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RESUMEN

Introduccion. El virus de Hepatitis A (VHA) es causa importante de morbilidad y mortalidad en grupos de
riesgo. En pacientes infectados por VIH se ha documentado infeccion persistente por VHA. La
inmunodepresion causada por el VIH-1 disminuye la capacidad del huésped para responder a la inmunizacion
activa por cualquier estimulo vacunal y el logro de seroproteccion es menor en comparacion con sujetos no
infectados. Con la progresion de la enfermedad la respuesta a la administracion de la vacuna y a dosis de

refuerzo es pobre, por lo que la habilidad a responder a nuevas vacunas y la magnitud de la memoria declina.

Objetivo. Evaluar la respuesta inmune humoral y celular a la vacuna inactivada de Hepatitis A en un grupo

de nifios infectados por VIH-1 y correlacionar estds con el estado inmunologico del paciente.

Material y Métodos. Diseflo cuasi-experimental. Se incluyeron pacientes con diagndstico de VIH, entre 1
a 16 afos, sin antecedente de haber recibido la vacuna de Hepatitis A. Se tomdé muestra sanguinea para
identificacion de anticuerpos IgG especificos contra-VHA, a fin de identificar antecedente de infeccion con
el virus. Se excluyeron los positivos. En un tiempo cero se explord el porcentaje de linfocitos CD4+ que
expresan las moléculas de activacion linfocitaria (CD25 y CD69).Después de la toma se administré una
primer dosis de vacuna inactivada para Hepatitis A

A los seis meses se aplicod la segunda dosis. A las 8 semanas de la primer y segunda dosis de vacuna se
evaluaron en forma cuantitativa titulos de anticuerpos especificos contra-VHA (respuesta inmune humoral) y
porcentaje de linfocitos CD4+, que expresan las moléculas de activacion linfocitaria (CD25 y CD69) en
respuesta al estimulo del antigeno vacunal in vitro. (Respuesta inmune celular). Se realizd cuantificacion de
linfocitos T CD4+, al inicio del estudio y a los seis meses. Se considerd como titulos de anticuerpos
protectores > 20 mlU/ml. Para el analisis estadistico se usaron prueba de T pareada, prueba de rangos de

Wilcoxon y coeficiente de correlacion de Spearman.

Resultados. Se vacunaron 25 pacientes, media de edad: de 5.2 afios (DS +2.8). Al final del esquema el grupo
de supresion severa tuvo anticuerpos en titulos protectores el 75%, mientras que los pacientes con supresion
moderada y sin supresion lo hicieron el 100%. El porcentaje de linfocitos T CD4+ que expresaron CD25 y
CD69 lo hicieron en forma significativa desde la primera dosis. Se encontrd correlacion entre CD4+ absolutos
y titulos de anticuerpos con un valor de p<0.007. Se reportd como evento adverso relacionado a vacunacion

fiebre en dos pacientes.

Discusion. La aplicacion de vacuna de Hepatitis A en nifios con VIH/SIDA es bien tolerada. En el grupo de
pacientes sin evidencia de supresion y de supresion moderada la respuesta inmune humoral es semejante a la
presentada por nifios sanos. Recomendamos la vacunacion en pacientes con cifra de CD4+ >de 14%. Para el
grupo de supresion severa debera considerarse el uso de dosis adicional. La respuesta celular es significativa

desde la primera dosis de vacuna en los tres grupos de categoria inmunologica.



ABSTRACT

Introduction. Hepatitis A virus (HAV) causes important mobility and mortality in risk groups. In HIV
infected patients it’s been documented persistent infection. The Inmunosupretion caused by the HIV virus
diminished the host capacity to respond to immunization, and the seroprotection trend to be minor in HIV
infected patients. Once the disease shows progression, the response to vaccine and the booster doses is poor,

so the ability to response to new vaccines and the memory became diminished.

Objective. To asses humoral and cellular response to hepatitis A inactive vaccine in HIV infected children

and it’s correlation with the immunologic state of the patients.

Material and Methods. Cuasi-experimental design. Were included patients with HIV between 1 to 16
years old, without previously Hepatitis A vaccination. Blood sample were taken to identify Hepatitis A 1gG
antibody titers, in order to establish criteria for previous infection. The positive were excluded. In a cero time,
the percentage of lymphocytes which express the lymphocyte activation molecules (CD25 and CD69), were
evaluated, then the first dose of Hepatitis A vaccine was administer and 6 months later the second dose was
given. 8 weeks after the first and the second doses, specific hepatitis A antibody titles (humoral response) and
the percentage of lymphocytes which express the lymphocyte activation molecules (CD25 and CD69) as a
response to in Vitro vacunal stimulation (Cellular response). CD4+ T lymphocytes count was measure at the
beginning of the study and 6 months later. Antibody titers were consider as protective > 20 mlU/ml.
Statistical analysis was made with the Student’s paired t-test, Wilcoxon test and Spearman correlation

coefficient.

Results.25 patients were vaccinated, the age average was 5.2 (DS +2.8). At the end of the vaccination
schedule, the 75% patients of the severe suppression group had protective antibody titters, in patient’s with
moderate immune suppression and in those without suppression seroprotective titters were detected in all of
them. The percentages of CD4+ T lymphocytes which express the lymphocyte activation molecules (CD25
and CD69) were significant since the first dose of vaccine. A correlation between the CD4 + count and the

antibody titers was founded p<0.007. The vaccination showed fever as side effect.

Discusién. The hepatitis A vaccine administration in HIV/AIDS children is well tolerated. In the moderate
and without suppression group the humoral response is like to those observed in healthy children. We
recommend the hepatitis A vaccination in patients with CD4+ count > 14%. For sever immune suppression
group and additional dose must be consider. The cellular response was significative since the first dose of

vaccine in the three groups of immune category.



I. ANTECEDENTES

El virus de Hepatitis A (VHA), agente etioldgico de la hepatitis infecciosa es un
picornavirus, cuyo material genético es RNA. Su infecciéon puede ser asintomadtica o bien,
ocasionar un sindrome de hepatitis aguda con varios grados de severidad, esta diversa
respuesta del huésped a la infeccion tiene relacion con la edad y el estado inmunoldgico del
paciente y da lugar a significativos indices de morbilidad y mortalidad. " Por ejemplo, la
hepatitis fulminante por VHA, con una letalidad de 0.3%, puede ser mas alta entre los

individuos de mayor edad, llegando hasta 2% en los mayores de 40 afios.

La infeccion por VHA es considerada como un problema de salud a nivel mundial,
sin embargo; como resultado de la mejoria en las medidas higiénicas en paises
desarrollados, la prevalencia de la enfermedad ha disminuido, principalmente en la
infancia, lo que da como resultado un incremento en la poblacion susceptible en

adolescentes y adultos. )

En México, el comportamiento epidemioldgico de la infeccion ha cambiado. Hace
20 afios la seroprevalencia para VHA era cercana al 100% en nifios de 1-5 afios de edad. ¢
> Informacion actual ha mostrado que el porcentaje de seroprevalencia es del 40% para

este mismo grupo, del 70% en los nifios de 6-10 afios y del 80% en nifios de 11-16 afios. "

8,9,10)

La introduccion de la vacuna inactivada ha logrado disminuir la incidencia de la

enfermedad, su uso provee seguridad e inmunogenicidad adecuada a su administracion.



11,12,13,14,15,16,1 : s . ST
(ILIZ1I4IS161D  Ha sido recomendada por el Comité Consejero sobre Practicas de

Inmunizaciones del Centro para el Control de Enfermedades de EUA (ACIP) para su uso en

r ) S . 18, 19, 20,21
areas geograficas endémicas y en grupos de alto riesgo. % %202

Por otra parte la infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1)
lleva a una disfuncion del sistema inmune, que conduce a alteraciones variadas de
respuesta celular y humoral lo que incrementa el riesgo de infeccidon por una gran variedad
de patogenos, entre ellos el VHA. (22,23, 24,25, 26,27, 28, 29,3031)

Los pacientes con infeccion por VIH-1 no son capaces de responder adecuadamente
al proceso infeccioso por el VHA, lo que permite que la sintomatologia y la duracion de la
viremia sean mayores que en pacientes no infectados, incluso se ha documentado el
desarrollo de infeccion persistente por VHA con elevacion prolongada de cifras de
aminotransferasas en coinfeccion con VIH, ¢%*?

En general la inmunodepresion causada por el VIH-1 disminuye la capacidad del
huésped para responder a la inmunizacion activa inducida por cualquier estimulo vacunal y
el logro de seroproteccion es menor en comparacion a sujetos no infectados. ®¥ En los
nifios infectados por VIH-1 el porcentaje de respuesta difiere en relacion al tipo de vacuna
aplicada y al grado de deterioro del sistema inmune, siendo mayor la inmunoproteccion
cuando la inmunizacion activa es administrada en el momento en que el sistema inmune se
encuentra preservado. En la actualidad, la ACIP recomienda la inmunizacion rutinaria en
nifios infectados por VIH-1, sin embargo las vacunas con virus vivos atenuados deben

aplicarse solamente cuando el porcentaje de linfocitos CD4+ sea superior al 25%. >



El desarrollo y la longevidad de la respuesta de anticuerpos en pacientes infectados
por VIH-1 son poco claros. Sin embargo con la progresion de la enfermedad la respuesta a
la administracién de la vacuna y a las dosis de refuerzo es pobre, por lo que la habilidad
para responder a nuevas vacunas y la magnitud de la memoria a inmunogenos previamente
administrados declina, el titulo de anticuerpos protectores disminuye mas rapidamente que
en individuos inmunocompetentes y es por esto que en algunos casos se utiliza la
administracion mas frecuente de dosis de refuerzo. 0% 373839

En la actualidad existen dos vacunas de virus completo inactivado para hepatitis A
las cuales estan disponibles en México. Para producir la vacuna, el virus adaptado al cultivo
de células de fibroblastos humanos, se purifica a partir de lisado de células, se inactiva con
formalina y se adsorbe con un adyuvante de hidroxido de aluminio.
En el huésped inmunocompetente es altamente inmunogénica, en pacientes menores de 16
afios el 97% consiguen titulos de anticuerpos protectores (> 20 mlU/ml) a los 24 dias de
administracion de la primera dosis, llegando esta cifra a ser hasta el 100% después de la
segunda dosis, 4% 41424349
La inmunidad celular juega un papel importante en la respuesta del huésped a la infeccion
por VHA y parece contribuir a la proteccion a largo plazo pero esto aun no ha sido
evaluado adecuadamente. La respuesta proliferativa especifica de las células T esta presente
en etapas muy tempranas de la enfermedad y es responsable tanto de la eliminacion del
virus durante la infeccion aguda como de la lisis de los hepatocitos infectados. Estudios
recientes en adultos inmunocompetentes indican que la vacuna inactivada de hepatitis A
induce una respuesta proliferativa de células T que dura al menos cinco meses después de

.y ~ ., . . 45
la vacunacion y que es acompafiada de la produccion de interferon gama.



La inmunizaciéon de rutina en los pacientes infectados por VIH-1 contra los
diferentes agentes infecciosos es compleja por la eficacia reducida de algunas vacunas y los
riesgos inherentes a la aplicacion de microorganismos vivos en este grupo de pacientes. La
vacuna inactivada de hepatitis A no es recomendada rutinariamente, sin embargo ha
demostrado seguridad y se espera que su uso disminuya la tasa de incidencia de Hepatitis A
en personas infectadas por HIV-1 cuando estan en riesgo de adquirirla, principalmente en
paises de baja prevalencia para hepatitis A. “® Existen estudios que han mostrado que
puede ser administrada con seguridad en adultos infectados por VIH-1 susceptibles
(anticuerpos anti-VHA ausentes en suero). Sin embargo, solo el 40% de ellos consiguen

niveles protectores de anticuerpos, especialmente en etapas avanzadas de la enfermedad.

(47,48, 49, 50, 51, 52,53)



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La hepatitis A es una enfermedad infecciosa prevenible por vacunacion, la cual es
recomendada para grupos de alto riesgo donde la morbilidad y la letalidad son mayores,
principalmente en adolescentes, adultos jovenes y pacientes con alteraciones en la
inmunidad como los infectados por el VIH. Ademas, en la actualidad, se ha documentado
un incremento en el nimero de susceptibles en la edad pediatrica debido a los cambios en el
comportamiento epidemiologico de la enfermedad en nuestro pais.

Los cambios inmunolégicos en el paciente infectado por VIH-1, conducen a que la
respuesta del huésped a las diferentes vacunas varie en relacion a su estado inmunolégico,
por lo cudl es necesario evaluar la magnitud de la respuesta celular y humoral especificas a
la vacuna inactivada de hepatitis A y su comportamiento dependiendo del grado de
inmunosupresion de cada individuo, a fin de caracterizar la respuesta inmune especifica que

induce la vacuna inactivada de hepatitis A en este grupo de pacientes.

Por lo anterior realizamos las siguientes preguntas de investigacion.

1. (Cual es el porcentaje de seroproteccion posterior a la aplicacion de dos dosis de
vacuna inactivada contra el VHA en pacientes pediatricos infectados por VIH-1?

2. (Cudl es el comportamiento de la respuesta inmune celular, evaluada mediante
moléculas de activacion linfocitaria en muestras antes y después de la aplicacion de
vacuna inactivada contra el VHA?

3. (Existe correlacion entre el nimero de linfocitos CD4+ y la concentracion de

anticuerpos contra VHA obtenidos en cada muestra posterior al estimulo vacunal?



III. JUSTIFICACION

La produccion de anticuerpos y la longevidad de la respuesta inmune en pacientes
infectados por VIH-1 es pobre y con la progresion de la enfermedad la habilidad del
huésped para responder al estimulo vacunal, la magnitud de la respuesta y el titulo de
anticuerpos protectores disminuye mas rapidamente que en individuos inmunocompetentes.

No se han realizado estudios previos en pacientes pedidtricos infectados por VIH-1
que evaluen la magnitud de la respuesta inmune humoral y que caractericen a la respuesta
inmune celular a la vacuna inactivada de hepatitis A y su correlacion con el estado
inmunologico de los pacientes infectados por VIH-1, a fin de definir en que momento se

logra una respuesta protectora con su administracion.

IV. HIPOTESIS

1. EI porcentaje de seroproteccion en nifios infectados con VIH-1 inmunizados con
dos dosis de vacuna contra VHA sera al menos del 50%.

2. El porcentaje de moléculas de activacion linfocitaria expresadas por los linfocitos T
CD4+ encontrados en la muestra basal se incrementaran al menos cinco veces en la
determinacion al final del esquema de vacunacion.

3. Existe una correlacion positiva entre la concentracion de anticuerpos contra el VHA

y el nimero de células CD4+ presentes en la muestra del paciente.



V. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la respuesta inmune humoral y celular a la vacuna inactivada de Hepatitis A en un
grupo de nifios infectados por VIH-1 y su correlacion con la categoria inmunoldgica del

paciente.

Objetivos especificos

1. Cuantificar la concentracion de anticuerpos contra el VHA generados posterior a
cada dosis de aplicacion de la vacuna inactivada de Hepatitis A en un grupo de
nifos infectados por VIH-1.

2. Cuantificar la expresion de las moléculas de activacion (CD25 y CD69) en
linfocitos T CD4+ de un grupo de nifios infectados por VIH-1 expuestas al antigeno
vacunal in vitro posterior a cada dosis de vacuna.

3. Establecer la correlacion existente entre el nimero de linfocitos CD4+ presentes en
cada sujeto y la concentracién de anticuerpos especificos generados por la vacuna

inactivada de Hepatitis A.



VI. MATERIAL Y METODOS
Lugar donde se realizara el estudio.
El presente trabajo se llevo a cabo en el Hospital de Pediatria del CMN SXXI, en los
laboratorios de Virologia y de Inmunologia. Los pacientes fueron de la Clinica de
VIH/SIDA del Servicio de Infectologia.
Diseiio de la Investigacion
a) Por la captacion de la informacion: prospectivo
b) Por la medicion del fendmeno en el tiempo: longitudinal.
¢) Por la direccion del analisis: cohorte
d) Por la ceguedad en la aplicacion y evaluacion de una maniobra: abierto
e) Por el control de la maniobra experimental del observador: cuasi-experimental
Diseiio del estudio: cuasi-experimental

CRITERIOS DE SELECCION
Criterios de inclusion

a) Pacientes con diagnoéstico de infeccion de VIH. (criterios del CDC 1994). 30)
b) Pacientes menores de 16 afos.

c) Pacientes mayores de 1 afio.
Criterios de no-inclusion

a) Exposicion a pacientes con cuadro de hepatitis A, dos a seis semanas antes de la
vacunacion.

b)  Antecedente de vacunacion para Hepatitis A.
Criterios de exclusion

a) Retiro voluntario del estudio.

b) Presencia de anticuerpos contra- VHA al inicio del estudio.

10



DEFINICION OPERACIONAL DE VARIABLES

OBJETIVO 1
Variables Tipo de Escala de Definicion operacional
variable medicion
Variable Independiente: Cualitativa Nominal | 1* dosis 0.5 mL intramuscular
Esquema de vacunacion con Modalidades: region deltoidea. A los seis
vacuna inactivada de Hepatitis A a) Completo meses
b) Incompleto 2% dosis 0.5 mL intramuscular
en region deltoidea
Variable dependiente: Cuantitativa | Continua Porcentaje de nifios con

Porcentaje de seroproteccion concentracion de anticuerpos

contra-VHA > 20 mlU/ml
OBJETIVO 2
Variables Tipo de variable | Escala de medicion Definicion
operacional
Variable Cualitativa Nominal 1* dosis 0.5 mL
Independiente: Modalidades: intramuscular region
Esquema de vacunacién a) Completo deltoidea. A los seis
con vacuna ipa}ctivada de b) Incompleto meses
Hepatitis A 2% dosis 0.5 mL
intramuscular en
region deltoidea
Variable Cuantitativa Continua Porcentaje de linfocitos
dependiente: CD4’+, que expresan .lfis
Porcentaje de mo.lecul.as Qe activacion
. ) linfocitaria (CD25 y
linfocitos T CD4+ CD69) en respuesta al
que expresan CD25 y estimulo del antigeno
CD69 vacunal
OBJETIVO 3
Variables Tipo de variable | Escala de medicion Definicion
operacional
Variable Cuantitativa Intervalo Cifra de Linfocitos
Independiente: CD4+/ul
Categoria
inmunologica
Variable Cuantitativa Continua Titulos de
dependiente: anticuerpos contra-
Titulos de VHA
anticuerpos
DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

11



El presente trabajo se llevo a cabo en el Hospital de Pediatria de CMN SXXI, en el
Servicio de Infectologia y en los laboratorios de Virologia e Inmunologia.
Se incluyeron en el estudio pacientes con diagndstico de VIH, edades entre 1 a 16 afios, sin
antecedente de haber recibido la vacuna de Hepatitis A.
Los pacientes fueron captados en la clinica de VIH/SIDA del Servicio de Infectologia.
Previo consentimiento informado al padre o tutor, se tomo muestra sanguinea para
identificacion cualitativa de anticuerpos totales especificos contra-VHA (IMX ® HAVAB
ABBOTT), a fin de descartar antecedente de infecciéon por el virus. En los pacientes
negativos para anticuerpos contra VHA, se cuantificé la subpoblacion de linfocitos CD4+ y
la carga viral para VIH-lasi como el porcentaje de linfocitos T CD4+ que expresan las
moléculas de activacion linfocitaria CD25 y CD69 (tiempo cero). Anexo 4.
Inmediatamente después se aplicd la primer dosis de vacuna inactivada para Hepatitis A
(VAQTA ®, MSD USA) en dosis de 0.5ml IM en region deltoidea, correspondientes a 720
Unidades ELISA y equivalentes a 25ng de proteina viral.
A las ocho semanas de la aplicacion de la vacuna, se tom6 muestra sanguinea para evaluar
en forma cuantitativa titulos de anticuerpos especificos contra-VHA mediante el método de
ELISA (ENZYGNOST ® ANTI-HAV de DADE BEHRING) y el porcentaje de linfocitos
T CD4+, que expresan las moléculas de activacion linfocitaria en respuesta al estimulo del
antigeno vacunal in vitro.
A los seis meses (24 semanas) de la primera dosis de vacuna se aplicod el refuerzo de
vacunacion con 0.5ml IM (720 UE) de vacuna inactivada y seis semanas después, (32
semanas del inicio del esquema) se midieron anticuerpos totales contra-VHA, carga viral
para VIH-1, linfocitos T CD4+ totales y el porcentaje de linfocitos T CD4+ que expresan

las moléculas de activacion linfocitaria, estudiadas.

12



Para la medicion de anticuerpos especificos contra VHA, se utiliz6 una curva construida
utilizando las diluciones estandar de inmunoglobulinas séricas propuesta por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Los titulos de anticuerpos fueron expresados en

mlU/ml, los titulos >20 mlU/ml fueron considerados como protectores.

ANALISIS DE DATOS

1. Forma de captura: Hoja de recoleccion de datos (Anexo 1).

2. Descripcion de Variables: Medidas de tendencia central y dispersion apropiadas a
cada variable.

3. Pruebas estadisticas utilizadas:

a) Para la comparacion de promedios se utilizé prueba de T para grupos relacionados
(Pareados), con distribuciéon normal, o su alternativa no paramétrica (Suma de
rangos de Wilcoxon) si la variable dependiente tuvo distribucion no normal.

Se determino media geométrica para los titulos de anticuerpos (MGT).

b) Para calcular la correlacion entre variables se empled el coeficiente r de Spearman.

4. Paquete estadistico: SPSS ver 12.0.

5. Tablas de salida:

Variables cualitativas nominales: tabla de distribucion de frecuencias.

Variables cuantitativas continuas: grafico de correlacion.

13



VII. FACTIBILIDAD Y ASPECTOS ETICOS

El presente trabajo contd con aprobacion del Comité local de Investigacion del Hospital de
Pediatria de CMN SXXI.

Se siguio lo establecido por la Declaracién de Ginebra de la Asociacion Médica Mundial y
el Codigo Internacional de Etica Médica, (Apéndice A) asi como de la ley General de Salud
en materia de Investigacion, segun las directrices para investigacion biomédica que
involucra a sujetos humanos. Se solicitd consentimiento informado a cada padre o tutor,
donde se explico detalladamente sobre el procedimiento, riesgos previsibles e
incomodidades que pudieran presentarse. Se hizo del conocimiento de los padres o tutores
los beneficios para el nifo, recomendando llegar a final del estudio para que este recibiera
las dos dosis de vacuna y se evaluard su respuesta a la misma.

Se mantuvo confidencialidad de los resultados, los cuales fueron discutidos tinicamente con
el familiar y con su médico tratante. La administraciéon de la vacuna se registrd en cada

Cartilla Nacional de Vacunacion

VII. RECURSOS: HUMANOS, FISICOS Y FINANCIAMIENTO

Recursos humanos: La toma de muestra, procesamiento de las mismas, aplicacion de
maniobra sobre el paciente y seguimiento de los mismos fueron realizados por un alumno
de la maestria en Ciencias Médicas.

Recursos fisicos: Se cuenta con los recursos fisicos en los laboratorios de Virologia e
Inmunologia del Hospital de Pediatria de CMN SXXI

Financiamiento: Se concurso por financiamiento del IMSS y se obtuvo a través del

FOFOI, con el namero IMSS 2004-122.

14



IX. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividad

Fecha

Delimitacion del tema a estudiar

Noviembre 2002

Recuperacion, revision y seleccion de
bibliografia

Noviembre a Diciembre 2002

Elaboracion de protocolo

Enero a Marzo 2003

Solicitud de financiamiento

Abril 2004

Estandarizacion de técnica de laboratorio

Abril 2004

Recoleccion de informacion y realizacion
operativa

Mayo-Diciembre 2004

Analisis de resultados

Enero 2005

Escritura de tesis

Enero— Febrero 2005
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RESULTADOS

Se estudiaron 45 pacientes pediatricos infectados por VIH, excluyéndose 16 por tener
anticuerpos IgG positivos para VHA, se perdieron cuatro durante el seguimiento quedando
25 pacientes para el estudio. La media de edad fue de 5.2 afios (DS +2.8) todos ellos
infectados por via perinatal. Todos los pacientes se encontraban recibiendo terapia
antiretroviral altamente activa (HAART), El 56% de los pacientes requirié de cambio de
esquema antirretroviral por falla a tratamiento en algin momento de su evolucion, el 64%
recibié combinacion de Lopinavir-Ritonavir y dos inhibidores de transcritasa reversa. Dos

tenian falta de apego al manejo antiretroviral (Tabla 1)

Tabla 1. Farmacos utilizados y porcentaje de pacientes que los recibieron al inicio del

estudio
Farmacos N (%)
Zidovudina, Lamivudina, Ritonavir 8(32)
Zidovudina, Didanosina, Ritonavir 1(4)
Zidovudina, Lamivudina, Lopinavir/Ritonavir 5(20)
Zidovudina, Didanosina, Lopinavir/Ritonavir 5(20)
Estavudina, Didanosina, Efavirens, Lopinavir/Ritonavir 1(4)
Nevirapina, Didanosina, Estavudina, Lopinavir/Ritonavir 1(4)
Zidovudina, Lamivudina, Nevirapina, Lopinavir/Ritonavir 2(8)
Zidovudina, Didanosina, Nevirapina, Saquinavir, Lopinavir/Ritonavir 2(8)
Total 25 (100)
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La distribucion por género fue 56% (14/25) para el sexo femenino y 44% (11/25) para el

sexo masculino La distribucion por grupo etario y género se muestra en la figura 1.

Figura 1.- Distribucién por grupos de edad y sexo

B Masculino
B Femenino

Numero de pacientes

- 810 4445

anos afos

16-20

Grupos de edad

En base a la cifra de linfocitos T CD4+ presentes al momento de la primera dosis de
vacuna, se encontrd que 56% (14/25) no tenian evidencia de inmunosupresion, 28% (7/25)

tenian supresion moderada y en el 16% (4/25) mostro supresion severa. (Tabla 2)
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Tabla 2. Numero de pacientes con titulos de anticuerpos protectores contra VHA por
categoria inmunoldgica a las 8 y 32 semanas después del inicio de la inmunizacién

No (%)de pacientes  No (%) de pacientes con
con titulos protectores titulos protectores a las

Categoria a las 8 semanas de la 32 semanas de la
inmunoldgica N primera dosis primera dosis
Sin supresion 14 13/14 (92.8%) 14/14 (100%)

Supresion moderada 7 6/7 (85%) 7/7 (100%)
Supresion severa 4 1/4 (25%) 3/4 (75%)
Total 25 20/25 (80%) 24/25 (96%)

T de student para muestras relacionadas: p<0.05

El promedio de linfocitos T CD4+ al momento de la administracion de la primer dosis de
vacuna fue de 1,162 cel/ul (DS £ 782) y en el momento de la segunda dosis fue de 1,033

(DS £ 651) no se encontro diferencia significativa entre ambos momentos. (p<0.05)

Inmunogenicidad

Luego de la primera dosis de vacuna, el 84% (20/25) de los pacientes alcanzaron titulos de
anticuerpos a titulos protectores (>20 mlU/ml) y a las 32 semanas el 96% (24/25) alcanz6
dichos titulos. Al finalizar el esquema de vacunacion el 100% de los pacientes sin
supresion y con supresion moderada tuvieron produccion alguna de anticuerpos a titulos
seroprotectores mientras que el grupo con supresion severa solo lo logréd el 75% de los
pacietes. (Tabla 2)

Tres pacientes, uno de cada grupo, no tuvieron produccion de anticuerpos posterior a la
primera dosis, sin embargo al final del esquema los pacientes del grupo sin supresion y con
supresion moderada alcanzaron titulos a niveles protectores, no asi el paciente del grupo de

supresion severa.
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La MGT contra VHA fue de 55 mlU/ml y 75 mlU/ml respectivamente a las 8 y 32
semanas, existiendo diferencias estadisticamente significativas entre ambas
determinaciones (p <0.05). (Fig. 2) La MGT por categoria inmunoldgica y momento de
inmunizacién se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Media geométrica de titulos de anticuerpos contra VHA por categoria
inmunolégica a las 8 y 32 semanas después del inicio de la inmunizacién especifica

Media geométrica (mlU/ml) Media geométrica
a las 8 semanas de la (mlU/ml) a las 32
Categoria primera dosis semanas de la primera

inmunologica dosis.
Sin supresion 68.9 78.0
Supresion moderada 58.4 87.5
Supresion severa 18.9 48.0
Total 146.2 213.5

T de student para muestras relacionadas: p<0.05

Inmunidad celular

La media del porcentaje de linfocitos T CD4+ que expresaron la molécula de activacion

linfocitaria CD25 en el tiempo cero fue de 1.30 (DS £4.7), posterior a la primera y segunda

dosis de vacuna esta fue de 1.99 (DS +5.5) y 3.7 (DS £6.9) respectivamente. Es

te

incremento en el porcentaje de linfocitos que expresan esta molécula de activacion es

significativo desde la primera dosis de vacuna en relacion al porcentaje expresado en

tiempo cero (p <0.05). (Fig. 2)

el
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Porcentaje de linfocitos T CD4+ que expresan la molécula de

Fig. 2 Porcentaje de linfocitos T CD4+ que expresan la molécula de activacion CD25
por categoria inmunolégica en las mediciones basal y después de la primera y segunda
dosis de vacuna inactivada de Hepatitis A

Il CD25 tiempo cero

CD25 posteros a
Il la primer dosis de
vacuna
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[ la segunda dosis
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Categoria inmunolégica
* Prueba de los rangos de Wilcoxon, entre tiempo cero y primera dosis, asi como tiempo cero
y segunda dosis p<0.05.
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Por otra parte el porcentaje de linfocitos T CD4+ que expresaron la molécula de activacion
linfocitaria CD69 en el tiempo cero, fue de 2.6 (DS £ 2.6) y después de la primera y
segunda dosis fue de 7.4 (DS £ 8.2) y de 11.1 (DS =+ 3.4) respectivamente. El incremento es

también significativo a partir de la primer dosis de vacuna (p: <0.05) (Fig.3)

Fig. 3. Porcentaje de linfocitos T CD4+ que expresan la molécula de activacion CD69
por categoria inmunolégica en las mediciénes basal y después de la primer y segunda
dosis de Vacuna inactivada de Hepatitis A
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* Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon: p<0.05 entre tiempo cero y primera dosis, asi
como tiempo cero y segunda dosis.

** Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon: p NS comparando los tres momentos del grupo
de supresion severa con los grupos de supresion moderada y sin supresion
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Cuando se hizo el andlisis por categoria inmunoldgica se encontraron diferencias
significativas en el porcentaje de linfocitos que expresaron estas moléculas de activacion en
los tres tiempos analizados dentro de cada categoria, sin embargo no existieron diferencias
en cada uno de los tiempos analizados entre los tres grupos de categoria inmunologica.
(Fig. 2y 3)

Al relacionar el nimero absoluto de linfocitos CD4+ y el titulo de anti-VHA se encontr6

una correlacion significativa (p=0.007). (Fig. 4).

Fig. 4 Correlacion entre numero de Linfocitos T CD4+ y el titulos de anticuerpos al
final del esquema de inmunizacién
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Seguridad.

Se encontraron eventos adversos relacionados a la vacunacion en tres pacientes luego de
habérseles aplicado a la primera dosis de vacuna. Dos de ellos presentaron fiebre (8%) y un
paciente tuvo dolor importante en el sitio de aplicacion de la vacuna hasta 24hrs después de
su administracion (4%). Después a la segunda aplicacion no existieron efectos adversos.

En la determinacion de carga viral (CV) ocho semanas después de la administracion de
cada dosis de vacuna (8 y 32 semanas) no se encontré incremento estadisticamente
significativo. Las medianas de la CV son las siguientes: Tiempo cero de 1.72 log/10 a las
8 semanas de 1.93 log/10 y a las 32 semanas de 1.64 log/10 (Fig. 5)

Fig. 5 Medicion de la Carga viral VIH-1basal y a las 8 y 32 semanas

Carga viral Log 10
N
L

Basal 8 semanas 32 semanas

Tiempo de estudio

Wilcoxon: p: NS
Medianas de Carga viral en 16g/10 del nimero de copias de RNA de VIH/ml
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DISCUSION

Los nifos infectados por VIH son particularmente vulnerables a enfermedades causadas por
patogenos prevenibles por vacunacion y aunque la inmunizacion de rutina es generalmente
segura para el paciente infectado por VIH, la respuesta en algunos casos es subdptima, pues

intervienen varios factores en el desarrollo de una adecuada respuesta de memoria. #*>°

Inmunogenicidad

El conocimiento en el desarrollo y la longevidad de anticuerpos en sujetos infectados por
VIH son poco claros. En uno de los primeros estudios realizados en este tipo de pacientes,
Hess en 1995encontrd en adultos infectados que la respuesta y el nivel de anticuerpos es
menor que el alcanzado por sujetos no infectados, “” posteriormente Bodsworth evalué la
seguridad de la vacuna y comparo la respuesta en adultos con y sin infeccion por VIH,
concluyendo que la vacuna es segura y que estos pacientes deben ser vacunados a pesar de
una cifra disminuida de linfocitos CD4+, sin embargo no describio la respuesta al estimulo
vacunal en relacién al numero de linfocitos T CD4+.“® En el afio 2004 Wallace reporto
que en adultos infectados las tasas de seroconversion variaban entre el 40% al 88% después

de dos dosis de vacuna, (51,52,53)

mientas que Kemper en un estudio multicéntrico encontro
que después de concluir el esquema encontrd una seroconversion del 68% en pacientes con
cuentas >200cel/mm’ y solo del 9% en aquellos con cuentas <200 cel/mm’.“”’ En nuestro
trabajo confirmamos que esta capacidad de respuesta a la vacuna se hace evidente en el
grupo de pacientes sin supresion y con supresion inmunoldgica moderada ya que posterior

a la segunda dosis el 100% de los pacientes alcanzan titulos de anticuerpos incluso muy por

encima del nivel de seroproteccion, este comportamiento es similar al reportado en

24



pacientes pediatricos sanos. Por otra parte, si bien el nimero de sujetos en el grupo de
supresion severa fue escaso, estos tuvieron un comportamiento como el descrito en adultos
con enfermedad avanzada, ®” logrando solo las dos terceras partes de los individuos, titulos

seroprotectores al final del esquema.

En pacientes infectados por VIH-1 la inmunidad humoral y celular se ven alteradas, ya que
el virus destruye y altera la funcion de las células presentadoras de antigenos y de la
subpoblacion de linfocitos T CD4+ que proveen ayuda a las células B y T. ®? Por tanto el
nivel de respuesta esperado estd relacionado con el grado de inmunosupresion, o mas
especificamente con el numero absoluto o porcentaje de linfocitos T CD4+. La relacion
entre la concentracion de anticuerpos y el numero absoluto de CD4+ obtenida en este
estudio fue significativa, de tal forma que la media geométrica de anticuerpos aumenta en
relacion a la cifra de linfocitos T CD4+ siendo incluso evidente en el grupo de supresion
severa donde la cifra seroprotectora es menor en la primera dosis, sin embargo se duplica
al final del esquema. Este nivel de correlacion puede explicarse entre otros fendémenos por
el nivel de compromiso de la cooperacion entre las células B y T, necesario para mantener
un estado inmunolégico apropiado.

Respuesta inmune celular

Existen pocos estudios que evalten la respuesta inmune celular en respuesta a la vacuna de
hepatitis A en huéspedes inmunocompetentes, sin embargo se sabe que ésta se encuentra
presente en la enfermedad natural e interviene en la respuesta de memoria, ®® lo que cobra
especial interés en sujetos infectados por VIH

Hasta el momento la evaluacion de la respuesta inmune celular a un inmundgeno en forma

controlada utilizando un estimulo vacunal, no es un procedimiento estandarizado. Uno de
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los métodos mas utilizados es determinar la incorporacion de timidita tritiada al medio en
el cual se encuentran células mononucleares expuestas al antigeno objeto de evaluacion, sin
embargo el uso de radioisotopos tiende a abandonarse por los riesgos que acarrea. Se
conoce que una vez en presencia de un antigeno, los linfocitos cooperadores se activan,
induciendo la expresion de algunos marcadores de activacion linfocitaria como CD25 y
CD69, los cuales pueden ser detectados mediante anticuerpos monoclonales marcados con
fluoresceina.®” La evaluacion de la respuesta inmune celular en nuestros pacientes mostrd
un incremento en el porcentaje de linfocitos activados en forma significativa p<0.05
posterior a la primera dosis de vacuna en relacion a la expresion basal asi como a la
segunda dosis en forma independiente del grado de inmunosupresion. El porcentaje de
linfocitos que expresan CD69 posterior a la segunda dosis en los pacientes con
inmunosupresion severa, fue mayor que el presentado en los otros dos grupos, si bien esta
diferencia no fue estadisticamente significativa, una de las posibles explicaciones a este
fenomeno es una mayor capacidad de activaciéon ante un estimulo antigénico o a una
potenciacion de su actividad efectora en compensacion a un reducido nimero de células

CD4+. Estas hipotesis requieren de evaluacion con estudios futuros.

Varios trabajos han documentado aumento transitorio en la concentracion de carga viral,
posterior a la inmunizacion de nifos y adultos infectados por VIH-1, sin embargo, se ha
descrito que esta vuelve a la cuenta basal en 6-8 semanas, poco se sabe acerca de los

D" En nuestro

efectos a largo plazo de estos episodios repetidos de viremia transitoria.
estudio no encontramos diferencias significativas entre la carga viral al momento basal y

después de cada dosis de vacuna. La modificacion de la carga viral parece ser un fendmeno

transitorio que probablemente es contenido por el sistema inmune aun a pesar de que exista
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deterioro inmunologico en el paciente y no parece estar directamente relacionado con el

estimulo vacunal en este caso en particular a una vacuna inactivada.

La aplicacion de la vacuna inactivada contra Hepatitis A tiene como objetivo el reducir el
numero de sujetos que presentan complicaciones como: hepatitis fulminante, hepatitis
persistente y  recaidas por hepatitis A, las cuales se presentan frecuentemente en
coinfeccion con el virus del VIH. Si consideramos los cambios en el comportamiento de la
infeccion por VHA en nuestro pais, asi como el incremento en el nimero de sujetos
susceptibles se hace necesario el establecimiento de estrategias de inmunizacion contra
hepatitis A, principalmente en nifios. En nuestro estudio, la cifra de nifios infectados
susceptibles a VHA fue del 66%, muy superior a lo reportado previamente en nifios sanos

Mexicanos 4> 78

y similar a datos publicados en adultos infectados por VIH en paises de
baja prevalencia de hepatitis A, “® por lo tanto debe establecerse un programa permanente
de inmunizacion contra VHA, dado que la inmunogenicidad y la tolerabilidad de la vacuna
fueron adecuadas, esta conducta principalmente dirigida para los grupos sin supresion y con
supresion moderada en quiénes la respuesta es muy buena, sin embargo para los pacientes
del grupo de supresion severa debera ser considerada la administracion de una tercera dosis
de vacuna para lograr la seroproteccion en la mayor parte de los pacientes al final del
esquema. De tal forma que es conveniente realizar nuevos estudios para conocer la utilidad
de una dosis adicional en el grupo con inmunosupresion severa, de igual forma
recomendamos evaluar si el esperar a la reconstitucion del sistema inmune con terapia
antiretroviral puede ser de utilidad para mejorar la respuesta a la vacuna, dado que esta

descrito que no necesariamente esta reconstitucion incluye la restauracion de la funcion de

memoria. En este trabajo de los tres pacientes que inicialmente no tuvieron produccién de
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anticuerpos a la primera dosis de vacuna, dos desarrollaron anticuerpos a titulos protectores
al final del esquema, sin embargo pertenecian a los grupos sin supresion o con supresion
moderada respectivamente. Un tercer paciente con supresion severa que a la segunda dosis
habia incrementado sus cifras de CD4+ y que se incluyé en el grupo de supresion moderada
no presentd respuesta alguna a ninguna de las dos dosis. Por tanto la probabilidad que
existan pacientes que se comporten como no respondedores estd presente en este ultimo

grupo de pacientes.

Este es el primer trabajo realizado en poblacion pediatrica infectada por VIH-1 y nos lleva
a la conclusion de que la vacuna inactivada contra VHA es altamente inmunogénica y bien
tolerada en este grupo de pacientes, sin embargo se logra una mejor respuesta si el
porcentaje de linfocitos T CD4+ se encuentra por encima del 14% de la cuenta en el

momento de iniciar la inmunizacion.
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Conclusiones

I.

En el grupo de pacientes sin evidencia de supresion la respuesta inmune humoral es
semejante a la presentada por nifios sanos.

La respuesta inmune celular es significativa desde la primera dosis de vacuna y se
encuentra presente en forma significativa en los tres grupos de categoria
inmunologica.

Se recomienda la vacunacion en pacientes sin evidencia de supresion inmunoldgica
y con supresion moderada

El esquema convencional de dos dosis de vacuna inactivada de Hepatitis A es
suficiente para lograr seroproteccion en el 96% de los pacientes pediatricos
infectados.

Es importante realizar estudios sobre la respuesta a la administracion de una dosis
adicional al esquema tradicional de vacunacion en el grupo de supresion severa.

De igual manera evaluar si la reconstitucion del sistema inmune con tratamiento
antiretroviral es de utilidad para mejorar la respuesta antigénica.

La aplicacion de vacuna de Hepatitis A en nifios con VIH/SIDA es bien tolerada y

no tiene efectos en la carga viral de VIH-1.
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Anexo 1

Hoja de recoleccion de datos

Folio: Fecha de ingreso al estudio: Procedencia:
Nombre:
Numero de afiliacion: Domicilio:
Teléfono: Edad: Diagnéstico:
Peso Talla:
Antecedentes:
1. — Antecedente de Hepatitis Si:  NO:

2. - Antecedente de contacto con paciente con sospecha de hepatitis A hace cuatro semanas.

Si NO

Esquema de inmunizaciones: Numero de dosis: BCG ( ) SABIN ( )DPT( )

PENTAVALENTE

( ) TRIPLE VIRAL ( )OTRAS:
3. - Efectos secundarios a administracion de vacunas. Si NO
Cuales:
Fecha Carga viral VIH-1 CD4+ CD8+ Relacion CD4/CDS8
Copias /ml ~ Log/10 Células/ul % Células/ul %
Basal
6 meses
BHC:Fecha: Resultado:
Fecha CD25 CD69 Anticuerpos contra VHA mUl/ml
Tiempo cero
ocho semanas
28 semanas
Tratamiento antiretroviral: Al inicio:
Cambios de tratamiento SI: NO: Cuales:

Efectos adversos Primera dosis Segunda dosis
Si No Duracién Si No Duracion
Locales Dolor <12 horas
Dolor > 12 horas
Eritema
Edema/induracion
Hematoma
Sistémicas Anafilaxia
Nausea/vomito
Llanto prolongado
Ficbre
Otros
Fecha de aplicacion de la vacuna: 17 dosis: 2% dosis:
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ANEXO 2

Consentimiento informado

Titulo del proyecto: “RESPUESTA INMUNE A LA VACUNA INACTIVADA DE
HEPATITIS A EN NINOS INFECTADOS CON EL VIRUS DE
INMUNODEFICIENCIA HUMANA TIPO 17
Investigadores: Dra. Ireri Garcia Juérez.

Dr. José Guillermo Vazquez Rosales.

Antecedentes:

El virus de Hepatitis A es una de las causas mas frecuentes de hepatitis viral en los nifios.
Se ha demostrado que la aplicacion de la vacuna es segura en nifios infectados por el VIH
por lo que se recomienda su aplicacion.

PROCEDIMIENTO: Si consiento participar sucedera lo siguiente:

1. Responderé a preguntas sobre la historia médica de mi hijo (a) que dura 15 minutos.

2. Se aplicaran dos dosis de vacuna para Hepatitis A intramuscular en el brazo con intervalo
de 6 meses cada una.

3. Se extraerd sangre (5-10ml) aproximadamente del brazo con aguja, para estudios
seroldgicos en una ocasion y posteriormente, a las cuatro semanas de cada aplicacion de la
vacuna. La puncion duele unos segundos y en ocasiones se produce un hematoma

(moreton) pero es poco frecuente.
El beneficio para el nifio es la prevencion de hepatitis A mediante la administraciéon de la vacuna. (El
paciente infectado por VIH responde a la vacuna alrededor del 50% de los casos)

CONFIDENCIALIDAD:

Los resultados de todas las pruebas se discutiran conmigo y se enviardn a mi médico
tratante. Toda la informacién serd confidencial y serd usada solo para efectos de la
investigacion. Mi identidad sera mantenida en la medida que la ley lo permita.

DERECHO A REHUSAR O ABANDONAR EL ESTUDIO.

Mi participacion en el estudio es enteramente voluntaria y soy libre de rehusar a tomar

parte o abandonarlo en cualquier momento, sin afectar mi atencion médica futura.
La Dra. Ireri Garcia Judrez y/o Dr. José Guillermo Vazquez Rosales, han discutido esta
informacion y se han ofrecido a responder mis preguntas. Si tengo alguna duda, puedo
ponerme en contacto con ellos directamente en el servicio de Infectologia del Hospital de
Pediatria del CMN SXXI.

CONSENTIMIENTO.
Consiento a que mi hijo participe en este estudio, he tenido la oportunidad de leerlo.
Nombre del paciente: Afiliacion:

Nombre y firma de padre o tutor: Recibi informacion por escrito

FECHA: Firma del médico
Testigo:

Testigo:
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Anexo 3

Clasificacion inmunoldgica en nifios

Categoria <12 meses 1-5 afios 6-12 afios >12 aiios
inmunolégica |No/mm® % |No/mm’ % No/mm’® % No/mm’®

.- Sin 1500 | 25 >1000 25 500 >25 >350
evidencia de

supresion

2. - Supresion | 750- [15-24 |500-999 |[15-24 |200-499 | 15-24 200-350
moderada 1499

3. - Supresion [<750 | <15 <500 <15 <200 <15 <200
severa

Pediatrics in Review 2003; 24:186-194 G?
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Anexo 4
Descripcion de técnicas de laboratorio

Deteccion de cualitativa de anticuerpos IgG contra VHA

Para la deteccion cualitativa de anticuerpos IgG contra VHA, se utilizod el equipo comercial
IMX ® HAVAB (ABBOTT). Es un ensayo inmunoenzimatico de microparticulas
(MEIA), donde estas microparticulas recubiertas de anticuerpos (de cabra) especificas
contra IgG humana se utilizan para unir inmunoldgicamente a las particulas IgG de la
muestra. Si hay anticuerpos IgG contra el VHA presentes en la muestra los antigenos del
VHA se unen al complejo microparticula-anticuerpo. Posteriormente el conjugado
monoclonal anti. VHA con fosfatasa alcalina se dispensa sobre la matriz y se une al
complejo microparticula —anticuerpo antigeno. Una vez realizado el lavado para eliminar
los materiales no wunidos a las microparticulas, se afiade el sustrato de 4-
metilumbelilferilfosfato a la matriz y el producto fluorescente se mide en el sistema 6ptico
MEIA.

Interpretacion de resultados: El valor de la tasa de la muestra es proporcional a la cantidad
de anticuerpos IgG contra VHA presente en la muestra. Los valores de la tasa de la muestra
se comparan con los obtenidos en el control positivo para obtener el valor indice. Las
muestras con valor indice superior a 1 se consideran como reactivas, el valor indice menor

a 1 se considera como no reactiva para los anticuerpos IgG contra VHA.
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Deteccion cuantitativa de anticuerpos totales contra VHA

Para la deteccion cuantitativa de anticuerpos totales contra VHA se utilizo el equipo
comercial ENZYGNOST ® ANTI-HAV de DADE BEHRING.

Este método permite una determinacidon cuantitativa (con curva de calibracion) del
contenido de anticuerpos contra VHA y su expresion en mlU/ml con relacion a un estandar
internacional propuesto por la OMS.

Es un test inmunoenzimdtico de acuerdo al principio de ensayo competitivo, donde los
anticuerpos especificos contenido en la muestra y el anticuerpo monoclonal contra el VHA
conjugado con peroxidasa compiten con el sitio de union del antigeno-VHA, dependiendo
de la concentracion del anticuerpo especifico en la muestra, se va a unir una mayor o menor
cantidad del conjugado al antigeno. El inmunocomplejo aqui formado se une a los
anticuerpos especificos de la superficie de la placa de micro titulacion. Al eliminar los
componentes no enlazados por medio de lavado se determina la actividad enzimatica del
conjugado. La intensidad del color es indirectamente proporcional a la concentracion de
anticuerpo existente en la muestra.

Para lograr la curva de calibracion, se realizaran las siguientes diluciones:

80 mlUI/ml Con el suero estandar de 80

40 mlU/ml: Dilucién 1:2 (100 pl de suero estandar 80 + 100 ul del suero control anti VHA
negativo)

20 mlU/ml: Dilucion 1:4 (100 ul de suero estandar 40 + 100 ul del suero control anti VHA
negativo)

10 mlU/ml: Dilucion 1:8 (100 ul de suero estandar 20 + 100 pl del suero control anti VHA

negativo)
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Interpretacion de resultados: Para la determinacion cuantitativa se determinaron los
valores promedios para la determinacion del estandar de la serie de estandar 10, 20,40,80

con la realizacion de una curva de referencia.

Cuantificacion de linfocitos T CD4+

La sangre de los pacientes fue diluida en PBS (regulador de fosfatos 0.01M, NaCl 0.15M,
pH 7.4) en una relacion de 1:3, se adicioné 4 ml de Lymphoprep con un gradiente de
densidad de 1.077 + 0.001gr/ml (Nycomed, Norway) por cada 7 ml de sangre diluida, se
centrifuga a 2000 rpm por 30 min. Las células mononucleares se colectaron de la interfase, y
se lavaron dos veces con PBS. La viabilidad celular fue determinada por exclusion de azul
tripan (Bio Whittaker, USA).

Para la identificacion de los linfocitos CD4+, se agregaran 500 pl de la suspension de células
mononucleares (5 X 10° células/pozo). Se cosecharon y lavaron con PBS-BSA-Az (PBS pH
7.2, BSA 0.2 %, NasN 0.2 %). Fueron incubadas con los anticuerpos (anti-CD4-FITC y anti-
CD4-PE 1:10 [BD, PharMingen, USA]). La incubaciones se realizaron a 6°C durante 20 min.,
entre cada incubacion las células se lavaron dos veces con PBS-BSA-Azida y fueron leidas
por citometria de Flujo (FACSCalibur, Beckton & Dickinson, USA.) y analizadas con el

programa Cell Quest.

Determinacion de las moléculas de activacion linfocitaria

Separacion de células:

La sangre proveniente de los pacientes fue diluida en PBS (regulador de fosfatos 0.01M,
NaCl 0.15M, pH 7.4) en una relaciéon de 1:3, adicionada de 4 ml de Lymphoprep

(Nycomed, Norway) con un gradiente de densidad de 1.077 + 0.001g/ml por cada 7 ml de
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sangre diluida, y se centrifugd a 2000 rpm por 30 min. Las células mononucleares se
colectaron de la interfase, fueron lavadas dos veces con PBS y resuspendidas en medio AIMV
(Gibco BRL, USA) 2mM L-glutamina 50 IU/ml penicilina y 50 pg/ml estreptomicina
(Gibco BRL, USA). La viabilidad celular se determind por captacion de azul tripan (Bio
Whittaker, USA).

Ensayo in vitro de las moléculas de activacion linfocotaria (CD25, CD69):

Las células mononucleares se incubaron en placas de cultivo (Nunc, Denmark) de 96pozos.
A cada pozo y por duplicado se agregaron 500 pl de la suspension de células mononucleares
(5 X 10° células/pozo), fueron incubadas a 37°C y con 5% de CO2 durante cuatro horas en
las siguientes condiciones: a) (control negativo), unicamente medio de crecimiento b)
mitégeno como control positivo (Concanavalina A 2 pg/ml) c¢) Unicamente medio de
crecimiento, d) Vacuna de hepatitis A con una dilucién de 1:32 para CD25 y 1:4 para CD69.
Al término de la incubacion las células mononucleares se cosecharon y lavaron con PBS-
BSA-azida (PBS pH 7.2, BSA 0.2 %, NasN 0.2 %). Para las células de la condicion (c) se
realizé un marcaje sencillo con anti CD4 a una dilucién 1:10, para conocer el total de células
CD4+ presentes en la muestra. Para las células de la condicion (d) se realizo un doble marcaje
con anti-CD69-FITC/anti-CD4 PE, a dilucién 1:5 y anti-CD25-FITC/anti-CD4-PE a dilucion
1:5 (Beckton & Dickinson, PharMingen, USA), para la obtencion de las linfocitos CD4+ que
expresan CD25 y CD69 respectivamente. Todas las incubaciones se realizaron a 6°C durante
20 minutos, posteriormente las células se lavaron dos veces con PBS-BSA-Azida y fueron
fijadas con paraformaldehido al 1%. El numero total de células con los diferentes marcadores
fue obtenido mediante citometria de Flujo (FACS Calibur, Beckton & Dickinson, USA.) y

analizadas con el programa Cell Quest.
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Medicion de carga viral

Para medir carga viral se utilizé el método de amplificacion de acidos nucleicos con el
equipo comercial Amplicor HIV-1 ® Monitor test version 1.5 (Roche diagnostics
Branchburg, NJ), cuyo limite de deteccion es de 50 copias/ml.

Principio del método: el RNA del HIV-1 es aislado del suero mediante lisis de las
particulas virales con un agente chao trépico, seguido de la precipitacion de RNA con
alcohol. Ya que el RNA no es un substrato eficiente para la tag DNA polimerasa, es
necesario realizar el proceso de trascripcion reversa antes de iniciar el proceso de
amplificacion de PCR. La trascripcion reversa genera una copia de la cadena de RNA
complementaria a la cadena de DNA, que puede ser sometida al proceso de amplificacion
por PCR. Este implica ciclos repetidos de desnaturalizacion, alineaciéon y extension del
DNA, dando lugar a multiples copias del blanco inicial. El material es transferido a al

fotometro donde la absorbancia es leida en 660nm.

Interpretacion de resultados.

Copias /ml.

Absorbancia de la muestra X factor de dilucion X copias de PCR X factor de dilucion

Total de la absorbancia del estandar cuantificado X factor de dilucion serial.
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