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Resumen

Objetivo: Demostrar que el método desarrollado es el mas
sensible, que se detectan 10 células/pozo, infectadas con el
VIH-1 y que es posible cuantificar resistencias en pacientes
seropositivos. Método: Para comparar tres ensayos fenotipicos
cuantificamos sus sensibilidades. Primero cocultivamos las células
HelLa-CD4-LTR/B-gal con células PBMC infectadas a diferentes
diluciones 1:2 comenzando de 4,000 por pozo para conocer cual
es la cantidad minima de células que se requieren en el ensayo
para poder detectar la infeccién al virus. Dia 1. En placa de 96
pozos, se colocan las células HeLa-CD4-LTR/B-gal (5 x 10%) en 50
uL de medio DMEM. A las 24 horas se agregaron los siguientes
antirretrovirales (ARVs): Abacavir, Didanosina, Lamivudina, Teno-
fovir, Efavirenz, Nevirapina, Enfurtivide, Amprenavir, Atazanavir,
Indinavir, Lopinavir, Nelfinavir, Ritonavir 'y Saquinavir. En dilucién
1:2 en dosis respuesta. Después se agregaron los PBMCs infec-
tados y los controles. Se colocaron en una incubadora de 37 °C
por 24 horas y se leyeron los resultados, agregando el reactivo
de luciferasa a los 96 pozos en el dia tres del ensayo.

Resultados: Se cuantifico la inhibicion de la infeccion por los
antirretrovirales (IC, ) en forma sensible, rapida y especifica.

Abstract

Objective: To demonstrate that our assay is sensitive capable
to detect 10 HIV infected cells per well and that is feasible to
quantify HIV-1 resistance in seropositive patients.

Method: To compare 3 different phenotypic assays by quan-
tifying their sensitivities, first we co-cultivated HeLa-CD4-
LTR/B-gal cells with infected PBMCs at different concentrations
diluted 1:2 from 4,000 cells per well in order to elucidate the
minimum quantity of cells needed for the assay to be detected
as positive. On day one in a 96 well plate we seeded Hela-
CDA4-LTR/B-gal (5 x 10%) cells in 50 HeLa-CD4-LTR/B-gal (5
x 10%) of DMEM. 24 h later we added the following antiretro-
virals Abacavir, Didanosina, Lamivudina, Tenofovir, Efavirenz,
Nevirapina, Enfurtivide, Amprenavir, Atazanavir, Indinavir,
Lopinavir, Nelfinavir, Ritonavir, y Saquinavir. To obtain dose
response we diluted 1:2 the drugs. Then we added the four
patients’ PBMCs infected with HIV-1, then it is incubated at
37 °C for 24 h then the plates are readed after the addition of
luciferasa to the 96 well plate at day 3.

Results: HIV infection was quantified as very sensitive, rapid
and specific. We obtained the IC, for HIVwt OR wild type
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Obtuvimos los IC,; de virus virgenes (VIHwt) y resistentes
(VIHRV). La sensibilidad es mayor comparada con la prueba
por MT-2 (200 veces) y la cuantificacion de células azules (30
veces). La prueba cuantifico sensiblemente la infeccion de las
células PBMCs de los pacientes, clasificando sus sensibilidades
y resistencias. En los cuatro pacientes se detect6 que eran
resistentes a los inhibidores de proteasa, levemente resisten-
tes a los ITRAN, moderadamente resistentes a los ITRNN,
todos son sensibles a la Enfurtivida y dos pacientes sensibles
a Lamivudina.

Conclusiones: En México no existe un antivirograma contra
el VIH-1. El antivirograma que probamos es un ensayo biolu-
miniscente que detecta virus resistentes, y puede cuantificar
con exactitud el IC_ del VIH-1 para cada antirretroviral. Esto
es de gran valor para el médico tratante, pues se le puede guiar
para no dar un medicamento que no es eficaz, pero que resulta
caro, toxico, con graves efectos secundarios para el paciente.
En México no contamos con pruebas fenotipicas para detectar
resistencia a medicamentos contra el VIH-1. Se ha demostrado
mejoria clinica en los pacientes seropositivos cuando se co-
nocen sus resistencias; por lo tanto, es prioritario hacer este
estudio. A pesar de esto, los médicos contintan prescribiendo
a los pacientes seropositivos desconociendo sus resistencias
a los medicamentos.

Introduccion

La resistencia del VIH-1 contra los antirretro-
virales (ARVs), se define como las mutaciones
adquiridas por el virus, las cuales mejoran la re-
plicacién viral aun en presencia constante de un
inhibidor ARV (cuadro I).

Actualmente, la terapia con los antirretrovirales
(ARVSs) (cuadro II) tiene la capacidad de lograr la
disminucion en la carga viral y aumentar el namero
de células del sistema inmune CD4. Se puede
concluir que la infeccion por VIH-1 es tratable en
la actualidad, aunque desafortunadamente adn no
es prevenible o curable.?

La causa mas frecuente de falla en la terapia
antirretroviral de gran actividad (TARGA) es la
aparicion de mutaciones virales contra los ARVs
(cuadro III).

Con el tratamiento prolongado del paciente, el
virus desarrolla resistencias (mutaciones) contra
los ARVs continuamente administrados. Ademas,

Lara HH y cols. Antivirograma para el VIH-1

and VIHRV or resistant virus. Our method was more sensitive
than the MT-2 assay (by 200 fold) and more sensitive than
Blue cells (by 30 fold). The assay quantified the infection by
PBMC+ cells from seropositive patients being able to clas-
sify the sensitivities and HIV resistance. In four patients was
detected resistance to protease inhibitors, light resistance to
NRTI, moderate resistance to NNRTI, sensitive to Enfurtivide
and two patients sensitive to Lamivudine.

Conclusions: In Mexico there is no antivirogram for HIV-1.
The assay that we tested is a Bioluminiscent assay that detect
resistant virus and is capable to quantify the IC_; of HIV-1 with
precision. It is a valuable tool for the physician to be guided to
prescript efficient antiretrovirals and not to prescribe a drug
that is not efficient and is expensive, toxic and with secondary
effects for the seropositive patient

en forma paulatina se van seleccionando en el
organismo del paciente las especies de (VIH-1wt)
que constantemente evolucionan como mutantes
resistentes (VIH-1VR) a una o varias drogas ARV,
generando con el tratamiento constante (presion
selectiva) la consecuente resistencia a los ARV. Para
atacar esta grave complicacion de resistencia viral a
los ARVs es necesario realizar un cambio de tera-
pia después de conocer el tipo de resistencia que
presenta el VIH-1 del paciente, a fin de administrar
al sujeto infectado el medicamento mas indicado
segln su sensibilidad antirretroviral.®

Las resistencias retrovirales contralos ARV son
el resultado de la gran dindmica de la replicacion del
virus en las células del huésped durante la evolu-
cion-de la enfermedad mientras el paciente recibe
los medicamentos por tiempo prolongado. Los
retrovirus, al igual que otros patodgenos, se logran
adaptar al medio adverso debido a la adquisicion de
diversos mecanismos adaptativos. Por consiguiente,
se obtiene la gran variedad genética caracteristica
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Cuadro I. Antirretrovirales disponibles en México.

Inhibidores de la transcriptasa reversa
analogos a nucledsidos (ITRAN)

Inhibidores de proteasa (IP)

Nombre genérico Nombre comercial

Abacavir (ABC) Ziagen
Didanosina (ddl) Videx
Emtricitabina (FTC) Emtriva
Lamivudina (3TC) Epivir
Estavudina (d4T) Zerit
Tenofovir (TDF) Viread
Zidovudina (AZT) Retrovir
Zalcitabina (ddC) HIVID

Combinaciones
AZT +3TC Combivir
ABC + 3TC Kivexa
TDF + FTC Truvada
AZT +3TC + ABC Trizivir
Inhibidores de fusion (IF)

Nombre genérico Nombre comercial

Enfuvirtide (T-20) Fuzeon

Cuadro Il. Ensayo de MT2. Ensayo realizado mediante
el cocultivo de células MT-2 (5 x 104). Dilucién 1:2
a partir de 2 x 10* de células infectadas con VIH-1
(PBMC+). Realizado por triplicado. Después de tres
dias de cocultivo se hace conteo de sincitias, tomando
como el 100% al control positivo. Los negativos no
generan sincitias.

Namero de Porcentaje de infectividad por conteo
PBMCs+ de sincitios de MT-2
40,000 80 60 80
20,000 40 40 40
10,000 0 0 0
5,000 0 0 0
2,500 0 0 0
1,250 0 0 0
0 0 0 0

Nombre genérico Nombre comercial

Amprenavir Agenerase
Atazanavir Reyataz
Darunavir Prezista
Fosamprenavir Telzer
Indinavir Crixivan
Lopinavir/ritonavir Kaletra
Nelfinavir Viracept
Ritonavir Norvir
Saquinavir Invirase/fortovase
Tipranavir Aptivus

Inhibidores de la transcriptasa reversa no nucledésidos
(ITRNN)

Nombre genérico Nombre comercial

Efavirenz (EFV) Sustiva
Nevirapina (NVP) Viramune

del VIH-1, la cual desarrollan en su organismo los
pacientes cronicamente infectados por el retrovi-
rus. Los virus ARN no poseen los componentes
correctores que contienen las ADN polimerasas;
estos correctores ayudan a preservar fielmente
(sin mutaciones) la estructura genética de los
organismos que tienen ADN de doble cadena. En
consecuencia, los virus ARN de nueva generacion
presentaran diferencias del virion parental en una
media de un nucleétido.*

Con la aplicacion actual de modelos estadisti-
C0s y matematicos se concluye que una mutacion
puntual del virus del VIH-1 tiene la capacidad de
surgir hasta en 10,000 ocasiones cada 24 horas en
los pacientes infectados por el VIH-1. Ademas otros
autores han demostrado diferencias en el VIH, de-
nominadas «cuasiespecies» en mas de 25% entre
las variantes virales de un mismo paciente. Cuando
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algunas mutaciones se producen en puntos criticos
del genoma viral, éstas pueden afectar aspectos del
comportamiento de los virus, tales como virulencia,
replicacion, citotoxicidad y su respuesta o resisten-
cia al tratamiento antirretroviral. Para que se pro-
duzcan resistencias a un agente antirretroviral que
bloquea la actividad de una enzima viral especifica
(retrotranscriptasa, proteasa, o integrasa), el virus
debe estar en presencia constante del inhibidor
ARV y debe mutar especificamente contra el ARV
especifico sin que afecte la capacidad infectiva
viral. Las mutaciones puntuales pueden afectar la
capacidad de la enzima para seleccionar o no un
determinado substrato. Asimismo, muchas de las
mutaciones que se producen durante la dindmica de
replicacion intrinseca del virus, con o sin presion se-
lectiva, pueden considerarse silenciosas o “neutras”
(es decir, no afectan a la cualidad replicativa viral) o
ser defectivas, afectando parcial o completamente
a la replicacion viral .

Las mutaciones del VIH-1 se clasifican en: prima-
rias y secundarias. Las mutaciones virales primarias
surgen habitualmente en las fases iniciales del desar-
rollo de las resistencias a los ARVs, y estan ligadas
especificamente al ARV que las causa. En cambio,
las mutaciones virales secundarias se van alma-
cenando en el genoma viral en el momento que ya
han aparecido una 0 mas mutaciones primarias. Las
mutaciones secundarias virales poseen una minima
0 ninguna relacion con las resistencias virales a los
ARVs, aunque en general si afectan, mejorando la
capacidad replicativa del VIH-1, cuando se desar-
rollan en conjuncién con las mutaciones primarias.5’

Los virus mutantes tienen ventaja por su gran
capacidad replicativa frente a los virus salvajes o
«wild type» (VIH-1WT) debido a la constante y
permanente presion selectiva del tratamiento ARV
que, por consiguiente, pueden llegar a establecerse
como la cuasiespecie dominante.

El desarrollo de mutantes resistentes virales
€S un proceso muy activo y constante, en el cual
las diversas variantes del VIH-1 coexisten simul-
taneamente en un mismo paciente infectado. Los
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retrovirus mutantes se pueden diferenciar como
la cuasiespecie dominante o, por el contrario, una
cuasiespecie puede ser poco dominante tras la
falta de presion selectiva constante del farmaco.®®

Las pruebas diagndsticas para detectar las
resistencias virales a medicamentos se pueden re-
alizar en forma genotipica, mediante el analisis con
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de las
mutaciones, las cuales confieren resistencias virales
contra diversos ARVs, o también fenotipicamente,
determinando en cultivo celular la sensibilidad del
virus (IC,,) a diferentes ARVs. Hay grandes dife-
rencias entre ambos ensayos y ambos tienen sus
ventajas y desventajas.

Los ensayos genotipicos pueden ser mas rapi-
dos, menos laboriosos y mas econémicos, aunque
mas dificiles de interpretar, por lo que requieren de
un experto para la interpretacion de las mutaciones.
Ademas, las mezclas de virus con cuasiespecies
de diferentes variantes virales que no se detectan
pueden ser las analizadas por el genotipo. Otra
desventaja es que hay un desconocimiento de
cuéles son las mutaciones que ofrecen resisten-
cias a diferentes inhibidores; lo anterior se suma
al desconocimiento del efecto de las resistencias
cruzadas.'o*

Los ensayos fenotipicos, en cambio, cuantifican
la capacidad infectiva del VIH-1 aislado del paciente
en estudio, calculando el IC, de los ARVs (cuadro
) y comparandolo con el IC,, del VIH-IWT de
referencia.

La resistencia fenotipica requiere del aisla-
miento y propagacion del VIH-1 a partir de células
mononucleares de sangre periférica (CMSP o
PBMC) del paciente infectado. La replicacion del
virus se cuantifica en presencia de diversas con-
centraciones de ARV (dosis respuesta) después
de-infectar las células con un inoculo fijo aislado
del paciente. Posteriormente, la concentraciéon de
droga capaz de inhibir la replicacién viral al 50%
(IC,,) 090% (IC,)) se determina para cada aislado.
Sin embargo, en su forma tradicional, esta técnica
fue relativamente costosa, consumia tiempo debido

Rev Latinoamer Patol Clin, Vol. 60, Num. 2, pp 79-90 = Abril - Junio, 2013



Lara HH y cols. Antivirograma para el VIH-1

al cultivo viral y utilizaba virus aislados derivados de
las CMPS infectadas y no del plasma del paciente
infectado. >

Hay diferentes pruebas para cuantificar el IC,
de un ARV contra el VIH-1, las primeras pruebas
ampliamente utilizadas y aun en uso, como el
ensayo de células MT-2, las cuales, al ser infecta-
das por el VIH-1, presentan sincitias y se pueden
cuantificar por microscopia Optica, aunque en este
articulo nosotros demostramos que son poco sen-
sibles.>18 En esta prueba se cocultivo, junto con las
células PBMC infectadas con VIH-1; se requirieron
de més de 2,000 células PBMCs infectadas para que
la sincitia se hiciera presente (cuadro II).

Otra prueba muy utilizada es la de las células
azules o prueba de cMAGI; estas células, al ser
infectadas por el VIH-1, transcriben la betagalac-
tosidasa, por lo que al ser expuesta al X-gal, que
es un reactivo que reacciona de azul, el nucleo de
la célula infectada se tefiira de azul; se cuantifican
las células azules por pozo. En nuestro estudio se
requirieron de 300 células PBMCs infectadas para
que las células azules comenzaran a visualizarse
(figura 1). Por altimo, el estudio que proponemos
con cocultivo de PBMCs del paciente infectado es el
mas sensible por ser un bioensayo de luminiscencia,
pues con 10 células PBMCS infectadas, la prueba
detecta la luciferasa producida por la betagalacto-
sidasa (figura 2).

En Israel nuestro grupo cientifico obtuvo
buenos resultados cocultivando los PBMCs de los
pacientes infectados y superinfectando las células
con un adenovirus reportero.’*?® De esta forma
no hay que esperar el cultivo viral, ahorrandonos
dos semanas y teniendo el resultado al tercer dia.

Actualmente, algunos ensayos fenotipicos se ba-
san en una tecnologia recombinante donde algunas
regiones de la transcriptasa inversay de la proteasa
se amplifican mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) del ARN del plasma, inser-
tando dentro un clon de VIH de laboratorio carente
de los mismos genes. Se determina el IC_ de la
muestra viral y el resultado se expresa relacionan-

dolo al tipo original de la cepa de referencia. De esta
forma, los ensayos fenotipicos proporcionan una
determinacion directa del virus del paciente para
medir la susceptibilidad antiretroviral y el formato
es facil de interpretar, comparado con el usado
para los ensayos de resistencia antimicrobiana
tradicional. Es mas, los ensayos fenotipicos cuentan
directamente las interacciones entre las mutacio-
nes. El tiempo de ensayo? es considerablemente
menor, debido a que este acercamiento elimina
la necesidad de obtener un aislamiento primario.

Una relacion entre los ensayos genotipicos y
fenotipicos se realiza con el fenotipo virtual, el
cual es simplemente un estimado probabilistico del
fenotipo real derivado del genotipo. La genotipifi-
cacion del paciente VIH positivo se lleva a cabo en
todas las mutaciones asociadas con resistencia a
cada droga. Posteriormente, se investiga una gran
base de datos donde se almacenan los genotipos
y fenotipos actuales para las muestras previas que
asemejan el patron mutacional en la muestra del
paciente. El software recupera los fenotipos que
coinciden con el patrén dado de mutacién y pro-
duce un fenotipo virtual donde, por cada droga, el
cambio medio de IC_ representa el promedio de
la mitad del cambio para todos los tipos en la base
de datos.?*?

Limitaciones de las pruebas de resisten-
cia viral. Los estudios diagndsticos de resistencia
viral presentan en general ciertas limitaciones.
Sobre todo debido a que son relativamente in-
sensibles a la deteccién de cuasiespecies virales
en cantidades menores a 10-20% del virus circu-
lante. De esta forma, una minoria de la poblacion
viral resistente pudiera escapar a la identificacién
en los ensayos.

Los ensayos genotipicos estan disponibles
en pocos-laboratorios, en tanto que los ensayos
fenotipicos estan limitados a muy pocos laboratorios
que ofrecen pruebas de susceptibilidad de drogas
para VIH-1 como un servicio comercial en Estados
Unidos. Incluso en México todavia no contamos con
este tipo de servicio de referencia virologica.
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Figura 1.

Ensayo de células
azules -PBMC-+.
Ensayo realizado
con células HeLa/
CDA4-LTR-beta-gal (5
x 104). Dilucién 1:2

a partir de 2 x 104
células infectadas
con VIH-1 (PBMC+).
Realizado por tripli-
cado. Conteo basado
en el maximo nimero
de células azules
obtenido del control
positivo.

Figura 2.

Ensayo de cuantifi-
cacion de betagalac-
tosidasa por lumi-
niscencia de células
PBMC+. Ensayo
realizado en células
HelLa/CD4-LTR-beta-
gal (5 x 104). Dilucién
1:2 a partir de 2 x
104 células infecta-
das con VIH-1 de
PBMC+. Estudio re-
alizado por triplicado.
Lectura en luminé-
metro de unidades de
luz (UL).
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Ademas, en las técnicas particularmente relacio-
nadas con la deteccion del monitoreo de especies,
existen variaciones significativas interlaboratorio.
La dificultad en la interpretacion de los resultados
genotipicos crea la necesidad de hacer continu-
amente una base de datos de resistencias a drogas
actuales y medicamentos modernos por especialistas
en el tema. Después de una prolongada falla virologi-
ca se originan patrones mutacionales complejos,
haciendo dificil la interpretacion de ensayos genotipi-
cos. Para complicarlo ain mas, algunas mutaciones
pudieran restaurar la susceptibilidad de drogas y
pueden® incluso conferir hipersusceptibilidad (en
caso de que no haya presion selectiva a ARVS).

Lo més importante es que, no obstante que
las limitaciones de ambas pruebas de resistencias
antivirales estan bien establecidas, los resultados
de una amplia variedad de estudios cientificos han
validado las pruebas de resistencia viral, debido
a su utilidad en el tratamiento efectivo contra el
VIH-1.121426 Por |o que es imperativo continuar tra-
bajando para un antivirograma que esté disponible
en México lo antes posible.

Material y métodos

1. Cepasvirales. EIVIH-1IIIB, la cepa utilizada como
«wilde type», y también los virus resistentes a los
diferentes antirretrovirales fueron proporciona-
dos por el Dr. R. Gallo y el Dr. M. Popovic.

2. Lineas celulares. Las células indicadoras HeLa/
CD4-LTR-beta-gal fueron proporcionadas por
el Dr. Michael Emerman. Las células MT-2
fueron proporcionadas por el Dr. Douglas Rich-
man. Se cultivaron en 90% de medio completo
RPMI 1640 suplementado con 10% de FCS,
penicilina, estreptomicina y neomicina. Las
células mononucleares de sangre periférica se
aislaron de muestras de sangre con EDTA por
centrifugacion estandar de células sobre Histo-
paque (Sigma), se lavaron y se resuspendieron
en medio completo RPMI 1640 suplementado
con 10% de FCS. Las células PBMC (VIH-1(+),
PBMC+, fueron infectadas con VIH-1IIIB.

3. Comparacion de diferentes ensayos
fenotipicos.

Ensayo de MT-2. El ensayo de MT-2 (ACTG,
2004) se llevo a cabo para células PBMCs de pa-
cientes infectados. Estos ensayos se hicieron por
triplicado.

En una placa de 96 pozos, se agrego la linea
celular MT-2 (5 x 10%) con 50 L de medio RPMI
1640. En otra placa de 96 pozos, se hizo una
dilucion 2:1 de células PBMCS+ infectados con
VIH-1 en 50 pL de medio RPMI 1640, iniciando
la dilucion a partir de 2 x 10* células. Las células
PBMCs infectadas fueron transferidas a la placa
con las células MT-2, y se cocultivaron, dejando-
las a 37 °C en una incubadora himeda de 5% de
CO,. Los cocultivos de células MT-2 y PBMCs

Cuadro IIl. Tratamiento antirretroviral (TARGA) en pacientes sin tratamiento previo.

Situacion clinica

Primera opcion Segunda opcion

CD4 > 350 con sintomas de SIDA (PTI, Kaposi, Linfoma)

CD4 200-350
CD4 100-200 sin evidencia clinica de enfermedad
avanzada
CD4 < 100 o evidencia clinica de enfermedad avanzada

En caso de mujer con potencial reproductivo

2 ITRAN* + EFV 2 ITRAN* + ATZ/r, FOS/r, SQV/r

2 ITRAN* + ERV
2 ITRAN* + EFV

2 ITRAN* + ATZIr, FOSIr, SQV/r**
2 ITRAN* + ATZ/r, FOSIr, LPVIr, SQV/r+

2 ITRAN* + LPV/r 2 ITRAN* + EFV

2 ITRAN* + ATZIr, FOS/r, SQV/r**
2 ITRAN* + ATZ/r, NFV, LPVIr, SQVIr
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inoculados fueron monitoreados hasta por tres
dias para el desarrollo de efectos citopaticos
(CPE) tipicos en el control positivo, por ejemplo
formacion de sincitias grandes, las cuales fueron
analizadas por evaluacion microscépica por dos
observadores diferentes.

Los resultados se muestran como positivos (+),
si se observé formacion de sincitias; y como nega-
tivos (-), cuando se observo ausencia de sincitias
(cuadro IlI).2

Ensayo de conteo de células azules o ensayo
cMAGI. El método (Imgenex, 2008) por el cual
se llevd a cabo este ensayo, para deteccion o
sensibilidad a las células PBMCs+. Los ensayos
se hicieron por triplicado. A una placa de 96
pozos se agregaron las células HeLa/CD4-LTR-
beta-gal (5 x 10%) con 50 uL de medio DMEM.
Pasadas unas horas, en otra placa de 96, se hizo
una dilucién 2:1 de células PBMCs+ en 50 pL
de medio RPMI 1640, iniciando las dilucion a
partir de 2 x 10* células. Las células PBMCs+
fueron transferidas a la placa con las células
HelLa/CD4-LTR-beta-gal, y se dejaron 24 horas
a 37 °C en una incubadora himeda de 5% de
CO,. Se removio el medio libre de la placa con
células HeLa/CD4-LTR-beta-gal y PBMCs+.
Se afladieron 20 uL por pozo de la solucion
fijadora, la cual estd compuesta de 0.05% de
glutaraldehido en fosfato buffer salino (PBS),
con un pH de 7.4. Se incubd a temperatura
ambiente durante 5 a 15 minutos. Se removié
la solucion fijadora y se lavaron las células (3X)
con 100 plL de PBS por pozo. Se afiadi6 a cada
pozo 20 L de la solucién de tincién X-Gal, la
cual estd compuesta de: X-Gal (1 mg/mL), 5%
de ferricianuro potasico (K,[Fe(CN),]) 35 nM,
5% de ferrocianuro potasico (C.FeK,N,) 35
nM, 2% de cloruro de magnesio (MgCl2) 2mM
y 83% de PBS. Se incub6 24 horas a 37 °C y se
lavé con PBS 1X. Las células se examinaron con
microscopio de contraste. Los resultados se
muestran positivamente si hay tincion de color
azul en el nacleo de las células. Se calculé el por-
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centaje de células tefiidas del control positivo en
la poblacion total al contar el nimero de células
tefiidas contra células por cada pozo, siendo el
100% para el control positivo (figura 1).282°
Ensayo de cuantificacion de p-Galactosidasa
por luminiscencia (Beta-Glo). En una placa
opaca de 96 pozos, se agregaron y cultivaron
las células HeLa/CD4-LTR-beta-gal (5 x 10%)
en 50 uL de medio DMEM. Posteriormente en
otra placa transparente de 96 pozos, se hizo una
dilucion 2:1 de células PBMCs+ en 50 uL de
medio RPMI 1640, iniciando a partir de 2 x 10*
células. Las células PBMCs+ fueron transferidas
a la placa opaca que contenia las células HelLa/
CDA4-LTR-beta-gal, y se cultivaron por 24 horas
a 37 °C en una incubadora humeda de 5% de
CO,. La placa opaca se equilibro a temperatura
ambiente y se le afiadié un volumen de 50 pL
(1:1 con el volumen del medio de cultivo en cada
pozo) del reactivo de Beta-Glo. Se mezclaron
los contenidos de la muestra por 30 segundos,
usando un Agitador de placas. Se incubd la placa
por 30 minutos a temperatura ambiente, y se
midié usando un lumindbmetro automatizado
para microplacas. La luminiscencia detectada es
expresada en unidades de luz (UL). Los resulta-
dos fueron analizados (la luminiscencia de fondo
fue restada de las lecturas) (figura 2).3-%
Comparacién de VIH-1WT y VIH-1RV
en la prueba de resistencia a diferentes
antirretrovirales mediante el ensayo de
bioluminiscencia. A una placa opaca de 96
pozos, se agregaron las células HeLa/CD4-
LTR-beta-gal (5 x 102 x 10%) con 50 pL de
medio DMEM. Posteriormente, se les infectd
con los virus resistentes (VIH-1RV), en 50
uL de medio RPMI 1640, o 2 x 10* células
PBMCs por pozo. Y también se les infecto
con virus silvestres (VIH-1WT) en 50 uL de
medio RPMI 1640. Se afiadio el antirretroviral
diluido 2:1 (dosis respuesta) y dependiendo
de su mecanismo de accién para tener su
IC,, de referencia con una concentracion
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superior a ésta, diluyendo 2:1, incluyendo
ademas un control sin antirretroviral. El
antirretroviral inhibidor de fusién (Enfurti-
vide); los antirretrovirales ITRAN (Abacavir,
Didanosina, Lamivudina, y Tenofovir) y los
antirretrovirales ITRNN (Efavirenz y Nevi-
rapina), los antirretrovirales inhibidores de
la proteasa (Saquinavir, Amprenavir, Indinavir,
Lopinavir y Ritonavir). Se dejaron 24 horas a
37 °C en una incubadora himeda de 5% de
CO,. Se coloco la placa opaca de 96 pozos
en el lumindbmetro automatizado lector de
microplacas, se afiadié 100 uL del reactivo
del ensayo de bioluminiscencia a cada pozo.
La luminiscencia detectada se expresd en
unidades de luz (UL). Los resultados fueron
analizados (la luminiscencia de fondo fue
restada de las lecturas).?®

Antivirograma para pacientes en TARGA.
Se recolecto la sangre con EDTA de cuatro
pacientes en TARGA, previo consentimiento
informado. Su sangre infectada fue tratada con
todas las precauciones universales de bioseguri-
dad. Se separaron sus PBMCs con el método
de ficoll-Hystopaque. Después de lavar los
PBMCs en medio de cultivo %2, en una placa
de 96 pozos se agregaron las PBMCs a 2 x 10*
y se cocultivaron con la linea celular HelLa/
CD4-LTR-beta-gal (5 x 10%) en 50 uL de medio
DMEM por 24 horas en incubadora a 37 °C a
5% de CO.,. Posteriormente, se agregaron los
ocho ARVs siguientes; antirretroviral inhibidor
de fusion (Enfurtivide); los antirretrovirales
ITRAN (Abacavir, Didanosina, Lamivudina,
y Tenofovir); y los antirretrovirales ITRNN
(Efavirenz y Nevirapina), los antirretrovirales
inhibidores de la proteasa (Saquinavir, Ampre-
navir, Indinavir, Lopinavir y Ritonavir), los cuales
se diluyen 2:1 para cuantificar dosis respuesta.
Veinticuatro horas después de laincubacion a 37
°C a 5% CO, se agregaron 100 pL de reactivo
Beta-Glo como el fabricante lo indica, a los 30
minutos se ley6 en un Lumindmetro Promega.

El' IC,, del paciente se comparo con los IC,
de referencia con virus salvaje (VIH-1WT) que
hicimos previamente. Los IC, de los pacientes
con menos de cinco veces el IC_; del control,
son sensibles. Entre cinco y 10 veces son leve-
mente resistentes. Entre 10 a 100 veces el IC, |
del paciente es resistente moderado, y si es mas
de 100 veces, es resistente severo (cuadro V).

4. Andlisis estadistico. Los resultados se hicieron
por triplicado y se ingresaron en una base de
datos, donde fueron analizados con el Software
estadistico SigmaPlot for Windows Versién 10.0
(2006 Systat Software, Inc), con el que se les
sometid a regresion no linear.

5. Pacientes. Después de ser apropiadamente
informados, a los cuatro pacientes se les pidid
consentimiento informado.

Resultados

Sensibilidad del ensayo MT-2. El cocultivo de
las células MT-2 con las PBMCs infectadas por
VIH-1 resulté ser la prueba menos sensible, siendo
positivos los pozos con 2,000 células infectadas
(PBMCs), en menos de esa cantidad, la infeccion
de las CMSP no fue detectada por las células MT-2
y no produijo sincitias (cuadro II).

Sensibilidad de las células azules o
prueba de cMAGI. El estudio de células azules
gue cuantifica las células infectadas fue sensible
pues detecto la infeccion con mas de 312 células
por pozo, aunque menos de esta cantidad no
pudo detectar infeccion por VIH-1 de las PBMCs
(figura 1).

Sensibilidad del bioensayo de luciferasa
que mide betagalactosidasa. Es un ensayo muy
sensible, ya que es capaz de detectar positivos a
partir de 10 células infectadas de PBMC:s (figura 2)
en menos de 24 horas.

Antivirograma contra el VIH-1 en pacien-
tes seropositivos. Después de realizar los IC,,
con todas las ARVs disponibles de los cuatro paci-
entes seropositivos, todos fueron muy resistentes
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contra los inhibidores de proteasas, fueron mod-
eradamente resistentes a los ITRNN, levemente
resistentes a los ITRAN con dos de los pacientes
levemente resistentes a Lamivudina y dos casos
sensibles a esta droga. Los cuatro pacientes fueron
sensibles al Enfurtivide, cabe destacar que nunca
habian sido tratados con este ARV inhibidor de
fusion (cuadro IV).

Discusioén

La importancia de un antivirograma que sea ra-
pido (tres dias), sensible (detecta a partir de 10
células infectadas por el VIH-1 (PBMCs) (figura 2),
especifico (solamente reacciona al Tat/Betagalacto-
sidasa producida por el VIH-1), econémico y fécil
de interpretar es prioridad para los profesionales
del laboratorio clinico y los médicos tratantes de
pacientes infectados con VIH-1 que estan en trata-
miento TARGA®* (cuadro V). El VIH-1 se replica
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rapidamente, se adapta y muta con gran facilidad,
por lo que el médico tratante requiere del antivi-
rograma como una herramienta indispensable no
s6lo para prolongar la vida del paciente multirre-
sistente a ARVSs, sino para que mantenga su calidad
de vida. Actualmente los estudios para cuantificar
la infectividad o la inhibicién de la infectividad por
los ARVs, asi como para determinar con exactitud
el IC,, del virus contra los ARVs se han perfeccio-
nado; anteriormente eran mas laboriosos y mucho
menos sensibles, como hemos demostrado en
este articulo (ensayo de sincitias, cuantificacién de
células azules, etcétera).

En este estudio comparamos nuestro método
contra el estudio de sincitias para el MT-2 (cuadro
I1). 273435 y el de las células azules (figura [).28.2%¢
Nuestro método detecté a partir de 10 células in-
fectadas; mientras que para células azules detect6
después de 30 y requirio de 200 veces menos
células que con el estudio de sincitos del MT-2.

Cuadro IV. Antivirograma del VIH-1 en cuatro pacientes con tratamiento TARGA. Se hicieron IC, de los ocho antirretro-
virales (ARVs) contra las PBMCs+ de pacientes seropositivos (2 x 10%) y se comparan con los IC, de VIH_. Si el valor
se encuentra hasta cinco veces el IC,; del wt, es sensible; de 10 a 100 es moderado; y de 100 en adelante se considera
resistencia severa al ARV.

Mecanismo de

ARV accion Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4
Lamivudina ITRAN Sensible Sensible Resistencia leve Resistencia leve
Abacavir ITRAN Resistencia severa Resistencia severa Resistencia severa Resistencia severa
Didanosina ITRAN Resistencia Resistencia leve Resistencia leve Resistencia
moderada moderada
Tenofovir ITRAN Resistencia Resistencia Resistencia Resistencia
moderada moderada moderada moderada
Efavirenz ITRNN Resistencia severa Resistencia severa Resistencia severa Resistencia
moderada
Nevirapina ITRNN Resistencia Resistencia Resistencia Resistencia
moderada moderada moderada leve
Amprenavir IP Resistencia severa - Resistencia severa  Resistencia severa Resistencia severa
Indinavir IP Resistencia severa Resistencia severa Resistencia severa Resistencia severa
Lopinavir IP Resistencia severa Resistencia severa Resistencia severa Resistencia severa
Ritonavir IP Resistencia severa Resistencia severa Resistencia severa Resistencia severa
Saquinavir IP Resistencia severa Resistencia severa Resistencia severa Resistencia severa
Enfurtivude IF Sensible Sensible Sensible Sensible
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Cuadro V. Tratamiento TARGA en los cuatro pacientes seropositivos del estudio.

Terapia antirretroviral
Edad Grupo IF ITRAN ITRNN IP
Paciente 1 25 CT - - Efavirenz Atazanavir, ritonavir
Paciente 2 23 CT - - Efavirenz Atazanavir ritonavir
Paciente 3 29 CT - Tenofovir - Lopinavir, ritonavir
Paciente 4 33 CT - Tenofovir, emtricitabina Efavirenz -

Con lo que demostramos la gran sensibilidad de
los resultados (figura 2).%0-3237

Se hicieron IC,; de ocho diferentes ARVs con
resultados similares a los publicados y se hicieron
también IC_ de virus resistentes para cuantificarlos
por nuestro método.

Finalmente se tomaron muestras de cuatro
pacientes multitratados con ARVs (cuadro V) y se
pudo conocer su perfil de resistencias. Se encon-
traron resistencias a los ARVs, con excepcién de
la Lamivudina y a todos ITRAN y con excelente
eficacia (no resistencia) a Enfurtivide, resistencia
moderada a los ITRNN y resistencia grave a todos
los inhibidores de proteasas (cuadro V), lo que se
explica el porqué los pacientes nunca han recibido
tratamiento con inhibidores de fusion.

La metodologia que proponemos para el antivi-
rograma con el estudio del IC_; del virus del paci-
ente es rapida, muy sensible, especifica, repetible
y sobre todo disponible en México, donde alin no
se ha llevado a cabo un estudio estadistico amplio
y confiable de resistencias fenotipicas del VIH-1.

Conclusiones

El ensayo que proponemos es muy sensible, repro-
ducible, facil de interpretar y no es caro (figura 2).
Por lo que esta justificado hacer un estudio clinico
en la poblacién infectada por VIH-1y valorar qué
resistencias son mas frecuentes en México, cuéles
ARV son aln eficaces, si es que alguno ya no es

eficaz. Valorar si este estudio puede ser comparado
con resistencias genotipicas.
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