comparacién al grupo de pacientes sin

coinfeccion

El contaje de linfocitos TCD4+ reveld que 105 pacientes (28,9%) registraron
recuentos por debajo de 200 cels/mm?, valor considerado definitorio de
SIDA y 139 individuos (38,2%) exhibieron recuentos entre 200 a 499
cels/mm? conformando el grupo de pacientes con VIH en evolucion hacia el



SIDA. Ambos grupos representan el 67,1% de pacientes que segun

consideraciones clinicas necesitarian tratamiento antirretroviral.

Con respecto a la carga viral el 49,18% (n=179/364) presentaron valores
entre 10.000 y 100.000 copias/ml. Un total de 11 (3%) pacientes
presentaron un valor superior a 500.000 copias/ml, de los cuales 7

pacientes tenian recuentos de linfocitos T CD4+ menor a 200 cels/mm?.

. Durante el periodo de estudio la coinfeccion VIH-HTLV1/2; no se encontrd

y/o detectd en ningun paciente.



Recomendaciones

1. Realizar estudios a mayor escala que permitan determinar si hay un
papel protector en cuanto a la coinfeccién del VHB con respecto a la
replicacion de VIH y de esta manera evaluar ampliamente el efecto ejercido

entre ambos virus.

2. Es fundamental el tamizaje de HTLV en la poblaciéon ya que la
mayoria de las personas infectadas permanecen asintomaticas y los
pacientes que muestran signos o sintomas han estado expuestos a la
infeccién por largos periodos de tiempo antes de que se manifiesten. Un
numero de diferentes factores estan involucrados en la interaccion
virus/huésped y en la transicion desde el estado asintomatico hasta la
aparicion de una enfermedad asociada con el HTLV-1. Alli radica la
importancia de poder contar con herramientas para el diagnodstico dentro de
las redes de atencién primaria en salud lo cual permitirdA un manejo
oportuno y adecuado de los pacientes, ademas, la coinfeccion VIH/HTLV-1
se asocia con un aumento del recuento de linfocitos T CD4*, lo que
complica la decision de cuando comenzar el tratamiento antirretroviral en

los pacientes infectados por VIH.

3.Es necesario hacer campafas de prevenciéon e informacién acerca de la
infeccion por el VIH a gran escala en la poblacién, especialmente dirigida al
adulto joven y los adolescentes, asi como dirigir esfuerzos para fortalecer la

pesquisa de VIH en la regidn, con la finalidad de realizar el diagnostico y la



confirmacion del mismo en etapas tempranas de la infeccion lo cual resulta
importante tanto para el pronéstico de las personas infectadas por el VIH
como para el desarrollo de estrategias de modificacion de conducta para

disminuir la propagacion de la infeccion en la comunidad.

4, Por ultimo resulta indispensable fomentar la educacion sexual y
promover el uso del preservativo para concientizar a la poblacidn y prevenir

enfermedades de transmision sexual.
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ANEXO 1

REPUBLICA BOLIVARIANA DE VENEZUELA
UNIVERSIDAD CENTRAL DE VENEZUELA
FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS
COORDINACION DE POSTGRADOUNIDAD PROGRAMATICA REGIONAL DE
INMUNOLOGIA CLINICA (UPRIC)
MARACAY

Consentimiento para Participar en un Estudio de Investigacion

Titulo del Proyecto: “Contaje de linfocitos T y carga viral para Virus de Inmunodeficiencia
Humana tipo 1 en pacientes coinfectados con Virus Linfotrépico de Células T y Virus
Hepatitis B en pacientes que acuden a la Unidad Programatica Regional de Inmunologia
Clinica (UPRIC) Maracay Edo Aragua”

VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana
VHB: Virus de Hepatitis B
HTLV: Virus Linfotrépico de Células T Humano

Este documento es un consentimiento que le proporciona informacién previa sobre
el estudio, el cual le sera explicado completamente por el personal que realiza el estudio.
El personal ademas le dara tiempo suficiente para leer y comprender este documento, y
luego hacer preguntas que le permitan aclarar cualquier duda que tenga antes que decida
participar o no en el estudio. Por favor, tbmese el tiempo que requiera para leer este
documento de consentimiento. Asi mismo, siéntase libre de hacer preguntas en cualquier
momento, y de pedirle al personal del estudio que le explique cualquier informacién que
no haya comprendido. Si usted esta de acuerdo en formar parte en este estudio, se le
pedira que firme este documento de consentimiento.

1. PROPOSITO:

La investigacion se realiza como tesis de grado de la Lic. Yaraceli Marquez y como
tutora del presente trabajo se encuentra la Lic. MSc. Zulitza Pimentel; ambas licenciadas
en Bioanalisis que laboran en la Unidad Programatica Regional de Inmunologia Clinica
(UPRIC) Maracay Edo Aragua.

El objetivo principal del estudio es:



Evaluar el contaje de linfocitos T y carga viral para Virus de Inmunodeficiencia
Humana tipo 1 en pacientes coinfectados con Virus Linfotropico de Células T y
Virus Hepatitis B.

Objetivos especificos:

Determinar el contaje de linfocitos T CD4*/CD8*/CD3* por citometria de flujo a
pacientes coinfectados y a pacientes sin coinfeccion.

Determinar carga viral VIH-1 a través del método bDNA System a pacientes
coinfectados y a pacientes sin coinfeccion.

Comparar ambos grupos de estudio.

2. PROCEDIMIENTOS: Si usted decide participar en el estudio, después de
comprender y firmar el presente consentimiento:

v' Se le solicitarda una muestra de sangre de 10 mL que le sera extraida de la
vena del brazo y la cual sera distribuida en dos porciones, donde 5ml seran para
realizar las pruebas diagnésticas HTLV I/ll y VHB, el resto sera para la realizacion
del contaje de linfocitos T CD4+/CD8+/CD3+ y carga viral VIH-1 indispensables
para completar su diagnostico.

v' Se le indicara que regrese dos semanas después, para retirar sus resultados.

3. RIESGOS PARA EL PARTICIPANTE: La sangre sera extraida de su antebrazo
con una aguja por un técnico de laboratorio con experiencia, o por la Licenciada. El riesgo
que pueda salir lastimado durante la colecta de la sangre es minimo, pero es posible que
sienta algun dolor o incomodidad cuando le extraigan la sangre de su antebrazo.

4. BENEFICIOS POTENCIALES: Los posibles beneficios que usted obtendra al
participar en este estudio son:
v' Que le realicen las pruebas diagnésticas de otras Enfermedades de
Transmisién Sexual como VHB y HTLV I/ll sin costo alguno.
v" Que usted sea referido para atencién médica gratuita en el caso que resulte
positivo para cualquiera de estos parametros.

5. COSTOS Y COMPENSACION: Usted no tendra que pagar por las visitas o
cualquier otro procedimiento relacionado con este estudio. Tampoco recibira ningin pago
en efectivo por participar en el estudio, ni tampoco recibira compensacién por su tiempo
por venir al sitio de estudio. No se le pagara o compensara por lesiones de largo plazo
que puedan resultar como consecuencia de su participacion en este estudio.

6. CUIDADOS MEDICOS POR LESIONES RELACIONADAS CON LA
INVESTIGACION: Si usted sufre alguna lesién a consecuencia de su participacion en
este estudio, por ejemplo, una infeccién en el sitio donde se extrajo la sangre, usted
recibira la atencion médica necesaria en la red de salud publica pero no una



compensacion monetaria por la lesion que el procedimiento de extraccion de sangre le
pueda ocasionar.

7. CONFIDENCIALIDAD DEL INDIVIDUO: EIl personal de este estudio hara hasta
donde sea legalmente posible para proteger y no revelar su informacién personal y su
participacién en este estudio. La informacién obtenida en este estudio puede ser usada en
reportes oficiales del estudio, publicaciones, o en presentaciones orales, pero ni su
nombre ni cualquier otra informaciéon personal seran usados jamas. Nosotros
mantendremos los documentos en privado hasta donde sea legalmente posible.

8. PARTICIPACION VOLUNTARIA: Su participacion en este estudio es
completamente voluntaria. Usted puede elegir no participar en €l o dejar el estudio en
cualquier momento sin sancién de algun tipo. Si usted decide dejar el estudio le
pediremos que por favor informe su decisién a los investigadores en cuestion.

Si usted ha leido esta ficha de consentimiento (o le ha sido explicada), y esta
satisfecho con las repuestas que le han dado a todas sus preguntas sobre el
estudio y esta de acuerdo en participar en el mismo, por favor firme con su nombre
en la parte inferior.

Cddigo:

Nombre y Apellido del Participante:

C.l: Firma del Participante
Fecha / / Teléf.

Nombre del Testigo (Si fuese necesario)

Cddigo:

Nombre y Apellido del Participante:

C.l: Firma del Participante
Fecha / / Teléf.

En caso de que usted decida retirarse voluntariamente del estudio, por favor firme
con su nombre en la parte inferior.

Cadigo:
Nombre y Apellido del Participante:

C.l: Firma del Participante
Fecha / / Teléf.




ANEXO 2

DETERMINACION DE HBsAg y HBcAb

Bioelisa HBsAg 3.0 es un método inmunoenzimatico directo, de tipo «sandwichy,
en el que los pocillos de una microplaca han sido recubiertos con anticuerpo de cobaya
anti-HBs que actua como anticuerpo de captura y que utiliza como conjugado anticuerpo
de cabra anti-HBs marcado con peroxidasa. La muestra a analizar se incuba en uno de
los pocillos de la microplaca. Si la muestra contiene HBsAg éste se fijara al anticuerpo
anti-HBs unido a la placa. Después de lavar para extraer el material no fijado, se afiade el
anticuerpo de cabra anti-HBs conjugado con peroxidasa, que reaccionara con el posible
complejo antigeno-anticuerpo formado en la primera incubacién. Después de esta
segunda incubacion y posterior lavado se procede a la adicién del sustrato enzimatico que
contiene un cromégeno, lo que dara como resultado la aparicién de color azul si la
muestra es positiva para HBsAg. El color azul cambia a amarillo después de parar la
reaccion con acido sulfurico. La intensidad del color es proporcional a la concentracién de

HBsAg en la muestra.

Control de calidad
Los resultados de un ensayo son validos si se cumplen los siguientes criterios:

» Blanco del sustrato: el valor de absorbancia debe ser inferior o igual a 0,100.



= Valor medio del control negativo (CNx): calcular el promedio de los valores de

absorbancia obtenidos para el control negativo.

= Control positivo (CP): el valor de absorbancia obtenido para el control positivo

debe ser igual o mayor que 0,700 después de restar el blanco.

» Si alguno de los criterios arriba no se cumple, el ensayo no es valido y se debera

repetir.

Resultados

La presencia o ausencia de HBsAg en las muestras a analizar se determina relacionando

el valor de la absorbancia de cada muestra con el valor umbral.

= Calcular el valor umbral afiadiendo 0,040 a la media del control negativo. Valor
umbral = CNx + 0,040

= Dividir la absorbancia de la muestra por el valor umbral.

= Positivo: relacién absorbancia/valor umbral =2 1,0

» Negativo: relacion absorbancia/valor umbral < 0,9

=  Dudoso: relacion absorbancia/valor umbral 20,9 < 1,0
Interpretacién de los resultados

Un resultado repetidamente positivo para HBsAg es indicativo de la existencia de
infeccién por el virus de la hepatitis B. Para determinar si se trata de una infeccion aguda
0 cronica deben analizarse otros marcadores serolégicos de la hepatitis B estudiando

paralelamente el cuadro clinico del paciente.

Bioelisa anti-HBc es un método inmunoenzimatico competitivo para la

determinacion de anticuerpos contra el HBcAg en suero humano. El ensayo esta basado



en la competencia entre anticuerpos humanos presentes en la muestra y anticuerpos IgG
de conejo anti-HBc conjugados con peroxidasa cuando se incuban simultaneamente en
los pocillos de una microplaca recubierta con HBcAg recombinante. Después de la
incubacién se efectia un lavado para eliminar el material no fijado y a continuacién se
anade una solucion de sustrato enzimatico y cromégeno. Esta solucion desarrollara un
color azul cuando la muestra sea negativa. El color azul cambia a amarillo después de
parar la reaccién con acido sulfurico La presencia de anti-HBc en la muestra reduce el

desarrollo de color de forma proporcional a su concentracion.
Control de calidad
Los resultados de un ensayo son validos si se cumplen los siguientes criterios:
= Blanco del sustrato: el valor de absorbancia debe ser inferior o igual a 0,100.

= Control negativo: cada uno de los valores individuales de absorbancia no debe
variar mas del 20% de la media de los cuatro valores. La media de las

absorbancias deber ser igual o mayor que 0,600 después de restar el blanco.

= Control positivo: la media de las absorbancias debe ser igual o menor que 0,100

después de restar el blanco.
= Resultados

= Calcular el valor umbral sumando el valor promedio de absorbancias del control
negativo y el del control positivo y multiplicando el resultado de esta suma por 0,4.
Valor umbral = (CNx + CPx) x 0,4

= Dividir la absorbancia de la muestra por el valor umbral.
= Positivo: ratio absorbancia/valor umbral < 1,0

» Negativo: ratio absorbancia/valor umbral > 1,1

* Dudoso: ratio absorbancia/valor umbral > 1,0 < 1,1

* Interpretacion de los resultados



DETERMINACION DE HTLV I/l

El kit bioelisa HTLV-I+Il 5.0 ha sido disefiado como enzimo-inmunoensayo semi-
cuantitativo para la deteccion de anticuerpos frente a los virus HTLV-l y HTLV-II en suero o
plasma humano. Su uso previsto es como test de cribado. Es preciso volver a analizar las
muestras inicialmente reactivas y confirmar el resultado de las muestras repetidamente

reactivas con pruebas complementarias.
Principio

Los pocillos de las tiras de microplacas de poliestireno estan recubiertos de una
mezcla de tres proteinas recombinantes diferentes de HTLV, que corresponden a los
segmentos altamente antigénicos de los virus HTLV-1 y HTLV-IIl. El conjugado esta basado
en una proteina recombinante de triple fusién, marcada con peroxidasa de rabano. El
antigeno de fusion triple se genera clonando tres fragmentos de ADNc que codifican las
tres proteinas recombinantes de HTLV en un unico vector. El suero o plasma humano,
diluido en el diluyente que contiene el conjugado, se incuba en un pocillo recubierto. Los
anticuerpos especificos contra HTLV-I/II (IgA, IgG e IgM), si estan presentes, se unen
tanto a los antigenos inmovilizados en la fase sé6lida como al antigeno de triple fusion del
conjugado. Después de la incubacion, se lavan bien los pocillos para eliminar el material
que no se haya unido. Luego, se agrega a cada pocillo una solucién incolora de sustrato
que contiene el cromogeno 3,3, 5,5 - tetrametilbenzidina (TMB). La presencia de
anticuerpos especificos se indica por la presencia de una coloracion azul tras la
incubacién, que se torna amarilla cuando la reaccion de color se detiene al agregar acido
sulfurico. Con un espectrofotdmetro se mide la intensidad del producto amarillo resultante

a 450 nm, y esta es proporcional a la cantidad de anticuerpos presentes en la muestra.
Control de calidad

= Asegurese que cada muestra y control se mezclan correctamente con el
CONJUGADO DE TRABAJO, pipeteando arriba y abajo como minimo una vez

después de la adicion.



El cambio de color del CONJUGADO DE TRABAJO indica que el suero o plasma

ha sido dispensado.

El BLANCO debe ensayarse en un pocillo, mientras que el CONTROL NEGATIVO
y el CONTROL POSITIVO debe ensayarse por triplicado en cada placa con cada

serie de muestras.
Los valores de absorbancia del blanco deben ser < 0,100.

Los valores de absorbancia del Control Negativo deben ser < 0,100 tras restar el

valor del blanco.

Al menos dos de los tres valores del Control Positivo deben tener una absorbancia
= 0,600 después de restar los valores del blanco. Cualquier valor fuera de este

rango no debera utilizarse para calcular la media del Control Positivo (CPx)

La presencia o ausencia de anticuerpos especificos frente a HTLV-I/ll se determina
relacionando la absorbancia de las muestras con el VALOR UMBRAL (COV) de la

placa.

El VALOR UMBRAL se calcula sumandose 0,250 a la absorbancia media del
Control Negativo: VALOR UMBRAL = 0,250 + CNx

Interpretacion de los resultados

Las muestras con valores de absorbancia menores que el VALOR UMBRAL se

consideran no reactivas.

Las muestras con valores de absorbancia mayores o iguales al VALOR UMBRAL
se consideran inicialmente reactivas segun el criterio del bioelisa HTLV-I+Il 5.0 y

deberian volver a analizarse por duplicado antes de su interpretacion.



Una vez determinado el VHB (HBsAg/HBcAb) y el HTLV I/ll en los pacientes VIH
positivos se realizara el contaje de linfocitos T CD4+/CD8+/CD3+ y carga viral VIH-1 de

los pacientes coinfectados y a los pacientes sin coinfeccion.
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