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RESUMEN

INTRODUCCION: La activacion inmunoldgica crénica en los individuos VIH-1
positivos parece tener un papel fundamental en el deterioro inmunoldgico que
conduce al desarrollo del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).
Especificamente los niveles de activacion de los linfocitos T se han relacionado
con la velocidad de progresion de la enfermedad y con la respuesta al tratamiento
antirretroviral (ARV). Las moléculas de activacién inmunolégica, CD38 o el
antigeno leucocitario humano-DR (HLA-DR) expresadas en la superficie de los
linfocitos T (LT) parecen ser mejores marcadores para monitorizar activacion
inmunoldgica en los pacientes VIH-1+ y por consiguiente predecir el avance de la
enfermedad en la fase cronica de la infeccién, que el recuento de los LT CD4+
utilizado de rutina. No obstante la abundante informacion al respecto, aun no hay
claridad sobre los valores de estas moléculas y linfocitos activados en cada una de
las fases de la infeccion, ni validado su utilidad para predecir la progresién de la
enfermedad y la respuesta al tratamiento antirretroviral (ARV). La informacion
disponible al respecto en pacientes colombianos es aun escasa.

OBJETIVOS: Determinar el estado de activacion inmunolégica de los linfocitos T,
segun la expresion de las moléculas CD38 y HLA-DR, en pacientes VIH-1+ en la
fase cronica de la infeccién con y sin tratamiento antirretroviral y establecer si
existe asociacion entre estos marcadores y los desenlaces clinicos,

inmunovirolégicos y terapéuticos.
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METODOLOGIA: Se realizé un estudio descriptivo de corte transversal en el que
se analizaron por citometria de flujo las moléculas CD38 y HLA-DR, en la
superficie de los LT, en 96 pacientes con infeccion cronica por VIH-1 con sin
tratamiento ARV y 29 individuos control, VIH negativos. Los pacientes VIH-1+
fueron divididos para el analisis en cuatro grupos de acuerdo a su estado clinico e
inmunovirolégico y a la respuesta al tratamiento ARV. De los pacientes sin
tratamiento ARV previo, 24 pacientes estaban en fase no avanzada (ARV-Naive)
y 32 pacientes en fase avanzada con indicacion de inicio de tratamiento (Inicia-
ARV). Los pacientes bajo tratamiento ARV se clasificaron de acuerdo a una
adecuada respuesta a este tratamiento en 23 de ellos (ARV-Exitoso), o en falla
clinica e inmunovirolégica en 17 pacientes (ARV-Falla). Se compararon los
valores de las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y LT CD8+ (CD38+ o HLA-
DR+ o CD38+/HLA-DR+ doblemente positivos) entre los grupos. También se
analizo la correlacién entre la expresion de estos marcadores de activacion en LT
con la carga viral y el recuento absoluto de LT CD4+. Finalmente mediante
analisis de curvas ROC, se estimo la exactitud (Area bajo la curva ROC [AUC]) de
las subpobaciones de LT inmunolégicamente activados para discriminar los
grupos VIH-1+ del estudio de los pacientes con el mejor control viroldgico de la
infeccion (ARV-exitoso) y se escogieron los valores de corte con la mejor habilidad
diagndstica. RESULTADOS: Se encontrd significativamente mayores niveles de
LT activados en los pacientes en estados mas avanzados sin terapia ARV y en
los que tenian falla terapéutica, comparados con los individuos con un buen
control inmunovirolégico independientemente de la terapia ARV. Consistente con

la reconstitucion inmunoldgica por el tratamiento ARV, los niveles de LT activados
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del grupo ARV-exitoso fueron muy similares al grupo de VIH negativos en todas
las subpoblaciones de LT examinadas. Los unicos marcadores inmunologicos que
diferenciaron a los pacientes en estadios menos avanzados de la infeccion (ARV-
naive) del grupo con los mas bajos niveles de activacién inmunoldgica y mejor
control virolégico (ARV-exitoso), fueron medidos en la superficie de los LT CD8+
(% de LT CD8+CD38+, Intensidad media de fluorescencia [MFI] de la molécula
CD38 en LTCD8+, % de LT CD8+HLA-DR+ y % de LT CD8+CD38+/HLA-DR+
doblemente positivos). Este resultado sugiere que en la fase crénica de la
infeccion por VIH-1 los cambios en la activacion inmunolégica de los LT CD8+
preceden a esos cambios fenotipicos en los LT CD4+ y a su disminucion en
sangre periférica. De manera similar la expresion de la molécula CD38 en los LT
CD8+ distinguid mejor a los individuos con falla virolégica e inmunologica a la
terapia del grupo con terapia exitosa, que la expresion de este mismo marcador en
LT CD4+. Los niveles de activacion inmunoldogica se correlacionaron
positivamente con los niveles de carga viral plasmatica e inversamente el conteo
de linfocitos T CD4+. Consistente con los resultados anteriores, el analisis de
curvas ROC mostré que los niveles de LT CD8+ activados (% de LT CD8+CD38+,
MFI de la molécula CD38 en LT CD8+, % de LT CD8+HLA-DR+ y % LT
CD8+CD38+/HLA-DR+ doblemente positivos) tuvieron una alta exactitud (AUC
>87) para identificar los pacientes naive a ARV en diferentes estados de avance
de su infeccion crénica o los pacientes con falla terapéutica de los pacientes VIH-
1+ bajo tratamiento ARV exitoso y mejor control virolégico. La cantidad de la
molécula CD38 (valores MFI) en los linfocitos T CD8+, al contrario del recuento de

LT CD4+, tuvo una excelente exactitud para identificar activacién inmunoldgica en
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los pacientes VIH-1+ en estadios menos avanzados de la infeccion sin tratamiento
ARV vy distinguirlos de los pacientes controlados exitosamente por el tratamiento
ARV o los individuos VIH negativos.

CONCLUSIONES: Los resultados confirman que la activacion de LT es un buen
marcador de progresion de la enfermedad y de respuesta al tratamiento
antirretroviral. De manera novedosa, estos resultados sugieren que la activacion
inmunoldgica de LT CD8+, de acuerdo a los marcadores CD38 y/o HLA-DR
precede a las alteraciones fenotipicas de estos mismos biomarcadores
inmunoldgicos en los LT CD4+ y a los cambios cuantitativos en los LT CD4+, el
biomarcador de eleccion actual para decisiones clinicas y terapéuticas en estos
pacientes.

Palabras Clave: VIH-1, Activacién inmunoldgica en Linfocitos T, Moléculas CD38

y Human Leukocyte Antigen —DR (HLA-DR).
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INTRODUCCION

La enfermedad por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) es hoy en dia un
grave problema de salud publica en aumento en el mundo entero, causando una
importante mortalidad especialmente en los paises mas pobres. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) existen en el mundo alrededor de 34
millones de personas infectadas con VIH, la mayoria de ellas se encuentra en
paises de bajos o medianos recursos. Hasta la fecha el Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) ha cobrado la vida de unos 25 millones de
personas, y se calcula que en 2011 unos 1,7 millones de personas murieron por
esta causa (. En Colombia en el afio 2009 el promedio diario de casos nuevos de
SIDA fue de 18 @, y en el afio 2011 se registraron 5.650 casos de muerte por
SIDA ©). En el Valle del Cauca la mortalidad relacionada con SIDA fue de 1.6 x
100.000 habitantes en afio 2009 @, en Cali se reportaron 465 casos nuevos de
infeccion por VIH en el ano 2011, de los cuales el 20% fueron diagnosticados en

etapa de SIDA y se reportaron 38 fallecimientos por esta causa ®),

Aunque existe tratamiento para controlar la enfermedad este no elimina la
infeccion y el acceso a este tratamiento es aun limitado, especialmente en paises

como Colombia, donde la cobertura es solo alrededor de 66.3% @),

Aun no se conoce por completo la fisiopatologia de la enfermedad por VIH, pero

se cree que la activacion inmunoldgica cronica tiene un papel fundamental en las
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alteraciones inmunologicas que sufren estos pacientes y el subsecuente progreso
al Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) ). Desde el establecimiento
de la infeccion por VIH-1, se desencadenan en el sistema inmunologico multiples
alteraciones, tanto por efecto directo del virus como por un dafio indirecto, que
conducen al deterioro cronico de los linfocitos T CD4+. La pérdida de los linfocitos
T CD4+ que caracteriza la infeccién por VIH se atribuye a la apoptosis mediada
por proteinas virales, o al dafio de los 6rganos linfoides, pero principalmente a la
muerte celular secundaria a un estado de hiperactivacién inmunoldgica . Esta
activacion inmunoldgica descrita como “aberrante” por su magnitud y extension
(tanto en linfocitos como en el sistema inmune innato), se atribuye principalmente
a la pérdida de la integridad de la mucosa gastrointestinal, la cual permite la
translocacién permanente de productos microbianos a la circulacion sistémica y

€8  Ademas, como

subsecuente estimulacion cronica del sistema inmune
resultado de la activacion inmunoldgica también se aumentan las células blanco
de la infeccion y por consiguiente la replicacién viral contribuyendo al progreso

clinico ¥,

Existen diferencias en la velocidad con la que progresa la enfermedad y no esta
claro cual es el mecanismo fisiopatolégico mas importante. Sin embargo multiples
estudios coinciden en el papel fundamental que parece tener la activacion
inmunoldgica en la patogénesis de la enfermedad por VIH. Por ejemplo se conoce
que la activacion de linfocitos T, medida especialmente por la expresion en la
superficie celular de las moléculas de activacion, CD38 y HLA-DR, esta

9,10)

relacionada con progresién de la enfermedad ©'%. Se han demostrado niveles

16



mucho mayores LT positivos para estos biomarcadores de activacion
inmunoldgica en los individuos que progresan en la enfermedad al compararlos
con individuos progresores lentos o no progresores {'''?. Ademas estudios de
seguimiento a corto y a largo plazo han demostrado que los pacientes con
mayores niveles de activacion inmunologica progresan mas rapido que los
individuos con niveles mas bajos de esta ®'). Asi mismo, mayores niveles de
activacion de LT se relacionan con la caida mas rapida de los LT CD4 de sangre
periférica, y los niveles aumentados de LT CD8+ activados pueden predecir la

disminucién de los linfocitos T CD4+ y por tanto la progresion de la enfermedad .

Por otra parte, se conoce que la activacion inmunoldgica también se relaciona con
la respuesta a la terapia antirretroviral (ARV). Por ejemplo, los cambios tempranos
en los niveles de activacion de linfocitos T, de acuerdo a la expresion de la

molécula CD38, pueden predecir el éxito del tratamiento ARV (419,

Actualmente se monitoriza la progresion de la enfermedad y la necesidad de inicio
de tratamiento ARV con los niveles de carga viral (CV) plasmatica y el valor
absoluto de linfocitos T CD4+. Sin embargo estos dos marcadores
convencionales, no reflejan la complejidad de las alteraciones inmunolégicas de
estos pacientes. La disminucién de los LT CD4+ en sangre parece ser un evento
tardio, precedido por una serie de procesos dentro de los cuales el mas importante
parece ser la activaciéon inmunologica. Por lo tanto es de crucial importancia
realizar estudios que permitan determinar si los cambios tempranos en la
activacion inmunologica de los LT pueden predecir mejor el deterioro inmunoldgico

y disminucion de los LT CD4+, que el s6lo conteo de estos linfocitos. Lo anterior
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permitiria anticipar con mejor exactitud el progreso clinico y realizar una
intervencion terapéutica mas temprana que prevenga el avance de la enfermedad.
Igualmente se necesita establecer cuales biomarcadores de activacion
inmunoldgica y los niveles de estos serian los mejores predictores de progresion
de la enfermedad. Tampoco se conoce suficientemente si los cambios en la
activacion inmunolégica en individuos bajo tratamiento antirretroviral pueden
predecir el riesgo de tener falla al tratamiento. Por otra parte, nuevos enfoques de
tratamiento basados en inmunomodulacion de estos potenciales blancos
terapéuticos podrian ser una mejor alternativa, sin los problemas de resistencias y
los efectos secundarios de la actual terapia antirretroviral o un complemento de la

misma.

No obstante la intensa investigacion internacional alrededor del tema y los
avances en el conocimiento, son muy pocos los estudios a este respecto en

Latinoamérica y particularmente en Colombia '©.

Resulta entonces necesario para el control de la infeccion y enfermedad por el
VIH/SIDA en Colombia y la toma de mejores decisiones clinicas basadas en
evidencia, caracterizar el estado de activacion inmunolégica en pacientes
colombianos con infeccién por el VIH-1. Por ejemplo, determinar la asociacién de
activacion inmunolégica con el estadio clinico en presencia o ausencia de
tratamiento antirretroviral exitoso constante, establecer los niveles o magnitud de
los biomarcadores a medida que se progresa en la etapa cronica y ademas
determinar los cambios iniciales que puedan ocurrir a partir de la instauracion del

primer régimen de tratamiento antirretroviral, son estudios preliminares que
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aportarian evidencia para justificar estudios multicéntricos de seguimiento a largo

plazo.

Este estudio caracteriz6 de manera preliminar el estado de activacion
inmunologica en una muestra representativa de pacientes VIH+, pertenecientes a
una cohorte dinamica de seguimiento y control bajo el modelo de atencion integral
especializada ambulatoria disefiado y desarrollado por la Corporacion de Lucha

Contra el Sida.

Se caracterizo la activacion inmunoldgica de LT basados en la expresion de las
moléculas CD38 y HLA-DR en pacientes con infeccién cronica por VIH-1 en
diferentes estadios de la enfermedad, con y sin tratamiento ARV. Los resultados
confirman que la activacion inmunolégica en estos pacientes se relaciona con el
desenlace clinico, el estado inmunovirlégico y la respuesta al tratamiento ARV.
De manera novedosa aporta nueva informacion con respecto a que los cambios
en el estado de activacion inmune de los linfocitos T CD8+ preceden a estos
cambios en los linfocitos T CD4+ y a la disminucién del recuento absoluto de los
mismos. Actualmente se realiza seguimiento a corto plazo (seis meses) de los
cambios en los marcadores de activacidon inmunologica en estos pacientes y
esperamos confirmar y extender los resultados obtenidos en este estudio

transversal.

En resumen, esta investigacion aporta evidencia preliminar con impacto en la toma
de decisiones para el inicio oportuno de tratamiento ARV, lo cual permitiria

preservar la calidad y mejor funcionalidad de la respuesta inmune. Lo anterior
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podria contribuir al éxito de la terapia, prevenir complicaciones asociadas y
mejorar la calidad de vida de los individuos que conviven con la infeccion por VIH

en Colombia.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Epidemiologia del VIH/SIDA

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) hay 34 millones de personas
infectadas con VIH en el mundo, aunque solo el 50% de ellas conocen su estado
serologico. La mayoria de estas personas se encuentran en paises de bajos o
medianos recursos. Se calcula que en 2011 se infectaron con VIH unos 2,5
millones de personas, que hasta la fecha, el Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA) ha cobrado la vida de unos 25 millones de personas y que solo
en 2011, 1,7 millones de personas murieron por esta causa ). A finales de 2011,
en los paises de ingresos bajos y medianos mas de 8 millones de personas
seropositivas tenian acceso al tratamiento antirretroviral (ARV), en general, la
cobertura del tratamiento con antirretrovirales en estos paises ha aumentando
pero continua siendo baja, ya que para ese afio alcanzé el 54% de los casi 15
millones de personas que necesitaban tratamiento M. Se calcula que en América
latina hay 1.4 millones de infectados, 83.000 nuevas infecciones en 2011 y 54.000

muertes relacionadas con SIDA entre adultos y nifios en el mismo afio ).

En Colombia, de acuerdo a los datos reportados al Sivigila, entre 1983 y 2010 ha
habido un total de 78.999 casos notificados de infeccion por VIH . Se estima
una prevalencia de 0.52 entre personas de 15 y 49 afnos de edad. En el afio 2011
se notificaron 6687 casos de VIH/SIDA %)Y la tasa de mortalidad por SIDA en el

pais en el afio 2009 segiin DANE fue 5,21 por 100.000 habitantes .
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El Valle del Cauca ocupa el segundo lugar en Colombia en numero de casos
acumulados desde 1983 hasta 2010 con 14.884 casos de VIH en este periodo .
Llama la atencion que el departamento del Valle siendo el segundo en numero de
casos acumulados, registra la mayor proporcién de casos incidentes en el 2010
junto con Barranquilla; y una concentracién mayor en poblacién joven ?*. En
2010 se estimo que la cobertura de tratamiento ARV era del 80% segun el

Ministerio de Proteccion Social, pero se calcula que en poblacién no asegurada

esta cobertura solo alcanzé el 23.5% .

1.2. Infeccidn por VIH, y clasificacion clinica y fisiopatologia

El virus de la inmunodeficiencia humana o VIH pertenece a la familia Retroviridae,
se transmite a través de fluidos corporales, especificamente sangre y secreciones
genitales, e infecta algunas células del sistema inmune (LTCD4+, monocitos,
macrofagos, células dendriticas) y establece una enfermedad cronica en la cual
ocurre una disfuncion progresiva del sistema inmune lo que lleva al desarrollo del

sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) 7).

La historia natural de la infeccion por el VIH-1 de acuerdo a los dos biomarcadores
actualmente utilizados para seguir el proceso de la infeccion, conteo de linfocitos T
CD4+ y carga viral, se resume abajo en la grafica 1. En la fase aguda de la
infeccion, la viremia (nivel del virus en sangre) es muy alta, al cabo de algunas
semanas esta disminuye considerablemente y generalmente se mantiene estable
durante anos, hasta que aumenta nuevamente cuando se llega a la etapa de
SIDA. Los linfocitos T CD4+ de sangre periférica disminuyen al inicio de la
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infeccion y luego se recuperan parcialmente y se conservan en niveles
relativamente adecuados, hasta la etapa de SIDA cuando disminuyen
dramaticamente. Desde el inicio de la infeccion se presenta una destruccidn
masiva y muy rapida (2-3 semanas) de los linfocitos T CD4 de mucosas,
especialmente de la mucosa del tracto gastrointestinal, y estos linfocitos no se
recuperan completamente durante el curso de la infeccion. Desde muy temprano

se establece una hiperactivacion inmunoldgica, la cual aumenta en el trascurso de

la infeccion ('® y se correlaciona con el colapso del sistema inmunoldgico en la
fase de SIDA.
| Immune ¢
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Figura 1. Descripcion del curso de la infeccionn por el VIH-1 y marcadores
inmunovirolégicos de acuerdo a las fases de la infeccion ().

Los individuos con infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1)

pueden ser clasificados, segun la velocidad con la que progresa la enfermedad, en
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progresores rapidos (2 — 3 afos) que corresponden a un 10% de la poblacion con
infeccion por VIH-1, progresores tipicos (8 — 10 afos) que corresponden al 80% vy
progresores lentos (12 — 15 anos) los cuales corresponden a otro 10% de esta
poblacion. Dentro de los mecanismos implicados en esta variabilidad en la
progresion se encuentran factores genéticos, ambientales, virales e

inmunologicos.

Para facilitar el manejo y monitoreo de los pacientes, e unificar criterios para
evaluar los ensayos clinicos de diferentes tratamientos, establecer el valor
pronostico de determinados marcadores o conocer la historia natural de la
infeccidn, se han propuesto varias clasificaciones de la enfermedad por VIH. La
clasificacion mas utilizada en los paises con acceso a las ayudas diagnosticas, ha
sido la del Centro de Control de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC) de
1993 9 |a cual categoriza a los pacientes del 1 al 3 segln su recuento de
linfocitos T CD4+ y en categorias A, B y C, segun su estado clinico, considerando

con enfermedad avanzada los pacientes que se encuentran en categorias C o 3.

Tabla 1. Clasificacion de la infeccion por VIH-1 segun criterios del CDC, 1993 (19),

CLASIFICACION CATEGORIAS CLINICAS
CDC 1993 A B c
Categorias de linfocittos Infeccion asintomatica o Sintomatica Indicadoras de
CD4 LGP. INFECCION AGUDA noAnoC SIDA
> 500 cel/mms3 A1 B1 C1
200-499/mm3 A2 B2 C2
<200/m L A3 B3 C3
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La infeccidén por el virus del VIH-1 desencadena un proceso fisiopatologico muy
complejo; si bien se creia que las alteraciones inmunoldgicas se limitaban
solamente al nivel de linfocitos T CD4 (LTCD4+) y que eran alteraciones
cuantitativas, hoy se conoce que las alteraciones inmunes que sufren estos
pacientes son extremadamente complejas y que basicamente afectan a todas las
células del sistema inmune, tanto innato como adaptativo . Algunas de estas
células son blanco de la infeccidn viral, sin embargo otras células que no son
infectadas por el virus, tales como los linfocitos T CD8+ (LTCD8+) o los linfocitos B
(LB), también son afectadas como consecuencia de la disfuncion inmune de los

LTCDA4+.

Las células blanco de la infeccion son los linfocitos T CD4, especialmente los LT
CD4+ de tejido linfoide asociado a mucosas, y entre los mas afectados estan los
LT CD4+ de la mucosa del tracto gastrointestinal, los cuales sufren una deplecion
masiva desde el principio de la infeccidén, y no se recuperan completamente
durante todo el curso de esta ©7?%. Las alteraciones de los LT CD4+ no solo
ocurren en el numero de células, sino que también se afecta su funcion, al igual

que las funciones de muchas otras células del sistema inmune.

Uno de los paradigmas que ha cambiado en relacién con la infeccion por el VIH-1
es el tipo de infeccion que este virus establece. Estabamos acostumbrados a ver
la infeccion como crénica, hoy sabemos que el VIH establece una infeccion
bimodal, con una fase aguda muy temprana durante la infeccion, en la cual ocurre
una eliminacion masiva de los linfocitos T CD4 en el tejido linfoide asociado a las

mucosas, principalmente en la mucosa del tracto gastrointestinal 9, que
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escasamente se refleja en sangre periférica. En respuesta a este fendmeno,
desde esta fase aguda se establece una hiperactivacién inmunolégica no solo de
LT CD4+ sino de todas las células del sistema inmune, como consecuencia de la
alteracién en la integridad de la mucosa gastrointestinal la cual permite la
translocacion permanente de productos microbianos a la circulacion sistémica y

subsecuente estimulacion crénica del sistema inmune @7,

La magnitud del dafo
que ocurre en esta fase aguda y la capacidad de reparacién que exhibe el sistema
inmune determinan qué tan rapido se pasa a la fase cronica, donde se da una
eliminacion paulatina de todas las otras sub poblaciones de linfocitos T, hasta el

momento critico cuando se llega a la etapa de SIDA 22,

1.3. Mecanismos de disfuncion inmunolégica en la infeccion por VIH

Los mecanismos por los cuales el VIH induce la disfuncion inmunoldgica,
clinicamente definida como SIDA, ha sido objeto de intenso estudio desde el
descubrimiento del virus a principios de la década de los 80s. Estudios virologicos
iniciales demostraron bajos niveles de replicacion viral en pacientes con SIDA,
sugiriendo que el virus por si solo no es capaz de inducir el SIDA, y que debian
existir factores adicionales que jugaban un papel en la disfuncion inmunoldgica
asociada al VIH. Este concepto ha sido enfatizado desde la observacion de que, a
pesar de que el nivel de replicacidn viral esta significativamente correlacionado
con el riesgo de progresiéon de la enfermedad @3 este parametro solo predice en
una pequeia parte la variacion en la tasa de progresion en los pacientes

infectados por VIH @4,
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A mediados de la década de los 90s, con mejoras en las técnicas disponibles para
detectar el virus en sangre se demostré que la replicacion del virus permanecia

(25.26)  Adicionalmente, la

activa durante todo el curso de la enfermedad
observacion de que la inhibicion de la replicacion viral con medicamentos
antirretrovirales atenuaba sustancialmente la progresion de la enfermedad,
establecid claramente que la replicacion del virus es responsable de la
patogenicidad. Sin embargo, lo que estd aun pobremente definido es el

mecanismo por el cual la replicacion viral conduce directa o indirectamente a la

disfuncién inmunoldégica y posterior desarrollo del SIDA.

También a mediados de los 90s se presentd un modelo de deplecidon de linfocitos
T CD4 basado enteramente en la infeccion y eliminacién de estas células
directamente por el virus. Este modelo proponia que la progresiéon a SIDA en
personas infectadas por el VIH es el resultado de una falla en la respuesta
hemostatica del sistema inmune para enfrentar una alta tasa de pérdida de
linfocitos T CD4 7?8 El modelo ofrecia una explicacion para el rapido aumento
en el numero de linfocitos T CD4 tras la inhibiciéon de la replicacién viral con el
tratamiento antirretroviral. Sin embargo, este modelo y sus versiones posteriores
(2930) fyeron desafiados por motivos tedricos y experimentales pues no parecian
explicar la complejidad de la dinamica de las células T en respuesta a la
replicacion viral continua y ademas parecia una vision simplista de la patogénesis

de la enfermedad ©'39),
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1.4. Papel de la activacion inmunoldgica en la patogénesis de la enfermedad
por VIH

La idea de que la activacion inmunologica crénica desempefia un papel
fundamental en la patogénesis del SIDA fue primero presentada por Ascher S y

(39)

Sheppard y, en paralelo pero desde una perspectiva diferente, por Grossman y

4041) Poco tiempo

colaboradores a finales de los afios 80 y principios de los 90 (
después, Giorgi y colaboradores publicaron una serie de estudios clinicos que
apoyaban el concepto de que una excesiva/aberrante activacién inmunoldgica es
el principal mecanismo que lleva a la disfuncion inmunolégica asociada al VIH.
Estos estudios encontraron que la activacion de linfocitos T CD4+ y CD8+,
determinada por la expresion de CD38 y HLA-DR, se correlacionaba mejor con la

progresion de la enfermedad que la carga viral ©10:1342)

Un apoyo indirecto, pero muy importante para el papel crucial de la activacion
inmune en la patogénesis de la infeccién por VIH, es proporcionado por estudios
de la infeccion por SIV (Virus de Inmunodeficiencia del Simio) en hospederos
naturales, en los cuales los altos niveles de replicacion viral no son suficientes
para inducir progresion de la enfermedad, en ausencia de niveles aumentados de
activacion inmunolégica “**9. Se han hecho muiltiples estudios en los hospederos
naturales del SIV; una especie de simios, los Sooty Mangabey, a pesar de que
tienen niveles muy altos de carga viral en sangre, no desarrollan la enfermedad,
mientras que otra especie, los Macaco Rhesus, con cargas virales igualmente
altas, si exhiben disfuncion inmunolégica y progresion de la enfermedad. Se

encontré que los simios Sooty Mangabey presentaban menores niveles de
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activacion inmunolégica que los Macaco Rhesus ©%) lo cual hizo pensar que
existia otro mecanismo, adicional al efecto directo del virus, en la progresion de la
enfermedad, y se postuld que debia ser la activacion excesiva y cronica del

sistema inmune.

Igualmente se han encontrado niveles mucho mas bajos de activacion
inmunoldgica en los pacientes VIH+ denominados los LTNP (no progresores), los
cuales son individuos que no desarrollan inmunosupresion y no presentan
sintomas de SIDA, comparados con pacientes progresores que si desarrollan la

enfermedad (SIDA) ©".

En resumen, todo lo anteriormente mencionado evidencia el papel central de la

activacion inmune en la patogénesis del SIDA.

1.5. Causas de activacion inmunoldgica en la infeccion por VIH

Se han enumerado varias posibles causas de esta hiperactivacion inmunoldgica
cronica en los pacientes con VIH, dentro de estas se encuentran la destruccion
masiva del tejido linfoide asociado a mucosa de tracto gastrointestinal después de
la infeccion aguda, ya mencionada previamente, la cual conlleva a translocacion o
paso de productos bacterianos del intestino hacia la sangre, la presencia de
proteinas virales que pueden estimular directamente receptores de la inmunidad
innata y asi promover activacion inmunoldgica persistente, la excesiva produccion
de Interferdn alfa (IFN-a) por parte de las células dendriticas plasmacitoides ante

la estimulacion por el virus, lo que aumenta la expresion de moléculas de
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activacion y de moléculas de muerte en los linfocitos T CD4, lo cual lleva a

apoptosis (muerte celular programada) de estas células >,

Los niveles aumentados de Lipopolisacarido (LPS) y de DNA bacteriano en sangre
sustentan la translocacion microbiana que ocurre en individuos infectados con
VIH, al compararlos con individuos sanos, lo mismo que en primates infectados
con SIV (virus de inmunodeficiencia de los simios) en comparacion con los
primates no infectados ®2". El LPS es el mayor componente de la pared de
bacterias gram-negativas y un potente producto innmunoestimulatorio, puede ser
cuantificado en plasma, y sus niveles en plasma son comunmente medidos para
determinar el grado de translocacion bacteriana que ha ocurrido. Adicionalmente,
se ha encontrado que la concentracion en sangre de LPS se correlaciona de forma
positiva con marcadores de activacién inmunolégica en sangre como IFN-a y de

superficie de linfocitos T como CD38 y HLA-DR 7).

Por otro lado, se han encontrado cantidades significativamente mayores de IFN-a
en tejido linfoide de pacientes con VIH al compararlos con individuos sanos.
Igualmente las cantidades de IFN-a son mayores en pacientes con VIH en los
cuales la enfermedad ha progresado, que en pacientes con VIH “no progresores”.
Las cantidades de IFN-a son marcadamente mas elevadas en pacientes
infectados con VIH con infeccién aguda ©*°%) lo cual puede indicar que la
activacion inmunoldgica inicia desde etapas muy tempranas en la infeccion por

VIH.
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La eliminacién de células CD4+ por efecto indirecto de la infeccion viral se
produce por activacion cronica de células del sistema inmune la cual lleva a
muerte celular inducida por activacion. EI mecanismo a través del cual hay una
eliminacién de células no infectadas es la muerte celular inducida por activacion, lo
cual aumenta notoriamente el recambio de linfocitos T y lleva, ademas a dafio con

fibrosis de los nodulos linfaticos 659

1.6. Marcadores de activacion inmunolégica

Si bien la caracterizacidén exacta de la activacion inmune crénica asociada con VIH
sigue siendo incompleta, un fenotipo de activacion/disfuncién es evidente para
muchos tipos diferentes de células del sistema inmune en la infeccion por el VIH.
Con respecto a las células T, la activacién inmune puede ser evaluada a través de:
(i) alta frecuencia de células T que expresan marcadores de activacién vy

n (60-62).

proliferacio ; (ii) altos niveles de apoptosis inducida por activacion de las

s @387 (iii) altos niveles de proliferacién de

células T no infectadas por el viru
células T ©79 | a tasa mas alta de proliferacion en los sujetos infectados por el
VIH, en comparacion con personas no infectadas no se limita a las células T CD4
y CD8, también se observa en las células B, células asesinas “natural killer” (NK),

astrocitos, células dendriticas y monocitos/macréfagos V.

Con el panorama clasico de la evolucién de la infeccion e inclusive con el
conocimiento actual de que la infeccién se da en dos fases, los marcadores para
medir la progresion de la infeccion que se han usado y que aun en la actualidad se
siguen usando son el recuento de linfocitos T CD4 en sangre periférica y la carga

viral en plasma. La correlacion de estos dos marcadores con el estado clinico es
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relativamente buena pero en muchos casos no es suficiente y la razon es porque
mas del 99% de las particulas virales son no infecciosas, pero pueden contribuir a
las alteraciones funcionales que se producen en las células del sistema inmune y
que pueden llevarlas a la muerte, aun sin estar infectadas por el virus. Y por otro
lado, si bien es cierto que el virus directamente destruye linfocitos T CD4, el
porcentaje de células CD4+ infectadas en sangre periférica es muy bajo para que

la infeccidn explique la eliminacion de todas las células CD4+.

Para medir activacion inmunolégica existen multiples marcadores que se
encuentran en la superficie de las diferentes células del sistema inmune, dentro de
los cuales se encuentran CD38, el antigeno leucocitario humano-DR (HLA-DR),

CD25, Ki-67, CD69, CD70, CD86, Neopterina, B2-microglobulina, TNFR II.

Se han estudiado los niveles de marcadores de activacion inmunolégica en
pacientes VIH+ frente a controles sanos y se han encontrado niveles
significativamente mas altos en pacientes VIH+, de estos marcadores los mas
estudiados han sido CD38 y HLA-DR en la superficie de linfocitos T CD4+ y CD8+
("2 Se ha encontrado ademas alta coexpresion de varios marcadores en la
superficie de linfocitos T CD4 y CD8, principalmente de CD38 y HLA-DR ", |a
cual ha sido significativamente mas alta en pacientes VIH+ que en individuos

Sanos.

La molécula CD38 fue descubierta a principios de la década de los 80 por
Reinherz y colaboradores, es una glicoproteina de superficie de tipo Il

Inicialmente fue considerada un antigeno de activacion y usada principalmente en
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la fenotipificacion o caracterizacion de las leucemias ("%. El anélisis de la expresion
de la molécula CD38 en los linfocitos se ha convertido en una herramienta
importante para la supervision de los pacientes durante la infeccion por VIH-1 y
recientemente ha sido propuesta para uso en el seguimiento de la terapia
antirretroviral. El valor prondstico de estos analisis se atribuye a la capacidad de
CD38 para marcar activacion inmunoldgica. Observaciones recientes sugieren que
CD38 desempefa un papel activo en la infeccién por VIH-1. En sangre periférica,
CD38 es expresado por células “Natural Killer” (NK), LT y LB y en una menor
cantidad por plaquetas (PLT) y glébulos rojos (GR). En LT es detectable en niveles
altos en LT maduros y activados y en niveles bajos en LT quiescentes y naive,
mientras que es indetectable en LT de memoria no activados. Se sabe que la
molécula CD38 se comporta como una ectoenzima multifuncional, y que produce
compuestos envueltos en la regulacién de los niveles de calcio citoplasmatico. Al
parecer la funcibn enzimatica de CD38 es activa principalmente en
microambientes con altas concentraciones locales de Nicotinamida Adenina
Dinucledtido (NAD), como en presencia de grandes cantidades de células
muriendo y liberando NAD. La molécula CD38 es altamente expresada en érganos
linfoides primarios y secundarios, y en tejidos inflamados, donde ocurren niveles

altos de muerte celular 7,

El antigeno leucocitario humano-DR (HLA-DR) es una molécula del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (MHC) de clase Il, cuya funcion mas importante en
el sistema inmune es la de reconocimiento antigénico y sefalizacién, Es

expresada especialmente por células presentadoras de antigeno, no es expresada
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consitutivamente por los LT, pero los LT activados se convierten en HLA-DR+

durante la respuesta inmune.

1.7. Marcadores de activacion inmunoldgica y progresion de la enfermedad

En estudios realizados desde principios de los 90's y en multiples estudios hasta
la actualidad, se ha encontrado que estos marcadores de activacién inmunolégica
estan asociados con progresion de la enfermedad por VIH. Se han hecho
ensayos dividiendo los pacientes VIH+ en grupos, segun los niveles de linfocitos T
CD4 y los niveles de estos marcadores de activacion inmunolégica, para luego
comparar la dinamica de la progresion de la enfermedad entre los diferentes
grupos. En uno de los primeros estudios se dividieron los pacientes en seis
grupos, inicialmente se dividieron en tres grupos segun sus niveles de linfocitos T
CD4 (>500; 200-500; <200) y estos grupos a su vez se dividieron en dos
subgrupos cada uno, segun los niveles del marcador CD38 en la superficie de
linfocitos T CD8 (>500; <500), y se demostré que los pacientes que tenian niveles
de CD38 >500 tenian un riesgo significativamente mayor de desarrollar SIDA
dentro de los siguientes 7 anos, que los pacientes con CD38 <500 (") En otros
estudios se han comparado individuos VIH- con individuos VIH+ sin enfermedad e
individuos VIH+ con SIDA y se han encontrado cantidades significativamente
mayores de expresion de marcadores de activacion, como CD38 y HLA-DR en los

individuos VIH+, y mayores aun en los individuos VIH+ con SIDA (1137678),

En la actualidad sabemos entonces que en la infeccion por VIH la activacion
inmunoldgica tiene un papel central en la inmunopatogénesis de la enfermedad.

Durante la infeccion aguda la deplecion de linfocitos T CD4 en el intestino resulta
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en translocacion microbiana la cual contribuye a la activacion inmunologica. El
virus por si mismo también contribuye a la activacién inmunoldgica cronica del
sistema inmune innato y adaptativo, la cual lleva a deplecion de linfocitos T. Estos
linfocitos T activados son a su vez el blanco mas importante del virus, perpetuando

asi la replicacion viral /).

1.8. Marcadores de activacién inmunolégica y respuesta al tratamiento
antirretroviral

También se ha encontrado relacion entre los niveles de activacion inmunologica y
el tratamiento antirretroviral, se ha demostrado que cambios tempranos (2-4
semanas) en los niveles de activacidon inmunolégica después del inicio de
tratamiento pueden predecir el éxito que tendra este tratamiento ©®®. Se ha
encontrado también, que los niveles de activacion inmunoldgica disminuyen

notoriamente en las primeras 4 semanas de tratamiento antirretroviral (1419,

Ademas se ha encontrado que la supresion viral incompleta esta asociada a la
persistencia de niveles altos de activacion inmunoldgica, encontrandose
diferencias significativas en los niveles de marcadores de activacion entre los
pacientes que se encuentran con cargas virales completamente suprimidas (<50
copias) comparados con los pacientes que se encuentran con cargas virales

detectables (>50 copias) €152

. De igual forma, la reconstitucién inmunoldgica
incompleta esta asociada con altos niveles de activacidon inmunoldgica,
encontrandose niveles mas altos de marcadores de activacion en pacientes bajo

tratamiento que tienen niveles de linfocitos T CD4 <250 células en comparacion
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con los pacientes que estando bajo tratamiento han alcanzado niveles de linfocitos

T CD4 >250 células @388,

La activacién inmune se establece desde muy temprano en la historia de la

infeccion por VIH y aumenta hasta encontrar un “punto de equilibrio” '

)y es
posible que el tratamiento antirretroviral altamente efectivo y constante, a la vez
que mantiene supresion viral completa y niveles apropiados de CD4/CDS,

modifique también de alguna manera la hiperactivacion inmunoldégica.

En resumen, se ha encontrado asociacion entre activacion inmunoldgica y el éxito

o la falla al tratamiento antirretroviral, tanto virolégica o inmunolégicamente.
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2. HIPOTESIS

Hq: Durante la enfermedad por VIH, los linfocitos T (LT) se encuentran activados
inmunoldgicamente, y esta activacion de LT se relaciona con el estado clinico e
inmunovirolégico de la enfermedad (carga viral y recuento de LT CD4+) y la

necesidad de tratamiento antirretroviral y/o la respuesta a este tratamiento.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General
Determinar el estado de activacion inmunolégica de los linfocitos T en pacientes
VIH+ en la fase cronica de la infeccion en pacientes con o sin tratamiento

antirretroviral.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Objetivo especifico 1:

Cuantificar las subpoblaciones de linfocitos T activados, segun la expresion de los
marcadores de superficie celulares CD38 y HLA-DR, en la etapa crénica de la

infeccion con VIH-1.

3.2.2. Objetivo especifico 2:

Determinar si existen variaciones de los marcadores de activacion inmunolégica
en la fase cronica de la infeccion VIH-1 que se relacionen con el desenlace clinico,

inmunovirolégico o terapéutico.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Tipo de estudio y disefio experimental

Este trabajo se realiz6 en el contexto de un proyecto de investigacion en el que se
examinaron diferentes marcadores de activacion inmunologica en linfocitos T en
individuos adultos con diagnostico de infeccion crénica por VIH y su relacidén con
estado clinico e inmunoviroldgico y la respuesta al tratamiento ARV. Se traté de un
estudio descriptivo de corte transversal que analiz6 dos marcadores de activacion
inmunoldgica en la superficie celular, las moléculas CD38 y HLA-DR, en las
subpoblaciones de LT (CD4+ y CD8+) en sangre periférica, de cuatro grupos de
pacientes con infeccion por VIH-1 con diferentes estadios clinicos e

inmunoviroldgicos, “naive” a la terapia o con tratamiento antirretroviral.

La muestra se selecciond de la poblacion de pacientes que se encuentran bajo
atencion integral especializada ambulatoria de la Corporacion de Lucha Contra el
Sida, con diagnostico confirmado de infeccion por VIH con y sin tratamiento
antirretroviral. Los voluntarios se dividieron en cuatro grupos de estudio, dos
grupos sin exposicion previa (“naive”) a la terapia antirretroviral, uno de los cuales
tenia buen control inmunovirolégico de la infeccion (ARV-Naive) y el segundo
grupo tenia indicacion de inicio inmediato de terapia ARV (Inicia-ARV); los otros
dos grupos estaban bajo tratamiento ARV, uno con buen control de la infeccion
(ARV-Exitoso) y el otro en falla terapéutica (ARV-Falla). Como grupo control de los
niveles normales de activacion inmunolégica se incluyeron individuos VIH

negativos (VIH-), que compartian caracteristicas sociodemograficas similares a los
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cuatro grupos de estudio. Acorde a los criterios de seleccion se definieron los
potenciales participantes para cada grupo, se hizo la seleccion aleatoria
correspondiente y a los elegidos potenciales que conformarian dichos grupos
posteriormente se les invitd a participar de manera voluntaria y con firma del
consentimiento informado (anexo 1). Se obtuvo consentimiento informado escrito
de todos los voluntarios y el Protocolo fue aprobado por los Comités de Etica
Humana Institucionales de la Corporacion de Lucha contra el Sida y de la

Universidad del Valle.

Mediante analisis de Citometria de flujo se determiné la expresion de moléculas
de activacion inmunolégica CD38 y HLA-DR en las sub-poblaciones de linfocitos T
CD4+ y TCD8+ de sangre periférica. Se realizé una medicion basal (inclusion al
estudio) a todos los participantes y un seguimiento a corto plazo (por seis meses)
solamente a los dos grupos de pacientes que no tenian terapia ARV previa al
momento de la inclusion. Especificamente una nueva mediciéon a los seis meses al
grupo en estadio menos avanzado sin indicacion de terapia ARV (ARV-Naive) y
dos mediciones, a los tres y seis meses, posterior al inicio de terapia ARV en el
otro grupo. Los resultados presentados en este estudio corresponden al analisis

de linea de base en todos los grupos del estudio.

Se hizo una correlacion entre los valores de las células activadas encontradas, la
evolucion clinica y la respuesta al tratamiento, considerando los marcadores
convencionales tales como la carga viral y los recuentos de Linfocitos T CD4 y
linfocitos T CD8. Ademas se consideraron en el analisis otras variables,

incluyendo las sociodemograficas y las clinicas relacionadas con la infeccién VIH,
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como el tiempo desde el diagndstico de la infeccion por VIH, el estado de la
enfermedad al momento del diagnostico y otras variables relacionadas con el
tratamiento antirretroviral como el tiempo bajo tratamiento ARV vy tipo de
tratamiento. Todas las variables del estudio fueron registradas en un formato de

recoleccion de datos (CRF).

La toma de muestras se realizd en el punto de atencion de la Cruz Roja
Colombiana Seccional Valle, localizado dentro de las instalaciones de la
Corporacion de Lucha Contra el Sida. Las muestras de sangre fueron tomadas por
una auxiliar de laboratorio entrenada para tal fin, por puncion venosa con aguja
multiple y sistema de tubos al vacio Vacutainer™BD para la toma simultanea
tanto de las muestras para el estudio como de las muestras requeridas para los

demas examenes de seguimiento y control de la infeccion por VIH.

Para los analisis de Citometria de flujo se utilizaron muestras de sangre total
anticoagulada con EDTA K3 y para las cargas virales se utilizaron tubos PPT™
BD. Los analisis de FACS para detectar las moléculas biomarcadoras de
activacion inmunolégica en los linfocitos fueron procesados por encargo en el
Centro de Analisis Molecular-CAM en Bogota. Las muestras de sangre fueron
transportadas y procesadas dentro de maximo 48 horas después de su

coleccion.

4.2. Consideraciones Eticas
Se cumplié con la normatividad vigente sobre investigacion en humanos, el

protocolo fue aprobado por el Comité de Etica para Investigacion en Humanos de

41



la Corporacion de Lucha contra el Sida (IRB00005732; acta No. 026 de
Septiembre 20 de 2012) y por el Comité Institucional de Revisién de Etica en
Humanos (CIREH) de la Universidad del Valle (acta No. 018-012 de Noviembre 14
de 2012), los cuales estan regidos segun la normatividad colombiana (Resolucion
8430 de 1993 y otras que la complementen o modifiquen). Todos los voluntarios
participantes firmaron el formato de Consentimiento Informado (anexo 1) y a todos
se les diligencid un formato de recoleccion de datos (CRF) (anexo 2). La
estudiante de maestria llevé a cabo la inclusion de los elegibles, asignandolos a
cada uno de los grupos correspondientes. Luego a los potenciales elegidos se les
invitd a participar de manera voluntaria y con firma del consentimiento informado.
El potencial conflicto de interés, en cuanto a que uno de los investigadores, Dr.
Jaime Galindo, es el Director Cientifico de la Corporacion, y la estudiante de
maestria e investigadora principal es una de los médicos tratantes de los
pacientes, se manej6 y minimizé dado que tanto la informacion referente al
estudio, la invitacion a participar y la aplicacion del consentimiento informado
fueron realizados por la Enfermera Jefe o uno de los asesores integrales de la
Corporaciéon quienes no son parte del equipo de la investigacion, ni tienen una
relacion directa en el tratamiento, ni las conductas a seguir con los pacientes (para
evitar la relacion de subordinacion) pero si garantizar la confidencialidad de los

pacientes.

Los costos de la investigacidon, toma de examenes de laboratorio, asi como
analisis de las muestras por parte del Centro de Analisis Molecular de Bogota

(CAM), fueron asumidos en su totalidad por la Corporacion de Lucha Contra el
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sida, con el apoyo metodoldgico del director de tesis de la Universidad del Valle.
Para el analisis de las muestras se conté con carta de compromiso del CAM

(anexo 3).

4.3. Sujetos del estudio

Los analisis fenotipicos de los linfocitos T se realizaron en 96 pacientes con
diagnostico de infeccion por VIH y 29 individuos VIH negativos. El tamafio de
muestra se calculé con base en criterios estadisticos y segun datos de la tabla 2
(71), se establecié un tamafio global de muestra probabilistica de 125 pacientes, el
tamafo de muestra minimo calculado segun datos porcentuales promedio de
expresion CD38, fue minimo de 20 pacientes por cada grupo, considerando una
diferencia minima de 8.6 entre grupos, un poder del 80%, un nivel de confianza del
95%, y teniendo en cuenta un 20% esperado de desercion, la muestra final

correspondio a 25 pacientes por cada grupo.

Tabla 2. Comparaciéon de las frecuencias relativas (%) y densidad media (MFI) de la
expresion de CD38 en linfocitos T CD4+ y LT CD8+ de pacientes VIH+ que no han
recibido terapia antirretroviral y de controles normales.

Source of cells (1) Phenotype CD38 expression

Yo MFI
Normal (31) CD4 71.6 £ 7.8 S518.9 + 106.9
HIV-1 (20) CD4 79.2 £ 11.17 885.3 £+ 2 91.5%*
Normal (31) CDS8 703 = 11.3 3124 £+ 949
HIV-1 (20) CDS 89.8 = 5.0* 8474 + 324 1%

Note. *P < 0.0001 when compared with normal, "2 < 0.05 when compared
with normal.
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Se tuvieron en cuenta los siguientes criterios generales de inclusién para

seleccionar los individuos VIH+ del estudio:

Pacientes VIH+, mayores de 18 afos, atendidos en la Corporacion de Lucha
Contra el Sida, en fase cronica de la infeccion y diferentes estados clinicos e
inmunovirolégicos de su enfermedad, con o sin tratamiento antirretroviral que
aceptaron voluntariamente participar y firmaron el consentimiento informado, en el
cual se especifico a cual de los grupos ingresaria el participante segun el

cumplimiento de los criterios de inclusion especificos de cada grupo.

Los criterios de inclusion del grupo control de individuos VIH negativos:
Personas mayores de 18 afios, con diagndstico negativo por prueba rapida para
VIH, que compartian caracteristicas socio demograficas similares a los grupos a

los grupos de pacientes con infeccién por VIH.

Criterios de exclusion:

Mujeres en estado de embarazo mayor a doce semanas documentado por
concepto meédico-ginecoldgico y examenes de laboratorio, debido a las
modificaciones transitorias que el embarazo mismo puede ocasionar sobre el

sistema inmune.

Para los propdsitos del estudio, los voluntarios se agruparon en cinco categorias
0 grupos de acuerdo al estadio clinico e inmunovirolégico, segun los dos
marcadores clasicos de monitoreo de la infeccion VIH (carga viral y recuento de
LT CD4+), y de acuerdo a la exposicion previa a los medicamentos

antirretrovirales, asi:
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Grupo ARV-Naive: Pacientes VIH+ en fase crdnica sin tratamiento previo con

medicamentos antirretrovirales (ARV), y con carga viral menor de 10.000
copias/mL y recuento absoluto de LT CD4 > 500 células/mm?, que no tuvieran
indicacion para iniciar tratamiento ARV (segun las guias Colombianas de manejo

del VIH/SIDA).

Grupo Inicia-ARV: Pacientes VIH+ con recuento de LT CD4 < 500 células/mm3, sin

exposicion previa a terapia ARV y que requerian iniciar su tratamiento ARV

inmediatamente.

Grupo ARV-Exitoso: Pacientes VIH+ bajo tratamiento ARV constante exitoso por lo

menos durante 1 afio, con carga viral <400 copias y conteo de linfocitos CD4 >

350 células/mma3.

Grupo ARV-Falla: Pacientes VIH+ con tratamiento ARV y falla virologica en los

ultimos seis meses (con carga viral > 800 copias/mL).

Grupo VIH (-): Personas VIH negativas acompanantes/visitantes de pacientes que

asistian a las instalaciones de la Corporacién o personas de la comunidad que
participan en las campafas de promocion y prevencién, organizadas por la
Corporacion para la busqueda activa del VIH, con diagndstico negativo para VIH,
que compartian caracteristicas socio demograficas similares a los otros cuatro

grupos.

La seleccion de los pacientes en los diferentes grupos estuvo a cargo de la
estudiante de maestria de acuerdo a los criterios de inclusion para cada grupo.

Fueron incluidos 24 pacientes en el grupo ARV-Naive, 32 pacientes en el grupo de
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pacientes que inici6 ARV, 23 pacientes en el grupo de pacientes VIH+ que se
encontraban bajo tratamiento ARV exitoso, 17 pacientes en el grupo de pacientes
que se encontraba bajo tratamiento ARV en falla terapéutica y 29 individuos

control VIH negativos.

4.4. Metodologia de laboratorio

Los recuentos tanto en porcentaje como los valores absolutos de las diferentes
sub-poblaciones de linfocitos se realizaron por Citometria de Flujo. Se empled el
sistema MultiTEST™TruCOUNT™ BD, (catalogo BD 340491) empleado de rutina
para la cuantificacion de linfocitos T CD3+, linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+
en el seguimiento de pacientes con infeccién por VIH. El sistema MultiTEST™ BD
incluye los siguientes anticuerpos monoclonales marcados con fluorocromos vy

especificos a los antigenos de membrana celular en los linfocitos:

Anticuerpo Fluorocromo
monoclonal Anti- marcador
CDA45 PerCP
CD3 FITC
CD4 APC
CD8 PE

Para determinar los marcadores de activacion CD38 y HLA-DR en los linfocitos se

utilizaron los siguientes anticuerpos especificos acoplados con un fluorocromo:

Anticuerpo Fluorocromo
monoclonal Anti- marcador
CD 38 PeCy7
HLA-DR V450

El sistema incluye la utilizacion de tubos TruCOUNT™ BD los cuales mediante

perlas fluorescentes de concentracion conocida permiten obtener valores
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absolutos de las poblaciones celulares estudiadas. Los anticuerpos identifican las
moléculas blanco en la superficie celular de los linfocitos. El procesamiento de
tincion de las muestras se realizd en un equipo FACS ™SPA i
(SamplePrepAsistant Ill) BD el cual automaticamente mezcla y dispensa la sangre
completa agrega los anticuerpos y realiza las incubaciones establecidas. Se
empled sangre completa y un protocolo con lisis de eritrocitos y sin lavado “Lyse /

No Wash”.

La adquisicion y analisis de las muestras procesadas se realiz6 en un equipo
FACSCanto II® BD el cual dispone de 3 laser y permite la valoracion simultanea y
multiparamétrica de los 6 fluorocromos incluidos en el procedimiento. Para el
analisis de las sub-poblaciones de linfocitos CD45, CD3, CD4 y CD8 se empleo el
programa de aplicaciones clinicas FACSCANTO™BD el cual incluye los moédulos
para esta aplicacién clinica con algoritmos de seleccion de poblaciones pre-
establecidos y mecanismos de control de calidad integrados. Para el analisis de
las sub-poblaciones de linfocitos T CD4 y T CD8 activados se utilizd el programa

FACSDiva™BD.

De manera resumida, la estrategia de analisis incluyo inicialmente la seleccion de
la poblacion de linfocitos por tamafo (SSC sidescatter), granularidad (FSC forward
scatter) y fluorescencia CD45+ (Figura 2, Panel A). A partir de esta poblacién se
selecciond la region con la poblacion de linfocitos T (células CD3+ o LT), para
posteriormente estimar en los LT CD4 o LT CD8 el porcentaje de positividad para
las moléculas de activacion inmunologica CD38 o HLA-DR o su coexpresion. Los

valores se expresaron como los porcentajes de células positivas para cada
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marcador sobre el total de LT CD4+ o de LT CD8+. Los valores absolutos de las
subpoblaciones de LT positivos para los marcadores, se calcularon teniendo en

cuenta las perlas de TruCount™ con la siguiente formula:

# Eventos poblacién de interés Perlas TruCount Totales

# Eventos de perlas adquiridas Volumen de muestra (500L)

Adicionalmente, se estimé la intensidad media de fluorescencia (MFI) para cada
marcador de activacion en las subpoblaciones de células positivas, como un

indicativo de la cantidad expresada de estas moléculas sobre la superficie celular.

Se determind la viabilidad celular en todas las muestras mediante tincién con
7AAD, el cual penetra y marca células muertas o en proceso de muerte celular,
para verificar que los analisis de citometria de flujo se realizaron

consistentemente en células viables en todos los grupos de comparacion.

Control de calidad

El procedimiento, desde la toma y transporte de la muestra con instructivos y
recomendaciones especificas establecidas (anexo 4) hasta la emision de los
informes y resultados de laboratorio se integré dentro del programa de
aseguramiento de la calidad establecido en el Centro de Analisis Molecular. Se
utilizaron perlas Calibrite™ BD y perlas APC™ BD para la calibracién y

verificacion del FACSCanto Il. Se realizaron los controles internos establecidos. El
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control de calidad externo se realizé con paneles de pro-eficiencia del Colegio

Americano de Patologos-CAP en el cual el CAM esta inscrito.

La estudiante de maestria e investigadora principal bajo la direccion de la directora
de tesis planed los experimentos de citometria que fueron solicitados por encargo
al CAM vy verifico las tinciones y revisd e interpreto todos los analisis de FACS
remitidos por el laboratorio. También coordiné el proceso de trabajo de campo y la
obtencién de las muestras, y de todos los datos necesarios para el estudio, los
cuales consign6é en un cuestionario de recoleccion de informacion (Anexo 2);
Ademas, llevé a cabo la seleccion de los participantes, obtuvo el consentimiento
informado para el ingreso al estudio y realizoé el seguimiento de los participantes
en las correspondientes citas de control. La estudiante realiz6 acompafamiento
permanente al proceso de analisis estadistico de los resultados que llevd a cabo

el estadistico-epidemidlogo del proyecto.

4.5. Analisis estadistico

4.5.1. Gerenciay analisis de datos

La naturaleza confidencial de los datos fue mantenida usando nimeros unicos de
identificacion de pacientes (UIP). Los UIP identificaron todos los formatos de la
investigacion. La lista de nombres de pacientes y UIP fue mantenida por separado
en un gabinete seguro y solamente el equipo de investigacion de la Corporacién

tuvo acceso a esta lista.

4.5.2. Plan de analisis de datos
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Se realiz6 un analisis descriptivo inicial para las variables de estudio segun su
escala de medicion, utilizando medidas de tendencia central, dispersion vy

frecuencias.

Para determinar si la presencia o la magnitud de los linfocitos T (LT) activados de
sangre periférica durante la fase crénica de la infeccion VIH/SIDA estaba
relacionada con variables clinicas, virologicas e inmunoldgicas, se compararon los
porcentajes de LT expresando los marcadores de activacion inmunolégica CD38 o
HLA-DR entre los diferentes grupos de estudio. Las medias de fenotipos de
linfocitos T se compararon entre los grupos de estudio. Con el fin de determinar el
uso de test estadisticos paramétricos o no paramétricos en la comparacién de los
grupos de las variables cuantitativas del estudio, se evalud si estas seguian una
distribucion normal, para lo cual se aplico el test de normalidad de datos de

Shapiro-Wilk.

Para los analisis del primer objetivo especifico (Cuantificar las subpoblaciones de
linfocitos T activados, segun la expresion de los marcadores de superficie
celulares CD38 y HLA-DR, en la etapa crénica de la infeccion con VIH-1) se
cuantificd la proporcion de linfocitos T activados, el nivel de expresién de
marcadores superficiales de activacion inmune celular en la etapa crénica de la
infeccion con VIH-1. En primer lugar se hizo un analisis descriptivo de los valores
de los marcadores basales, porcentajes y nivel de expresion. Se compararon los
niveles o cantidad de las moléculas de activacion inmune (valor MFI, promedios de
intensidad de fluorescencia) expresadas por cada sub poblacion de linfocitos y la

proporcion de las subpoblaciones de LT positivas para estas moléculas, entre los
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grupos de estudio, mediante pruebas de ANOVA paramétrico o prueba no

parameétrica de Kruskall-Wallis, segun la distribucion estadistica de cada variable.

Analisis para el cumplimiento del segundo objetivo especifico (Determinar si
existen variaciones de los marcadores de activacion inmunoldgica en la fase
cronica de la infeccion VIH-1 que se relacionen con el desenlace clinico,
inmunovirolégico o terapéutico). Se tuvieron en cuenta los valores de tendencia
central de cada grupo segun su distribucion y se analizaron curvas ROC para
determinar la exactitud de cada subpoblacién celular inmunolégicamente activada
para distinguir o identificar cada grupo del estudio (AUC, area bajo la curva).
Adicionalmente, se buscd determinar valores de corte de estos marcadores
inmunoldgicos con la mejor sensibilidad, especificidad y razones de probabilidad
(LR+, LR-) para caracterizar los desenlaces o estados clinicos e

inmunovirolégicos considerados del estudio.

A través del estadistico no paramétrico de correlacion de Spearman se
correlacioné los valores de marcadores inmunoldgicos (valores absolutos,
porcentajes de células positivas y niveles de expresion de cada molécula [MFI-
Intensidad media de fluorescencia]) con el conteo absoluto y porcentaje de LT

CD4+ y la carga viral.

Para los analisis estadisticos se utilizé el programa STATA versién 12.0. Todas las
pruebas fueron de 2-colas y la significancia se consideré cuando P<0.05. Para el
caso de pruebas post-anova de variables que no tenian una distribucién normal se

utilizo el test no paramétrico de U-Mann-Whitney y el nivel de significancia se
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ajusto por el método de Bonferroni (o = 0.05 / numero de comparaciones) lo cual

permite tener un valor de o corregido para guiar la interpretacion de los resultados.
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5. RESULTADOS

5.1. Descripcion de los individuos de estudio

Se incluyeron un total de 125 individuos, de los cuales 96 fueron pacientes con
diagnostico de infeccion por VIH y 29 fueron individuos VIH negativos. La tabla 3
muestra las caracteristicas demograficas y clinicas de los individuos incluidos en

el estudio de acuerdo al grupo de analisis.

Con respecto a las caracteristicas socio demograficas entre los grupos de estudio,
la unica diferencia estuvo en la edad. Aunque todos los individuos VIH+ estaban
entre la tercera y cuarta década de su vida, el promedio estimado de edad de los
dos grupos con tratamiento ARV (ARV-Exitoso o ARV-Falla) fue mayor que el de
los otros dos grupos sin tratamiento ARV. Ademas, el grupo control VIH negativo
tuvo un promedio de edad significativamente menor comparado con los pacientes

VIH+.

En cuanto al estadio de la enfermedad al momento del diagndstico de la infeccion
por VIH, todos los individuos del grupo ARV-Naive estaban en estadio no
avanzado de la enfermedad y permanecieron asi hasta la inclusion al estudio,
mientras que solo un 25% de pacientes en el grupo que requeria iniciar
tratamiento antirretroviral (Inicia-ARV) fueron diagnosticados en un estadio
avanzado de su enfermedad, pero al momento de la inclusion al estudio todos

tuvieron indicacion de inicio de tratamiento. Por el contrario, en los grupos que ya
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se encontraban bajo tratamiento aproximadamente la mitad de estos pacientes
fueron diagnosticados ya en fase SIDA. Los pacientes sin tratamiento ARV fueron
en su mayoria los de mas reciente diagndstico, entre menos de uno y tres afos.
Mientras que los individuos de los dos grupos con tratamiento ARV el diagndstico
de la infeccion VIH mas reciente habia ocurrido al menos un afo atras pero en la

mayoria hacia 3 o mas anos.

Tabla 3: Caracteristicas demogréficas y clinicas de los pacientes del estudio

Grupo
VIH+ ARV- VIH+ ARV VIH+ ARV- VIH
Naive VIH+ inicia exitosa Falla negativos
(n=24) ARV (n=32) (n=23) (n=17) (n=29) Sig**
Edad*** 33.3(9.9) 31,7(9.5) 41.7(11.1) 38.8(10,9) 29,8(9.4) 0.0003
n(%) n(%) n(%) n%) n(%)
Sexo ***
Masculino 14(58%) 22(69%) 15(65%) 12(71%) 23(79%) 0578
Femenino 10(42%) 10(31%) 8(35%) 5(29%) 6(21%)
Diagnostico inicial
(CbC)*™*
No avanzado
(A1,A2,81,B2) 24{(100%) 24(75%) 11(48%) 6(38%) <0.001
Avanzado
(A3,B3,C1.C2,C3) 0{0%) 8(25%) 12(52%) 10(62%)
Tiempo de Diagndstico™"
< 1ano 6(25%) 19(59%) 0(0%) O(0%) <0.001
1- 3 afos 10(42%) 11(35%) 5(22%) B(47%)
> 3 affos B8{33%) 2(6%) 18(78%) 9(53%)
Tiempo de Tratamiento ARV™
1- 3 afics - - 7{30%) 10(59%) 0.108
> 3 afos - - 16(70%) 7(41%)
LT CD4+ (valor
absoluto)*** 678.,4(170.3) 266.6(157.6) 551,1(153.7) 200{211.2) 967.5(344.8) 0,0001
LT CD8+ (valor
absoluto)*** 912,2(344.8) 884,3(358,2) 822(293,3) 7279(299.9) 612.5(2454) 0,0029
_Log, CV (copias/mL)*™* 2.67(1,10) 4.39(0.7) -1.3(0.99) 3,72(0.54) ND 0.0001

ARV= Terapia antirretroviral , * Conteo absoluto ** Significancia Test chi-2, test Fisher-exact,
lest Kruskall-Wallis significancia general; ND= No detectable; DE=Desviacion estandar
***variables expresadas en valores Promedio

La mayoria de pacientes en tratamiento ARV exitoso habian empezado el
tratamiento al menos 3 afos atras (70%), comparado con la mayoria de los

individuos en falla terapéutica, quienes tenian menos tiempo con el tratamiento.
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Los marcadores inmunovirolégicos de rutina usados para monitorear la infeccion
(LT CD4+, LT CD8+ y carga viral VIH plasmatica) fueron significativamente
diferentes entre los grupos. No hubo diferencias significativas entre los valores de
LT CD4+ entre los grupos ARV-Naive y ARV-Exitoso, los cuales fueron recuentos
normales y fueron los de mayor similitud con los niveles en el grupo control VIH
negativo. La replicacion viral, estimada por la carga viral plasmatica, estuvo
también exitosamente controlada en estos dos grupos anteriores. En contraste, los
recuentos de LT CD4+ fueron significativamente mas bajos y las mayores cargas
virales fueron consistentes con la necesidad de inicio de la terapia en el grupo que
tuvo indicacién de inicio de tratamiento (Inicia-ARV) o la falla terapéutica
persistente del grupo en ARV-Falla. No se encontré diferencias en la proporcion
de pacientes por linea de tratamiento en los dos grupos con medicamentos
antirretrovirales que pudiera explicar las diferencias en la respuesta al tratamiento.
Tanto en el grupo bajo tratamiento antirretroviral exitoso como en el grupo en falla
al tratamiento la mayoria de pacientes se encontraban en primera linea de
tratamiento antirretroviral (61% y 65% respectivamente) y el resto se encontraban
en tratamiento de segunda o tercera linea, sin encontrarse diferencias

significativas entre estos dos grupos (p=0.744).
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5.2. Frecuencia de LT activados durante la fase cronica de la infeccién
VIH/SIDA, de acuerdo al control inmunovirolégico de la infeccion y al estadio
clinico.

El porcentaje de viabilidad de linfocitos T en todos los grupos de estudio oscilo
entre 75% y 100% (promedio 95.2%, 1C95%:94.33%-95.97%), valores aceptables
para estudios de fenotipificacidon por FACS. No se encontr6 ninguna correlacion
entre los porcentajes de viabilidad celular y los marcadores de activaciéon
inmunoldgica que pudiera sugerir que los resultados en los valores de estas
moléculas de superficie celular estuvieran afectados por diferencias en la

viabilidad celular entre los grupos.

5.2.1. Expresion de la molécula CD38 en los LT de pacientes VIH+ en la fase

crénica de la infeccién

El porcentaje de LT (LTCD4+ o LTCD8+) expresando la molécula CD38 fue
significativamente mayor en los grupos de pacientes VIH positivos sin control
inmunovirolégico (Inicia-ARV o ARV-Falla) comparado con los individuos VIH
positivos con un buen control de la carga viral y niveles normales de LT CD4+
debido a un tratamiento antirretroviral exitoso o los naive al tratamiento pero en
fase cronica no avanzada (ARV-Naive) (Figura 2 Panel B y Figura 3 Panel Ay B).
Especificamente, el porcentaje promedio de LT CD4+CD38+ distinguio a los casos
que requirieron iniciar terapia ARV (promedio 68.6;1C95%:63.9-73.4) o a los casos
con falla terapéutica persistente ( promedio 64.7;1C95%:55.9-73.4) de los casos
ARV-Naive con buen control inmunovirolégico (promedio 58.1;1C95%:52.6-63.5) o

de los pacientes exitosamente tratados con buena respuesta al tratamiento ARV
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(promedio 54.8;1C95%:51.0-58.6) (Figura 2 Panel B y Figura 3 Panel A). Aunque el
grupo en falla terapéutica tuvo mayores niveles de linfocitos T CD4+ activados
(CD38+) que el grupo con tratamiento ARV exitoso, la diferencia entre estos dos

grupos no alcanzé significancia estadistica.

La magnitud de activacion inmunologica de los LT CD4+ de acuerdo al marcador
CD38 en los pacientes exitosamente tratados fue muy similar a la expresada por
los individuos VIH negativos (promedio 49.7; 1C95%:45.2-54.0), sugiriendo que la
terapia ARV fue capaz de modular el fenotipo de activacion inmunolégica de estos

linfocitos en la fase crénica avanzada de la infeccion.

Muy similar a los resultados obtenidos con los LT CD4+CD38+, unos mayores
porcentajes de LT CD8+CD38+ fueron observados en los pacientes sin terapia
ARV con un pobre control de la replicacién viral y mas bajos recuentos de LT CD4
(Inicia-ARV) o con terapia ARV pero falla terapéutica (Figura 2,Panel B y Figura 3,
Panel B). Igualmente la terapia ARV pareciera disminuir los niveles elevados de
LT CD8+CD38+ encontrados en sujetos con indicacion de terapia ARV hasta los
valores esperados en individuos sanos (VIH-), debido a que los pacientes con
terapia ARV prolongada y excelente control de la infeccion tuvieron niveles de
estas células tan bajos como los individuos control sin infeccion por el VIH. La
molécula CD38 en los LT CD8+ fue un mejor marcador de activacion inmunolégica
en el grupo con falla al tratamiento antirretroviral que los LT CD4+CD38+, dado
que significativamente distinguioé a este grupo del grupo con terapia ARV exitosa.
Adicionalmente, una observacion importante con este subtipo de linfocitos (LT

CD8+), al contrario de los LT CD4+, fue que se observd una frecuencia
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significativamente mayor de células CD38+ en el grupo de pacientes naive a la
terapia y buen control de la infeccion (ARV-Naive) ( promedio 67.1;1C95%:61.9-
72.3) comparados con los valores casi normales alcanzados por pacientes en
estadios mas avanzados pero tratados exitosamente con los medicamentos
antirretrovirales (promedio 52.2;1C95%:47.9-56.5). Este hallazgo sugiere que de
acuerdo a la expresidon de la molécula CD38, cambios en la activacion
inmunoldgica de los LT CD8 precederian a los cambios en la activacion
inmunoldgica y pérdida de los LT CD4+, en la fase crénica. Por lo tanto, la
molécula CD38 en los LT CD8+ podria ser un mejor y mas temprano biomarcador
de disfuncién inmunoldgica y falla virolégica que el recuento de LT CD4+ usado de

rutina en la clinica.

Igualmente, el nivel de expresion de la molécula CD38 (valor MFI) en cualquiera
de los dos subtipos de LT distinguié a los individuos VIH positivos sin control
inmunovirolégico (Inicia-ARV o ARV-Falla) de los pacientes con un buen control
de la replicacion viral y adecuados recuentos de LT CD4+ con o sin tratamiento

antirretroviral (Tabla 4).

Resumiendo los resultados mas relevantes de la evaluacién de la molécula CD38,
la expresion de este marcador de activacion inmunoldgica en los linfocitos T,
(Figuras 2, Figura 3 y Anexo 5 Tabla 1), parece predecir el descenso en el
recuento de los LT CD4+ y la necesidad de iniciar tratamiento antirretroviral. Lo
anterior debido a que se observaron mayores porcentajes de LTCD38+ y mas
altos niveles de esta molécula en los pacientes VIH+ ARV-Naive en estadios de la

infeccion menos avanzados y sin indicacion de tratamiento (segun el recuento de
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LT CD4+) comparados con individuos sanos o reconstituidos exitosamente con la
terapia ARV por varios afios. Consecuentemente, los niveles significativamente
mas altos de LT CD38+ se encontraron en los pacientes con mayor progresion de

la enfermedad previo al inicio de la terapia ARV.

Por otra parte, la expresion de CD38 en Linfocitos T CD8+ o CD4+ también
pareciera ser un buen marcador de seguimiento de la terapia ARV, debido a que
se encontraron diferencias en la expresion de este marcador entre los pacientes
del grupo bajo tratamiento antirretroviral exitoso y los pacientes del grupo con falla
en su tratamiento antirretroviral. Mientras que durante tratamiento ARV exitoso
minimo por un ano los valores de LT CD4+CD38+ o LTCD8+CD38+ alcanzaron
valores similares a los de individuos VIH negativos, por el contrario cuando hay
falla terapéutica documentada recientemente y hasta maximo 6 meses antes la

activacion inmunoldgica medida por el marcador CD38 es de mayor magnitud.
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Figura 2. Analisis FACS de la expresion de la molécula CD38 en los linfocitos T
CD4+ y linfocitos T CD8+. Estrategia de analisis de los marcadores de activacion en la
superficie celular (Panel A) y Porcentaje de linfocitos CD38+ en un individuo
representativo de cada grupo del estudio (Panel B).
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Figura 3. Mayor frecuencia de LT CD38+ en la infeccién con VIH se relaciona con
pobre control de la replicacién viral y enfermedad avanzada. Frecuencia de LT
CD4+CD38+ (Panel A) y LT CD8+CD38+ (Panel B) de acuerdo al grupo de estudio. Los
valores extremos corresponden a outliers Valores p segun prueba estadistica Mann-
Whitney post-anova con ajuste de Bonferroni: **p< 0,024 en los LT CD4+CD38+; *p<
0,0005 en los LT CD8+CD38+.

5.2.2. Expresion de la molécula HLA-DR en los linfocitos T durante la fase

créonica de la infeccion VIH/SIDA

Similar a los hallazgos encontrados con el marcador CD38, se encontré que los
pacientes en falla al tratamiento ARV y los pacientes sin tratamiento antirretroviral
previo, pero que requerian iniciarlo, tenian significativamente mayor activacion
inmunoldgica medida por el porcentaje de LT HLA-DR+, comparado con los
pacientes en fase crénica naive a la terapia con un buen control inmunovirolégico

o los pacientes que se encontraban bajo tratamiento antirretroviral exitoso (Figura
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4, panel A y Figura 5). Por el contrario, los grupos de pacientes con control
inmunovirolégico con o sin medicamentos ARV tenian porcentajes de LT HLA-DR+
mas bajos, siendo los LT CD4+HLA-DR+ de los dos grupos anteriores o los LT
CD8+HLADR+ del grupo con terapia ARV tan bajos como los individuos VIH
negativos, sugiriendo una relacion entre el control de la replicacion viral y muy

bajos niveles de activacién inmunoldgica (Figura 4 Panel A; Figura 5 Ay B).

A diferencia del marcador CD38, la expresion de la molécula HLA-DR en los LT
CD8+ no discriminé a los pacientes naive a la terapia y estadios menos avanzados
(aunque los valores fueron mas bajos) de los casos que estaban en estadios
mas avanzados y necesitaron iniciar tratamiento. Por lo tanto, la molécula HLA-DR
no parece ser un mejor marcador predictor de la perdida de LT CD4+ y deterioro
inmunoldgico que la molécula CD38, pero si un potencial biomarcador para el
seguimiento del tratamiento antirretroviral. Por otro lado la expresiéon de HLA-DR
en los LT CD8+, al igual que con la molécula CD38, también fue
significativamente mayor en el grupo naive a tratamiento que en el grupo
reconstituido inmunolégicamente por el tratamiento ARV y con valores normales
de los dos marcadores de activacion inmunologica. Este ultimo resultado sugiere
que tanto la frecuencia de LT CD8+HLA-DR+ como de LT CD8+CD38+ en
individuos VIH positivos podrian ser predictores mas tempranos de progresién que

el descenso en los LT CD4 usado convencionalmente.
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Figura 4. Analisis FACS de la expresion de la molécula HLA-DR (Panel A) y co-
expresion de las moléculas HLA-DR y CD38 (Panel B) en los linfocitos T CD4+ o
LTCD8+. Diagrama dot plot de los marcadores en un individuo representativo por cada
grupo de estudio.
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Figura 5. Mayor frecuencia de LT HLA-DR+ en la infeccion crénica con VIH se
relaciona con pobre control de la replicacion viral y enfermedad avanzada.
Frecuencia de LT CD4+HLA-DR+ (Panel A) y LT CD8+HLA-DR+ (Panel B) en dos grupos
naive a la terapia ARV y dos grupos en tratamiento antirretroviral con diferentes
desenlaces clinicos e inmunovirolégicos y un grupo control VIH negativo. Valores p segun
prueba estadistica Mann-Whitney post-anova con ajuste de Bonferroni: **p< 0,0001 en los
LT CD4+CD38+; *p< 0,004 en los LT CD8+CD38+.

5.2.3. Co-expresion de las moléculas CD38 y HLA-DR en los linfocitos T (LT
CD38/HLA-DR doblemente positivos) durante la fase cronica de la infeccion

VIH/SIDA.

La frecuencia de linfocitos T que co-expresaron ambos marcadores de activacion
inmunoldgica, CD38/HLA-DR, aunque presentes en mas bajos porcentajes que
los LT expresando una sola de las dos moléculas, también fueron
significantemente diferentes entre los grupos de pacientes VIH+ (Figura 4 Panel B

y Figura 6, Panel Ay B).
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El porcentaje promedio de cualquiera de los dos subtipos (CD4+ o CD8+) de LT
CD38+HLA-DR+ doblemente positivos fue menor en el grupo de los pacientes
nave para el tratamiento antirretroviral y un buen control inmunovirologico de la
infeccion comparado con el grupo naive con indicacion de inicio de tratamiento
(Anexo 5 tabla 1). Por otra parte, este doble marcador de activacion inmunoldgica
distinguio el grupo de pacientes con tratamiento exitoso del grupo de los tratados
con falla (ARV-Exitoso promedio 12.55; 1C95%:9.97-15.13, Grupo ARV-Falla,
promedio 24.11;1C95%:19.22-28.99). Los pacientes VIH+ inmunolégicamente
reconstituidos y con control exitoso de la replicaciéon viral por la terapia
antirretroviral exhibieron niveles de estos linfocitos T doblemente positivos tan

bajos como los presentes en los individuos VIH negativos (Figura 6).
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Figura 6. Co-expresion de las moléculas CD38 y HLA-DR en los linfocitos T (LT
CD38/HLA-DR doblemente positivos) durante la fase cronica de la infeccion
VIH/SIDA. Valores p segun prueba estadistica Mann-Whitney post-anova con ajuste de
Bonferroni: **p< 0,0047 en los LT CD4+CD38+; *p< 0,002 en los LT CD8+CD38+.
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El otro grupo VIH+ con control inmunovirolégico apropiado de la infeccion pero sin
tratamiento ARV previo, tuvo también bajos porcentajes de LTCD4+ CD38+/HLA-
DR+ doblemente positivos similares a los controles sin infeccion VIH. Esto
contrasta con unos valores significativamente mas elevados de sus LT CD8+ co-
expresando estas moléculas. Este hallazgo sugiere que al igual que la expresion
individual de la molécula CD38, su co-expresion con la molécula HLA-DR parece
ocurrir mas tempranamente sobre los LT CD8+ que en los LT CD4 en el trascurso
de la fase crénica, y previo al deterioro de los LT CD4 a nivel de sangre periférica.
Esta observacion en todos los fenotipos de LTCD8+ activados inmunolégicamente
(CD38+ o HLA-DR+ o CD38+/HLADR+) confirma que las moléculas CD38 y/o
HLA-DR en los LTCD8+ podria ser un potencial biomarcador para predecir la

progresion y la necesidad de inicio de terapia antirretroviral.

Consistente con los porcentajes de células positivas, los niveles de expresién de la
molécula CD38 (valores MFI) también estuvieron mas elevados en los LT CD8+
CD38+/HLA-DR+ doblemente positivos de los casos VIH+ naive a la terapia o con
falla terapéutica comparado con los casos exitosamente tratados o control VIH
negativos (Tabla 4). Sin embargo esta diferencia solo alcanz6 significancia
estadistica entre los dos grupos sin terapia ARV. No se encontrd ninguna
diferencia en el nivel de expresién (MFI) de la molécula HLA-DR en las células
doblemente positivas para los marcadores inmunoldgicos entre los grupos de

estudio.
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Tabla 4. Niveles de expresion (Intensidad media de fluorescencia o MFI) de las moléculas CD38+ y/o HLA-DR en los
linfocitos T CD4 o CD8 en la fase cronica de lainfeccion con VIH-1 en individuos con o sin tratamiento antirretroviral.

VIT@QSV_ VIH+ inicia VIH+ ARV exitosa VIHF+aﬁ:V' neg\gt?vos
(n=24) ARV (n=32) (n=23) (n=17) (n=29)
Sing*
Variables Media 1C95% Media 1C95% Media IC95% Media IC95% Media IC95%

MFI de CD38 en LT

CD4+CD38+ 8295.33 | 7232.65-9358.01 | 11131.142 | 9793.38-12468.91 | 8617.78 | 5326.18-11909.38 | 15779.53% | 9130.83-22428.23 | 11046 | 6522.24-15569.76 | 0.0001

MFI de HLA-DR en

LT CD4+HLA-DR+ 7594.58 | 6781.89- 8407.28 | 7686.88 | 6877.48-8496.27 | 7543.35 | 6817.16-8269.54 | 9361.25 | 6876.21-11846.29 | 7160.23 | 6408.66-7911.89 | 0.5671

MFI CD38 en LT
CD4+CD38+HLA- 19451.67 | 15856.21-23047.13 | 23685.5 | 18604.23-28766.77 | 24025.22 | 8893.67-39156.76 | 25869.06 | 16180.13-35557.99 | 40581.79 | 19154.65-62008.93 | 0.1061
DR+

MFI de HLA-DR en
LT CD4+CD38+ 9019.04 | 7785.62-10252.46 | 8383.22 | 7294.36-9472.08 | 9277.04 | 8039.22-10514.86 | 10878.13 | 8260.93-13495.32 8490 7517.54-9462.46 | 0.4118
HLA-DR+

MFI de CD38 en LT

CD8+CD38+ 8196.42¢ | 7055.59-9337.25 13100° | 11196.67-15003.33 | 6626.478 | 3214.90-10038.05 | 8991.71c | 7324.88-10658.53 | 12899.76 | 5353.16- 20446.35 | 0.0001

MFI de HLA-DR en

LT CD8+HLA-DR+ 6128.87 | 5643.39-6614.35 62556.53 | 5756.37-6754.69 | 5630.35 | 5100.60-6160.09 | 6255.06 5581.06-6929.06 | 6002.45 | 5309.55-6695.34 | 0.1829

MFI de CD38 en LT
CD8+CD38+HLA- 14208.58 | 12207.45- 16209.71 | 20141.22¢ | 17308.98-22973.46 | 15328.87 | 5647.33- 25010.41 | 15947.94 | 12673.28-19222.6 | 32548.07 | 15590.23- 49505.9 | 0.0007
DR+

MFI de HLA-DR en
LT CD8+CD38+ 6774.58 | 6228.41-7320.76 6701.53 | 6194.96-7208.11 | 6538.61 | 5973.54-7103.68 | 7054.65 | 6235.02-7874.28 | 7095.38 | 6422.71-7768.05 | 0.8602
HLA-DR+

*significancia test Kruskall-Wallis. a)Grupos VIH+ inicia ARV y VIH+ ARV-Falla diferentes de VIH+ ARV-Naive, VIH+ ARV exitosa y
VIH negativos (p<0.004). b) Grupo VIH+ inicia ARV diferente de todos los grupos (p<0.0025) c¢) grupos VIH+ ARV-Naive y VIH+
ARV-Falla diferentes de VIH+ ARV exitosa y VIH negativos (p<0.003). d) Grupo VIH+ inicia ARV diferente de VIH+ ARV-Naive,
VIH+ ARV exitosa (p<0.003). MFI= Media de Intensidad de fluorescencia
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5.3. Correlacion de los marcadores de activacion inmunoldgica con el nivel
de LT CD4+, y la carga viral plasmatica.

Para determinar si la magnitud de la activacion inmunologica de los linfocitos T,
medida por los marcadores CD38 y HLA-DR, se relaciona con las variables de la
rutina clinica usadas para monitorear los paciente y explorar potenciales
biomarcadores tempranos de progresion o falla al tratamiento, se determiné la
correlacion entre los niveles de carga viral y LT CD4+ y LT CD8+ con los niveles
de las subpoblaciones de LT activados inmunolégicamente que tuvieron

diferencias significativas entre grupos.

La mayoria de los marcadores de activacion inmunoldgica evaluados presentaron
correlacion moderada o alta con las variables de la rutina clinica para supervision
inmunoldgica y virolégica de la enfermedad (Tabla 5 y Figura 7), y con la
frecuencia de LTCD8+ (dato no mostrado). Sin embargo ni el porcentaje LT
CD8+HLA-DR+ o el porcentaje de los LT CD8+CD38+HLA-DR+ o LT
CD4+CD38+, ni la Intensidad media de fluorescencia (MFI) de la molécula CD38
en los LT CD8+CD38+HLA-DR+ se asoci6 con los niveles de LT CD4+, aunque el
aumento de todos estos marcadores se asocio con altos niveles de replicacion

viral VIH en estos pacientes.
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Figura 7. Niveles aumentados de las subpoblaciones de LT activados
inmunolégicamente se correlacionan con altos niveles de replicacion del VIH y
bajos recuentos de LT CD4+ en la fase cronica de la infeccion con VIH-1.
Correlacion: Coeficiente de correlacion de Spearman.
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Tabla 5. Correlacion de marcadores de activacion inmunolégica con variables
conteo de LT CD4 y carga viral.

Valor absoluto Carga viral
LT CD4+ (logaritmo)
Variables* Coeﬁme'n’te Sian. Coef|C|er1’te Sign.
correlacion correlacion
Porcentaje LT
CD4+CD38+ -0.3963 <.001 0.4940 <0.001
Intensidad media de
fluorescencia de la -0.5623 <0.001 0.5919 <0.001
molécula CD38 en LT
CD4+CD38+
Porcentaje LT
CDA+HLA-DR+ -0.6214 <0.001 0.5416 <0.001
Porcentaje LT
CD4+CD38+HLA-DR+ 0.6592 <0.001 0.6237 <0.001
Porcentaje LT
-0.4957 <0.001 74 <0.001

CD8+CD38+ 0.495 0.00 0.7400 0.00
Intensidad media de
fluorescencia de la
T -0.4780 <0.001 0.7620 <0.001
CD8+CD38+
Porcentaje LT
CD8+HLA-DR+ -0.2299 0.0242 0.4990 <0.001
Fomentaje:L] -0.2953 0.0035 0.6280 <0.001

CD8+CD38+HLA-DR+

“se consideran correlaciones significativas con valor de correlacion superior a 0.5 y
significancia<0.005. sign=Significancia correlacion. Test estadistico Coeficiente de correlacion
de Spearmarn

70



5.4. Desempefio diagnoéstico o exactitud (Area under ROC curve [AUC]) de
los marcadores de activacion inmunolégica en LT para identificar
correctamente cada grupo de pacientes VIH+

Se evaluaron curvas ROC para medir el desempefio diagndstico o exactitud
(Areas bajo la curva [AUC]) de los valores de LT activados para discriminar los
pacientes del estudio con una mejor condicion clinica e inmunovirologica de los
pacientes con alteraciones inmunovirolégicas. Ademas se determind la
sensibilidad y especificidad, razones de probabilidad (LR+, LR-) de los porcentajes
de LT activados o niveles de expresion de las moléculas CD38 o HLA-DR a
valores de punto de corte seleccionados. El propdsito fue seleccionar de manera
preliminar los valores de referencia o puntos de corte indicativos de activacion
inmunoldgica potencialmente relevantes en la practica clinica, que puedan ser
usados a futuro como biomarcadores predictores de progreso o falla al tratamiento
en nuestros pacientes. Se compararon los grupos con niveles mayores de
activacién inmunolégica VIH+ ARV-Naive, VIH+ que inician ARV y VIH+ ARV que
estaban en falla con el grupo de pacientes VIH+ con ARV exitosa, usado como
referencia debido a que fue el grupo de mejor control inmunovirolégico y de mayor
similitud en su bajo nivel de activacion inmunoldgica a los individuos VIH(-). En la
tabla 6 se resume la exactitud o Area bajo la curva ROC (AUC) de los marcadores
de activacion inmunolégica mas relevantes y en la figura 8 las graficas de Curvas
ROC de los marcadores inmunoldgicos con la mayor exactitud para distinguir
cada uno de los grupos del estudio. La evaluacion de la habilidad diagnostica
(Curvas ROC y Area bajo la curva AUC) de las subpoblaciones de linfocitos T

inmunoldégicamente activados para identificar cada uno de los grupos del estudio,
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mostro que los niveles de LT CD8 activados tuvieron una alta exactitud (ROC-AUC
> 0.85) para diferenciar correctamente cerca del 90% de los pacientes VIH+ naive
a la terapia con o sin control inmunovirolégico o los pacientes con falla terapéutica
de los pacientes VIH+ reconstituidos por la terapia ARV exitosa. (Tabla 6 y figura
8). Otro resultado muy importante fue que los niveles de expresion de la molécula
CD38,, al contrario de los biomarcadores actuales de monitoreo de la enfermedad,
tienen una excelente habilidad para distinguir a los pacientes naive a la terapia de
los pacientes bajo terapia ARV exitosa o individuos VIH negativos. La MFI de la
molécula CD38 en LTCDS8, el porcentaje de LT CD8+CD38+, el porcentaje de LT
CD8+CD38+HLA-DR+, el porcentaje de LT CD8+HLA-DR+, el porcentaje de LT
CD4+CD38+HLA-DR+ y el porcentaje LT CD4+HLA-DR+ clasificaron
correctamente los grupos con mayor deterioro clinico e inmunoldgico (Inicia-ARV y
ARV-Falla). En la figura 8 se muestran las curvas ROC y el desempefio
diagnostico (AUC; sensibilidad, especificidad y razones de probabilidad) a valores
de corte con la mejor combinacién de sensibilidad y especificidad de los
principales marcadores de activacion inmunoldgica asociados con progresion en la

fase cronica de la infeccion VIH en ausencia o presencia de terapia ARV.
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Tabla 6. Desempefio diagnostico o exactitud (Area under ROC curve [AUC]) de los
marcadores de activacion inmunoldgica en LT para identificar correctamente cada
grupo de pacientes VIH+ con o sin terapia ARV en diferentes estadios clinicos e

inmunovirolégicos.

Variables de

VIH+ ARV-Naive

VIH+ que inician

VIH+ ARV en falla

activacion ARV
MFI de la AUC=0.8841 Std. AUC=0.9348 Std. AUC=0.8798 Std.
molécula CD38 Err.=0.0569 Err.=0.0460 Err.=0.0670
enLTCD8+CD38+ |[95% CIl 0.7725 - 0.9956] | [95% CI 0.8447 - 1.000] | [95% CI 0.7485 - 1.000]

Porcentaje LT
CD8+CD38+

AUC=0.8225 Std.
Err.=0.0597
[95% CI1 0.7054 - 0.9395]

AUC= 0.9375 Std.
Err.=0.0401
[95% CI1 0.8589 - 1.000]

AUC=0.8977 Std.
Err.=0.0575
[95% CI1 0.7851 - 1.000]

Porcentaje LT
CD8+CD38+HLA-
DR+

AUC=0.8179 Std.
Err.=0.0614
[95% CI 0.6976 - 0.9382]

AUC=0.9572 Std.
Err.=0.0280
[95% CI 0.9022 - 1.000]

AUC=0.8772 Std.
Err.=0.0580
[95% CI 0.7635 - 0.9910]

Porcentaje LT
CD8+HLA-DR+

AUC=0.7455 Std.
Err.=0.0720
[95% CI1 0.6044 - 0.8865]

AUC=0.9035 Std.
Err.=0.0411
[95% Cl 0.8229 -
0.9842]

AUC=0.7852 Std.
Err.=0.0734
[95% CI1 0.6413 - 0.9290]

Porcentaje LT
CD4+CD38+HLA-
DR+

AUC=0.5344 Std.
Err.=0.0873
[95% CI1 0.3632 - 0.7056]

AUC=0.9348 Std.
Err.=0.0460
[95% CI1 0.8447 - 1.000]

AUC=0.9361 Std.
Err.=0.0398
[95% CI1 0.8582 - 1.000]

Porcentaje LT
CD4+CD38+

AUC=0.5897 Std.
Err.=0.086
[95% CI1 0.4212 - 0.7582]

AUC=0.8560 Std.
Err.=0.0523
[95% CI 0.7535 -
0.9585]

AUC=0.6829 Std. Err
=0.0936
[95% Cl 0.4993 - 0.8664]

MFI la molécula
CD38enlLT
CD4+CD38+

AUC=0.6304 Std.
Err.=0.0834
[95% CI 0.4670 - 0.7939]

AUC=0.8451 Std.
Err.=0.0610
[95% Cl 0.7256 -
0.9646]

AUC=0.8389 Std.
Err.=0.0707
[95% Cl| 0.7002 - 0.9775]

Porcentaje LT
CD4+HLA-DR+

AUC=0.4855 Std.
Err.=0.0871
[95% CI 0.3148 - 0.6562]

AUC=0.8825 Std.
Err.=0.0475
[95% CI 0.7894 -
0.9756]

AUC=0.9253 Std.
Err.=0.0442
[95% CI 0.8386 - 1.000]

Area bajo la curva
ROC (AUC)
Exactitud
diagndstica

Excelente Exactitud
AUC >0.87

Buena Exactitud
AUC >0.81 - 0.86

Moderada o Baja
Exactitud
AUC >0.75- 0.8
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74



6. DISCUSION

Los resultados de este trabajo confirman que durante la etapa cronica de la
infeccion VIH se presenta un incremento en la activacion inmunolégica de los LT,
especialmente en los pacientes sin buen control inmunovirolégico de la infeccion,
independientemente del tratamiento ARV. Asi mismo los resultados sugieren de
manera importante el control o disminucion de la activacion de LT con el
tratamiento antirretroviral exitoso, llegando a niveles muy similares a los de
individuos sin infeccion por VIH. Se comprob6 adicionalmente que existe
correlacion significativa entre los marcadores usados habitualmente para
seguimiento de estos pacientes (carga viral plasmatica y conteo de LT CD4+) y la
activacion inmunoldgica de LT. Aunque la correlacion fue mucho mas consistente
con la carga viral. Un resultado muy interesante de este estudio fue encontrar que
en individuos VIH-1+ en fase croénica, un aumento de la frecuencia de los LT
CD8+ activados inmunoloégicamente parece preceder a los cambios en el nimero

absoluto o activacion inmunoldgica de los LT CD4+.

La activacion de los LT durante la etapa cronica de la infeccion por VIH-1 logrd
demostrarse por un mayor porcentaje de LT que expresan las moléculas de
superficie CD38 y/o HLA-DR en comparacion con individuos VIH negativos,

confirmando observaciones previas %99,
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Adicionalmente se logré6 demostrar que los niveles de activacion inmunologica
medida por estas dos moléculas son mayores en pacientes VIH positivos en
estadios mas avanzados con indicacion de tratamiento antirretroviral, estos
resultados también concuerdan con estudios realizados previamente, en los
cuales generalmente se comparan pacientes progresores que requieren inicio de
tratamiento antirretroviral con pacientes no progresores que no requieren
tratamiento antirretroviral, y encuentran diferencias significativas en los niveles de
activacion inmunoldgica 1189 Aunque la mayoria de estos estudios han sido

realizados comparando individuos no progresores (LTNP) o controladores élite

(16,91,92) g (89.91.92)

con valores similares a los individuos VIH negativo , con los
pacientes que si progresan. En contraste, como un valor agregado de nuestro
estudio, el grupo de comparacion fueron pacientes con control inmunovirolégico
(LT CD4+ >500 células/ml) pero en progreso de su enfermedad pues a pesar de
no requerir tratamiento antirretroviral segun las guias Colombianas, no tenian CV
tan bajas o indetectables como los no progresores (carga viral < 2000 copias/ml) o
los controladores élites (cargas virales por debajo de los niveles de deteccion) de
otros estudios. Consistente con algun nivel de evolucion de su enfermedad crénica

estos pacientes se diferenciaron en algunos marcadores de activacién de los

individuos VIH negativos.

Encontramos similitud entre individuos naive para tratamiento ARV pero que
tenian buen control inmunovirolégico y los individuos que se encontraban
controlados gracias al tratamiento ARV exitoso solo para los marcadores de

activacién inmunoldgica medidos en LT CD4+. En cambio para la expresion de
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estos marcadores, CD38, HLA-DR o ambos en los LT CD8+ si se encontraron
diferencias entre estos dos grupos, teniendo mayor activacién inmunoldgica los
pacientes VIH+ en estadios menos avanzados sin tratamiento, indicando que
estos marcadores en la superficie de los LT CD8+ podrian preceder a la caida de
LT CD4+ y a la necesidad de inicio de tratamiento antirretroviral segun los
marcadores convencionales. Lo anterior podria ser explicado debido a que los LT
CD8+ son las células mas importantes en la respuesta inmune antiviral, y en este
caso al VIH 'y por este motivo ser los primeros en activarse. De hecho en la
infeccion por VIH hay un incremento marcado en el conteo de LT CD8+ en sangre,
y asi mismo gran alteracion de la relacion CD4+/CD8+, lo cual explicaria en parte
la activacién inmunologica mas temprana de los LT CD8+ comparada con los
LTCD4+. Adicionalmente la activacién mas tardia de los LT CD4+ también podria
ser explicada por infeccion directa de los LT CD4+ en estadios mas tardios de la
enfermedad, cuando se ha perdido el control de la replicacién viral, teniendo
ademas que el virus del VIH-1 hacia etapas mas avanzadas de la enfermedad

cambia su tropismo y se torna mas linfotrépico (infecta mayormente LT CD4+) ®*

36)

Teniendo en cuenta estos hallazgos se realiza seguimiento a corto y a mediano
plazo de los pacientes en estados menos avanzados de este estudio (segun
carga viral y conteo de LT CD4+) para confirmar si las variaciones de los LT CD8+
activados predicen el descenso en el recuento de los LT CD4+ y de esta manera
proponer el inicio del tratamiento antirretroviral independientemente del recuento

de LT CD4+.
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Por otra parte, se demostré que existen diferencias significativas en los niveles de
activacién de LT medida por las moléculas CD38 y HLA-DR entre los pacientes en
estadios avanzados con diferente respuesta clinica y virologica al tratamiento

s @39 en los

antirretroviral. Estos resultados son consistentes con estudios previo
que, al igual que en el presente estudio, se ha encontrado significativamente
menor activacion de LT en pacientes bajo tratamiento antirretroviral exitoso, la cual
se aproxima o es similar a la de individuos VIH negativos ®*) comparados con

9299 " Aunque los estudios

los pacientes que se encuentran en falla virolégica
previos han sido realizados en pacientes con falla virolégica solamente, mientras
que en el presente estudio la mayoria de los pacientes que se encontraban en

falla al tratamiento tenian falla tanto virolégica como inmunologica.

Estos hallazgos podrian indicar que la activacion inmunolégica de LT se controla
con el tratamiento antirretroviral y podria ser reversible hasta valores similares en
individuos VIH negativos. Asi mismo, se realiza seguimiento de la activacion
inmunoldgica después del inicio del tratamiento ARV para evaluar la rapidez en el
descenso de estos marcadores y sila cinética de normalizacién de sus niveles a
corto (6 meses) y posiblemente mas largo plazo, depende de los niveles iniciales
de los marcadores CD38+ y/o HLA-DR de cada paciente o de otros factores.
Previamente se ha demostrado que el efecto del tratamiento antirretroviral sobre la

activacién inmunoldgica ocurre tempranamente después del inicio de tratamiento

(85-88)
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(%6.96-98) 105 niveles de activacion inmunoldgica se

Como era de esperarse
correlacionaron en este estudio principalmente con los niveles de carga viral. Se
ha propuesto que el virus directa o indirectamente es el responsable de la

activacion inmunoldgica crénica en pacientes con infeccién por VIH (7

, Yy ademas
la efectividad de la terapia ARV para disminuir la replicacion viral se correlaciona

con la disminucion en los marcadores de activacion inmunoldgica.

Un aporte muy importante de este estudio es que se realizaron mediciones de

C 919 para evaluar la exactitud diagnéstica de la activacion de LT

curvas RO
para diferenciar los pacientes que se encuentran bien controlados bajo tratamiento
antirretroviral exitoso de los pacientes sin tratamiento antirretroviral o de los
pacientes con tratamiento pero en falla terapéutica. Pudimos demostrar que la
activaciéon de LT CD8+ discrimina muy bien estos pacientes. Un hallazgo que
consideramos muy importante es que consistente con los analisis descriptivos
discutidos arriba, especificamente la expresion de la molécula CD38 en los LT
CD8+ tiene una excelente habilidad para diferenciar los pacientes en estados
cronico menos avanzado, segun niveles de carga viral y LT CD4+, de los
pacientes exitosamente tratados con niveles de activacion inmunoldgica muy
similares a la de los sujetos sanos, pero esta diferenciacion no es posible si se
tienen en cuenta sélo los marcadores convencionales usados para monitorizar la

enfermedad. Por esto es posible que este marcador sea mejor para predecir

progresion de la enfermedad y necesidad de tratamiento mas tempranamente.
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1.

7. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo son consistentes con la hipotesis de que
durante la enfermedad por VIH, los linfocitos T (LT) se encuentran
activados y que esta activacion de LT se relaciona con el estado clinico e
inmunovirolégico de la enfermedad (carga viral y recuento de LT CD4+) y
con la necesidad de tratamiento antirretroviral y/o la respuesta a este
tratamiento.

La activacién de LT, medida con las moléculas CD38 y HLA-DR, es un
buen marcador de progresion de la enfermedad y de respuesta al
tratamiento antirretroviral.

La activacion inmunolégica de LT CD8+, de acuerdo a los marcadores
CD38 y/o HLA-DR precede a las alteraciones fenotipicas de estos mismos
biomarcadores inmunoldgicos en los LT CD4+ y se anticipa a los cambios
cuantitativos en los LT CD4+, que es el biomarcador de eleccion actual para
decisiones clinicas y terapéuticas en estos pacientes.

Los niveles de la molécula CD38 sobre los LT CD8+ (valores MFI) tienen la
mejor sensibilidad, especificidad y razones de probabilidad para evidenciar

cambios inmunoldgicos tempranos en la fase cronica de la infeccion VIH-1.
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Formulario NUmero:
“CARACTERIZACION DEL !ESTADO DE ACTIVACION INMUNOLOGICA EN PACIENTES CON INFECCION POR VIH-1
BAJO ATENCION INTEGRAL ESPECIALIZADA AMBULATORIA, CALI-COLOMBIA, 2012”.
Anexo No. 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROPOSITO DEL ESTUDIO:

Usted ha sido invitado/a a participar en un estudio de investigacidon que se esta llevando a cabo por la Dra. XIMENA
GALINDO ORREGO, MD., perteneciente al “Grupo de Investigacién Educacion y Salud en VIH/Sida” de la Corporacién de
Lucha Contra el Sida (LA CORPORACION) y a la Escuela de Ciencias Basicas de la UNIVERSIDAD DEL VALLE (LA
UNIVERSIDAD), y ha sido aprobada por los Comités de Etica para Investigacién en Humanos de ambas instituciones. El
proposito de este estudio es caracterizar el estado de activacién inmunoldgica (o inflamacién) en pacientes con infeccién
por VIH, lo cual aportaria evidencia en la toma de decisiones para el inicio oportuno del tratamiento antirretroviral (ARV) —
(contra el VIH), que permita preservar la calidad y mejor funcionalidad de la respuesta inmune para contribuir al éxito de la
terapia, prevenir complicaciones asociadas y mejorar la calidad de vida de los individuos VIH positivos. En muestras de
sangre de las personas participantes, se mediran unos marcadores especiales que se pueden encontrar en las células de
defensa (linfocitos CD4 y CD8) y que permiten identificar cuan activado (o en estado de alerta) se encuentra el sistema de
defensas, lo cual podria relacionarse con la aparicion de complicaciones de salud o con un buen control de la enfermedad.
Los resultados de esta investigacion permitiran que usted conozca con mas detalle si requiere iniciar pronto el tratamiento
(en caso de participar en el grupo “a” o0 en el grupo “b”), 0 cémo le va con el tratamiento que esté recibiendo (para el caso de
los grupos “c” 0 “d”), lo cual se establece mas adelante en este documento. Adicionalmente la informaciéon obtenida
permitira que la CORPORACION se proyecte a futuro segun las necesidades encontradas como parte de la atencion
integral.

El presente documento le informara sobre los procedimientos a seguir para el desarrollo de la investigacion, los riesgos que
conllevaria para usted, e informacién adicional que usted debe conocer. Si tiene preguntas frente a este documento o
encuentra palabras que no son claras para usted, por favor informe a los/las investigadores/as y ellos/ellas estaran
gustosos/as de responder a todas sus preguntas.

PROCEDIMIENTOS:

Para participar en esta investigacion, usted solo requiere tener disposicion de hacerlo, ser mayor de edad y cumplir con
ciertas caracteristicas definidas acorde al grupo de trabajo en el que usted se encuentra previamente seleccionado por sus
condiciones clinicas y estado de positividad para VIH, como bien se describe en el cuadro I. En total se incluirdn
aproximadamente 125 personas durante un periodo méximo de seis (6) meses (ver cuadro 1) y su participacion sera de Una
(1)___ Dos(2) ____ & Tres (3)__veces durante el periodo del estudio, segun el grupo al que sea asignado(a).

Cuadro |. Evaluaciones segun grupo:

Medicion de Medicion Medicién sexto
Grupo .
linea base tercer mes mes
Grupo a: Pacientes sin tratamiento ARV que aun no inician X X
tratamiento ARV (25 participantes).
Grupo b: Pacientes VIH/Sida, sin exposicién previa a terapia X X X
ARV y que inician su tratamiento ARV (25 participantes).
Grupo c: Pacientes VIH/Sida, con tratamiento ARV exitoso X
(muestra 25 participantes).

CONSENTIMIENTO INFORMADO PROYECTO ACTIVACION INMUNOLOGICA, 2012 (ANEXO No. 1). Este consentimiento se ajusta a la Resolucién 8430 de
la Republica de Colombia, por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud; y ha sido aprobado por el
Comité Institucional de Etica para Investigacién en Humanos de la Corporacién de Lucha Contra el Sida y por el Comité Institucional de Revisién de Etica
Humana-CIREH de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle- Versién: Noviembre 9, 2012.
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Grupo d: Pacientes VIH/Sida, con tratamiento ARV y con falla
virologica (muestra 25 participantes).

Grupo e: Personas VIH (-) (25 participantes).

Segun sus condiciones actuales, usted podria participar en el grupo: (a) (b) (c) (d) (e).

Si usted esta de acuerdo, su participacién en este estudio consiste en responder a un cuestionario que sera aplicado por
personal entrenado del equipo asistencial de LA CORPORACION en el cual debera contestar a unas preguntas con
respecto a usted (edad, sexo, raza, habitos, antecedentes personales de salud) y otros datos relacionados con su infeccion
ylo enfermedad por el VIH, que también requeriran la revisién de su historia clinica en caso de ser usted una persona VIH
positiva. Asi mismo y segun cronograma del cuadro |, requeriremos de usted entre una y tres tomas de muestra de sangre
(acorde al grupo que usted haya sido previamente preseleccionado), se tomara una muestra de sangre de la vena de
aproximadamente 5 centimetros de sangre (una cucharadita). Esto se realizara con una aguja desechable y la sangre se
recolectara en un tubo estéril; se aprovechara cada muestra de sangre para obtener tanto los marcadores de la inflamacion
que son motivo de este estudio, como de otros que se requieran como parte de su seguimiento bajo el programa de
Atencion Integral de LA CORPORACION (en caso de ser usted paciente VIH+). Todo lo anterior requiere que usted esté
disponible durante 30 minutos aproximadamente (por cada ocasién que le corresponda venir a LA CORPORACION, segun
el grupo al que sea asignado(a)); en caso que se requiera tiempo adicional, se lo consultaremos previamente. En esta
investigacion participaran aproximadamente 125 personas. Usted tendra derecho a conocer la informacion nueva que
resulte de este estudio o de otros similares.

RIESGOS E INCOMODIDADES:

Este estudio representa un riesgo MINIMO para usted, este riesgo consiste en que es posible que al tomar la muestra de
sangre, la persona sienta un breve dolor y/o molestia o le aparezca un enrojecimiento en la piel, lo cual seréd pasajero pues
la persona que toma la muestra es experta en su labor.

Igualmente el proceso de la entrevista puede causarle malestar e incomodidad porque usted estara hablando de su historia
personal. Sin embargo, todas estas posibles incomodidades seran minimas pues todas las preguntas seran realizadas por
el médico o personal autorizado del equipo asistencial de la CORPORACION bajo las mejores condiciones de privacidad.

Aunque los riesgos de los procedimientos anteriormente mencionados son minimos, usted tiene la posibilidad de interrumpir
su participacién en esta investigacion en cualquier momento.

COMPENSACION POR CUALQUIER LESION PRODUCTO DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO:

Si bien, como participante del estudio, los riesgos para su salud son minimos, LA CORPORACION se hara cargo de
cualquier lesién que se derive directamente de su participacion en esta investigacion.

BENEFICIOS PARA USTED Y PARA OTRAS PERSONAS:

Los beneficios para usted seran los siguientes:

a) Conocer informacion adicional para decidir si requiere o no iniciar pronto su tratamiento ARV (contra el VIH), si
usted es paciente VIH+ que aun no lo ha recibido, lo mismo que conocer cdmo va su tratamiento si usted ya lo
viene recibiendo y si debe mantenerse igual o requiere de alguna modificacion.

b) Para las personas sin infeccion por el VIH (grupo “e”), conocer cémo esta funcionando su sistema de defensas
y recibir recomendaciones para mantener y mejorar su estado general de salud.

Adicionalmente la informacién obtenida de los participantes permitird que la CORPORACION proyecte segun las
necesidades encontradas un mejor servicio como parte de la atencion integral y/o actualizacién académica que redunde en
beneficio de la comunidad cientifica y general.
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COSTOS PARA USTED:

No se generara ningun costo para usted, en caso de que decida participar en el estudio; los costos que se produzcan por
ello seran asumidos por LA CORPORACION, incluyendo los examenes de laboratorio.

PAGO POR PARTICIPAR EN ESTA INVESTIGACION:

Usted no recibira ningun tipo de remuneracion por participar en este estudio. Es importante que sepa que por participar en
esta investigacion no recibira pago; sin embargo se le hara el diagnéstico y en caso que resulte con alguna alteracion se le
ofrecera tratamiento; este tratamiento puede consistir en indicaciones para iniciar o mantener mas constante su tratamiento
antirretroviral (contra el VIH). Usted no tendra que pagar nada por participar en esta investigacién y se compromete con
nosotros a asistir cumplidamente a los controles y a las citas con los profesionales que se le indiquen; siempre le estaremos
informando sobre su estado de salud.

ALTERNATIVAS:

Usted tiene como alternativa no participar en el estudio; en el caso de ser usted una persona VIH positiva que esta siendo
atendida en la CORPORACION, usted continuara con su atencién integral en LA CORPORACION sin afectacion alguna.

CONFIDENCIALIDAD:

Con la firma de este consentimiento informado usted autoriza a los investigadores y personal de LA CORPORACION a
tener acceso a su historia clinica y obtener la informacion estrictamente requerida en el estudio. Los investigadores y el
personal de LA CORPORACION respetaran la confidencialidad de su informacion acorde a las regulaciones legales
establecidas para ello, ya previamente conocidas y aceptadas por usted desde su ingreso al Programa de Atencién Integral
(si es paciente de LA CORPORACION). Usted puede tener la seguridad de que la informacién que usted suministre se
mantendra bajo absoluta confidencialidad entre usted y LA CORPORACION y no sera relacionada en ningtin momento con
su nombre ante terceros, manteniendo asi en secreto la informacién que usted nos proporcione. Para cumplir con esto le
garantizamos que dentro de la investigacion y para fines unicamente estadisticos, del cuestionario que usted conteste sélo
se tomara su codigo asignado, pero no sus datos personales; adicionalmente, a esta informacién no podran acceder
personas diferentes a los investigadores del estudio. Igualmente, en ningln caso su nombre aparecerd en publicacion
alguna que resulte. Ademas, dicha informacion podra ser utilizada para otros estudios relacionados y desarrollados por los
mismos investigadores de éste, previa aprobacién del Comité de Etica que autoriz6 esta investigacion; en dicho caso, los
investigadores no podran tener acceso a su nombre, Unicamente a sus respuestas.

SU PARTICIPACION ES VOLUNTARIA:

Su participacion en este estudio es voluntaria, usted tiene el derecho a decidir no participar o a retirarse del estudio en
cualquier momento. De ser asi y adicionalmente es una persona VIH positiva y a su vez recibe atencion en LA
CORPORACION, su decisién de no participar en esta investigacion no afectara su derecho a recibir tratamiento y atencién
integral en LA CORPORACION, es decir que como paciente de esta entidad, su deseo de no participar en el estudio o de
retirarse de este no afectara para nada el curso de su atencion y tratamiento. Su participacion en la investigacion podria
también ser interrumpida por los/as investigadores/as en cualquier momento sin que ello requiera de su consentimiento, y
tampoco afectara su Atencién Integral (para el caso de personas VIH positivas atendidas en LA CORPORACION).

Si usted decide participar en esta investigacion en forma libre y voluntaria, bajo las condiciones antes mencionadas, por
favor firme 6 coloque la huella (solamente en caso de no saber o no poder firmar) de su dedo indice derecho en el espacio
correspondiente. No firme este documento a menos de que usted haya tenido la oportunidad de preguntar y recibir
respuestas satisfactorias a sus dudas. Usted recibird una copia del presente documento el cual consta de cuatro (4)
paginas. Si usted decide no participar, respetaremos su decisién y, como alternativa, se le brindaran indicaciones para un
adecuado estilo de vida saludable y en caso de ser paciente de LA CORPORACION le ofrecemos que contine recibiendo
todos los servicios a los cuales usted tiene derecho en LA CORPORACION.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PROYECTO ACTIVACION INMUNOLOGICA, 2012 (ANEXO No. 1). Este consentimiento se ajusta a la Resolucién 8430 de
la Republica de Colombia, por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud; y ha sido aprobado por el
Comité Institucional de Etica para Investigacién en Humanos de la Corporacién de Lucha Contra el Sida y por el Comité Institucional de Revisién de Etica
Humana-CIREH de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle- Versién: Noviembre 9, 2012. Pag. 3



Universidad
del Valle

A QUIEN CONTACTAR PARA RESPONDER A SUS PREGUNTAS:

Si usted tiene preguntas o preocupaciones relacionadas con el estudio, siéntase libre de solicitar informacién adicional a
los/as investigadores del estudio, o si en algin momento usted siente que ha sufrido una lesién producto de su participacidn
en esta investigacion no dude en contactar a la investigadora principal del proyecto Dra. Ximena Galindo Orrego, al teléfono
5136152 de lunes a viernes de 8:00 am - 12 m y de 2:00 pm - 6:00 pm en Cali o a la Directora del Proyecto Dra. Beatriz
Parra, al teléfono 6670326 de lunes a viernes de 8:00 am — 12 m y de 2:00 pm - 6:00 pm en Cali; igualmente puede
contactar al personal del Comité Institucional de Revision de Etica Humana de la Universidad del Valle (Dra. Laura Elvira
Piedrahita) al teléfono 5185677 de la Universidad en Cali o al Comité de Etica para investigacion en humanos de LA
CORPORACION, (Presidenta Dra. Blanca Lucia Acosta de Velazquez) podra estar disponible para cualquier inquietud,
sugerencia, queja o reclamo que a usted se le pueda presentar sobre este trabajo, en el teléfono 5136152 de la institucion
en Cali.

DECISION DE PARTICIPAR EN EL ESTUDIO:

Doy constancia de que he entendido este documento, el cual esta escrito en espariol. El estudio me ha sido explicado de
manera satisfactoria y todas mis preguntas en relacion a los procedimientos del estudio, posibles riesgos y malestares me
fueron respondidas. En caso de tener preguntas en un futuro con relacién al estudio, o en el caso de sufrir alguna lesion
como resultado directo de mi participacion en esta investigacion, deberé contactar a la persona adecuada para cada caso
como me fue indicado anteriormente en este documento. Basado/a en la informacién recibida y entendida, de manera
totalmente  VOLUNTARIA, YO , con documento de
identificacion (CC), (CE) No. expedido en , DOY MI
CONSENTIMIENTO para participar en este estudio de investigacion, bajo las recomendaciones que me sean dadas;
igualmente, suministraré la informacion personal que me sea solicitada de manera directa y a través de mi historia clinica
que me cuidan en la Corporacién, estaré dispuesto(a) a que se me practiquen las evaluaciones y muestras de sangre que
sean requeridas y también autorizo para que dichas muestras sean guardadas para ser utilizadas con fines de esta
investigacion en el futuro. Todos mis derechos legales han sido respetados.

. Nombre y Firma de quien toma el consentimiento:
Nombre del participante:
Huelllelz
Firma del participante: participante
C.C. de
Direccion: Teléfono: Por los(as) Investigadores(as):
Ximena Galindo Orrego
Nombre del testigo 1: )
Firma:
Huella
Firma del testigo 1: testigo 1: C.C:
C.C. de ) . .
ylo Jaime Galindo Quintero.
Direccién: Teléfono: .
Firma:
Nombre del testigo 2: cC:
Hue_lla
Firma del testigo 2: testigo 2: Grupo de Investigacion “Educacion y Salud en
. VIH/Sida - CORPORACION DE LUCHA CONTRA EL
C.C: de SIDA. - Carrera 56 No. 2-120, teléfono (572)5136152
Direccion: Teléfono: - Cali, Colombia

Cali, (dia) ____ (mes) (afio)
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“CARACTERIZACION DEL ESTADO DE ACTIVACION INMUNOLOGICA EN PACIENTES CON INFECCION POR VIH-1 BAJO
ATENCION INTEGRAL ESPECIALIZADA AMBULATORIA, CALI-COLOMBIA, 2012”

ANEXO 2

FORMATO DE SEGUIMIENTO Y EVOLUCION DEL PACIENTE - CRF

CODIGO CRF: Fecha diligenciamiento inicial: Dia___ Mes___ Afo
Grupo: a b c d e
Direccion: Municipio Teléfono: Estrato;_
Sexo: 1.Masculino___ 2.Femenino___ Fecha de nacimiento: Dia Mes Ao Edad:

Raza 1.Afrocolombiano__ 2.Mestizo___ 3.Indio 4 Blanca 5. Otro

Estado civil actual: 1.Soltero(a)___ 2.Casado(a)___ 3.Union libre___ 4.Viudo(a)___ 5.Separado(a)___
Afiliacion en salud: 1. Contributivo_ 2. Subsidiado___

Habitos: D: Diario. S: Semanal. O: Ocasional

Valor inicial Fecha Valor 3 meses Fecha Valor 6 meses Fecha
Habitos . . :
Frecuencia Frecuencia Frecuencia
i DM A i DM A i DIM|A
Cantidad DTslo Cantidad DIslo Cantidad DTslo
Cigarrillo
Alcohol
Sustancias
psicoactivas/
otros
Actividad
fisica
Infecciones de transmision sexual: 1. Antecedente (pasada) 2. Actual 3.No
Describa ITS:
Preferencias sexuales: 1. Homosexual__ 2. Bisexual 3. Heterosexual 4. Otro

Otros habitos (uso de condon, planificacion familiar, alimentacion), describa:

CLINICAS RELACIONADAS CON VIH / SIDA: 1 AlBLC
Fecha de diagnéstico de VIH: Dia___ Mes___Afio Estadio inicio: 2
Fecha inicio tratamiento ARV: Dia_ Mes__ Afio 3

“CARACTERIZACION DEL ESTADO DE ACTIVACION INMUNOLOGICA EN PACIENTES CON INFECCION POR VIH-1 BAJO ATENCION INTEGRAL
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Presencia de otras patologias infecciosas (virales, bacterianas, micéticas, parasitarias, tanto comunes como
oportunistas:

Presencia actual o reciente (menor de un mes) de patologias de caracter inflamatorio no infeccioso.

Esquema de tratamiento antirretroviral actual:

Esquemas previos de tratamiento antirretroviral, marque con X, todos los medicamentos anteriores que ha utilizado:

NRTIs: AZT () |3TC( ) [D4T( ) [pDi( ) JABC( ) |TDF( ) |DDC ()
NNRTS: NVP () [EFV () [ETR( )
(
r

LP.s.: ATZ () |IDv () [tPvir( ) [sav( ) |NFV( ) |[DRVI ( )|FAPVIF ()
( ) [IDVIr () |[TPRIF () [SQVIr ()

Adherencia segtin test-SMAQ:

Linea de base: 1.Adherente_ 2.Noadherente___ (Grupo Cy D)
Tercer mes: 1. Adherente___ 2. Noadherente ___ (Grupo B)
Sexto mes: 1. Adherente__ 2.Noadherente ___ (Grupo B)
VARIABLES INMUNOLOGICAS/VIROLOGICAS
FECHA Recuentode | , Recuentode | , .. | NIVEL DE CARGA
Secuencia Linfocitos CD4 Cg 4 | Linfocitos CD8 cés ggl“alggg VIRAL niimero de Logm\;i.e Carga
D M A . . . iral
células/mm3 células/mm3 copias/mm3
Inicial o al
diagnéstico
VIH
Linea base o
Inicio del
estudio
3 meses
6 meses

LIPIDOS, GLICEMIA.

Valor de Fecha Fecha Fecha

Parametro lineabase | D IM|A Valor 3 meses DIMIA Valor 6 meses DIMIA

Colesterol total mg/dL

Triglicéridos mg/dL

Colesterol HDL mg/dL

Colesterol LDL mg/dL

indice Arterial

Glicemia mg/dL

Proteina C Reactiva ULS
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VARIABLES VALORACION FiSICA

PRESION ARTERIAL FRECUENCIA
FECHA PESO Kg TA'I'VI"t‘: en C;:Tcl:nR:‘ iﬁ%’iﬁ: mmHg CARDIACA
D M A Sistolica | Diastélica Ipm
Diagnéstico de Sindrome metabélico:
Linea base: 1. Con sindrome metabdlico 2. Sin sindrome metabdlico
Tercer mes: 1. Con sindrome metabdlico 2. Sin sindrome metabdlico
Sexto mes: 1. Con sindrome metabdlico 2. Sin sindrome metabdlico
ACTIVACION INMUNOLOGICA.
Prueba Valor de Fecha Valor 3 Fecha Valor 6 Fecha
lineabase | D | M| A meses DIM|A meses DIM|A
Valor absoluto LT CD4+
Porcentaje LT CD4+

Valor absoluto LT CD4+CD38+

Porcentaje LT CD4+CD38+

Intensidad media de fluorescencia
de la molécula CD38 en LT
CD4+CD38+

Valor absoluto LT CD4+HLA-DR+

Porcentaje LT CD4+HLA-DR+

Intensidad media de fluorescencia
de la molécula HLA-DR en LT
CD4+HLA-DR+

Valor absoluto LT
CD4+CD38+HLA-DR+

Porcentaje LT
CD4+CD38+HLA-DR+

Intensidad media de fluorescencia
de la molécula CD38 en LT
CD4+CD38+HLA-DR+

Intensidad media de fluorescencia
de la molécula HLA-DR en LT
CD4+CD38+HLA-DR+

“CARACTERIZACION DEL ESTADO DE ACTIVACION INMUNOLOGICA EN PACIENTES CON INFECCION POR VIH-1 BAJO ATENCION INTEGRAL
ESPECIALIZADA AMBULATORIA, CALI-COLOMBIA, 2012”. Versién: Septiembre 6, 2012 FIN-035 1 Edc. 9 Nov. 2012 Ult. Rev. Feb. 23/13 Péag. 3



Valor de Fecha Valor 3 Fecha Valor 6 Fecha
Prueba

lineabase | D | M | A meses DI M|A meses DI M|A

Valor absoluto LT CD8+

Porcentaje LT CD8+

Valor absoluto LT CD8+CD38+

Porcentaje LT CD8+CD38+

Intensidad media de fluorescencia
de la molécula CD38 en LT
CD8+CD38+

Valor absoluto LT CD8+HLA-DR+

Porcentaje LT CD8+HLA-DR+

Intensidad media de fluorescencia
de la molécula HLA-DR en LT
CD8+HLA-DR+

Valor absoluto LT
CD8+CD38+HLA-DR+

Porcentaje LT
CD8+CD38+HLA-DR+

Intensidad media de fluorescencia
de la molécula CD38 en LT
CD8+CD38+HLA-DR+

Intensidad media de fluorescencia
de la molécula HLA-DR en LT
CD8+CD38+HLA-DR+

Porcentaje de viabilidad de LT

OBSERVACIONES
FECHA :
DT M A OBSERVACION
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(Anexo 3) Centro de Analisis Molecular

Bogota, Noviembre 8 de 2012

DCN® 526 /12

Doctora

XIMENA GALINDO ORREGO, MD.
Investigadora Principal

Corporacién de Lucha Contra el Sida (CLCS)
Cali-Colombia.

Ref.: CLCS- Proyecto “Caracterizacion del estado de activacion inmunolégica en
pacientes con infeccién por VIH-1 bajo Atencién Integral Especializada Ambulatoria,
Cali-Colombia, 2012”.

Estimada Dra. Ximena

Por medio de la presente y en mi calidad de Directora Cientifica del Centro de Analisis
Molecular (CAM) yo, Patricia Olaya Garcia, Bacteridloga, M.Sc en Microbiologia y
M.Sc en Quimica, confirmo el compromiso del CAM y el mio propio de participar y
colaborar en el proyecto que usted lidera y titulado “Caracterizacion del estado de
activacion inmunolégica en pacientes con infeccion por VIH-1 bajo Atencion

Integral Especializada Ambulatoria, Cali-Colombia, 2012”.

La participacion del Centro de Analisis Molecular incluye las siguientes actividades:
Suministro de instructivos para la toma de muestras de sangre para analisis por
citometria de flujo
Realizacion de analisis por citometria de flujo en las muestras recibidas:

Perfil de linfocitos CD3 CD4 y CD8 (recuentos absolutos y porcentajes)
Recuentos de subpoblaciones (CD4 y CD8) de Linfocitos T (CD3 )
activados mediante la determinacion de los marcadores de activacion
CD38 y HLA- DR .

Laboratorio Clinico Especializado

Avenida Cra 45 (Paralela Oriental Autopista Norte) N° 150 - 10 Tels: (571) 6154116 — 6153629 — 2585026 — 2746981
Celular 312 3505350  Email: camolecular@etb.net.co
Bogota, D.C. Colombia
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Centro de Analisis Molecular

- Determinacién por citometria de flujo de la viabilidad de las células en
estudio.
- Generacion de plantillas y protocolos de analisis para las
determinaciones por citometria de flujo.
- Envio de resultados y archivos de citometria

- Asesoria cientifica cuando sea requerida

Atentamente,

Qamcic\ O}aqo 6:110@

PATRICIA OLAYA G, M.Sc.
Directora Cientifica

Laboratorio Clinico Especializado

Avenida Cra 45 (Paralela Oriental Autopista Norte) N° 150 - 10 Tels: (571) 6154116 — 6153629 — 2585026 — 2746981
Celular 312 3505350 Email: camolecular@etb.net.co
Bogota, D.C. Colombia
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Centro de Andlisis Molecular

(Anexo 4)

Corporacién de Lucha Contra el SIDA

CARGA VIRAL VIH Y LINFOCITOS (Citometria de Flujo) TOMA Y MANEJO DE
MUESTRAS PARA ENVIO A TEMPERATURA AMBIENTE AL CENTRO DE ANALISIS
MOLECULAR
Tomar las muestras para carga viral y recuento de Infocitos por puncién venosa con
aguja multiple; primero el tubo tapa perla y en seguida el tubo tapa lila

MUESTRAS PARA CARGA VIRAL 1 2 3
1- Tubo PPTO Tapa perla .

2- Muestra de sangre tomada en tubo PPT
antes de centrifugar.

3- Muestra de sangre tomada en tubo PPT
centrifugada a 2.500 R.P.M durante 20
minutos. Se observan las tres fases:
« Glébulos Rojos al fondo del tubo
« Gel expandido en el medio
- Plasma libre de células en la fase
superior.
Asi se debe enviar

+ Las muestras bien centrifugadas son
estables 24 h a temperatura ambiente

MUESTRAS DE SANGRE PARA RECUENTO
DE LINFOCITOS CD3/CD4/CD8

Tubo al vacio EDTA K; Tapa lila.

Tubo plastico, estéril, ideal para el
transporte y conservacion de las células
sanguineas. La sangre es estable a
temperatura ambiente durante 48 horas
para Citometria de flujo.

Las muestras deben estar marcadas, bien tapadas y empacadas asi: Los tubos con las
muestras se introducen en el estuche de icopor el cual se debe sellar por la unén entre caja y
tapa con cinta de enmascarar. Este a su vez se empaca en la bolsa plastica resellable y
todos los estuches a remitir se empacan en la caja o sobre exterior de envio. Remitir a:
Centro de Analisis Molecular
Avenida 13 (paralela oriental autopista norte) N° 150 — 10
Bogota D.C. Colombia

Laboratorio Clinico Especializado

Avenida Cra 45 (Paralela Oriental Autopista Norte) N° 150 - 10 Tels: (571) 6154116 — 6153629 — 2585026 — 2746981
Celular 312 3505350 Email: camolecular@etb.net.co
Bogota, D.C. Colombia
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Centro de Andlisis Molecular

Corporacién de Lucha Contra el SIDA

EMPAQUE Y ENVIiO DE LAS MUESTRAS PARA CARGA VIRAL Y RECUENTO DE
LINFOCITOS AL CENTRO DE ANALISIS MOLECULAR

El envio se debe hacer rapidamente pues la muestras deben ser procesadas antes de
30 - 48 horas y no deben sufrir cambios de temperatura. Recomendamos, tomar y
enviar muestras de Lunes a Jueves y no los Viernes, con el fin de evitar posibles
demoras de transporte durante el fin de semana.

Es muy importante seguir las normas de bioseguridad para el transporte de muestras.
Las muestras deben estar marcadas, bien tapadas y empacadas de la siguiente
manera: Los tubos plasticos que contienen las muestras se introducen en el estuche
especial de icopor el cual se debe sellar por la unén entre caja y tapa con cinta de
enmascarar. Este a su vez se empaca en la bolsa plastica resellable y todos los
estuches a remitir se empacan en la caja o sobre exterior de envio.

Notas importantes

- No destapar los tubos, enviarlos inmediatamente después de tomadas las
muestras.

- Mantener y transportar las muestras a temperatura ambiente.

- Enviar las muestras en los tubos y condiciones adecuados de acuerdo con
instructivo especial para cada tipo de examen. (verificar la centrifugacién y la
separacioén correcta de las muestras tomadas en tubos PPT ).

- Anexar una relacion de las muestras enviadas o el formato correspondiente.

- Al empaque exterior del despacho se debe adosar la “ficha técnica de transporte”,
incluyendo en ella la persona responsable del despacho y la direccion y teléfonos
correspondientes, asi como los datos de envio al Centro de Analisis Molecular.

Las muestras de sangre total para Citometria de flujo o tubos PPT para carga viral

se deben enviar a temperatura ambiente el dia en que se toman y garantizar que
lleguen al Centro de Analisis Molecular antes de 30 — 48 horas.

Laboratorio Clinico Especializado

Avenida Cra 45 (Paralela Oriental Autopista Norte) N° 150 - 10 Tels: (571) 6154116 — 6153629 — 2585026 — 2746981
Celular 312 3505350 Email: camolecular@etb.net.co
Bogota, D.C. Colombia
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Centro de Andlisis Molecular

Corporacién de Lucha Contra el SIDA

FICHA TECNICA DE TRANSPORTE DE MUESTRAS

Centro de Analisis Molecular

Laboratorio Clinico Especializado
Avenida 13 (paralea autopista norte) N° 150 — 10
Bogota DC Tel 6153629 /6154116 / Celular 312 3505350

FICHA TECNICA DE TRANSPORTE

Contenido: Muestras para analisis de laboratorio clinico
Caracteristicas: Muestras de sangre, o plasma humano

Embalaje: Triple empaque de seguridad interno y empaque externo
1-Recipiente primario: tubo plastico con tapdn de bioseguridad
2- Estuche de icopor el cual contiene los recipientes primarios
3 -Bolsa plastica con sistema de cerrado "zip lock"

Condiciones de transporte: Temperatura ambiente
Material apto para viajar en avion en cabina
presurizada

Responsable del despacho:

Laboratorio Clinico Especializado

Avenida Cra 45 (Paralela Oriental Autopista Norte) N° 150 - 10 Tels: (571) 6154116 — 6153629 — 2585026 — 2746981
Celular 312 3505350 Email: camolecular@etb.net.co
Bogota, D.C. Colombia
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ANEXO 5

Tabla 1. Frecuencia de LT activados (CD38+ y/o HLA-DR+) en la fase crédnica de la infeccién con VIH-1 en individuos con o
sin tratamiento antirretroviral.

VIH+ ARV- o VIH+ ARV VIH+ ARV- VIH
. VIH+ inicia . .
Naive ARV (n=32) exitosa Falla negativos
(n=24) (n=23) (n=17) n=29) Sig*.

Media 1C95% Media 1C95% Media 1C95% Media 1C95% Media 1C95%

Variables

Porcentaje LT
CD4+CD38+
Porcentaje LT
CD4+HLA-DR+
Porcentaje LT
CD4+CD38+HLA- | 5.93° 3.94-7.92 | 14.37°| 11.63-17.10 | 492 | 3.21-6.64 |22.56°| 11.89-33.23 | 3.89 2.46-5.32 | 0.0001
DR+
Porcentaje LT
CD8+CD38+
Porcentaje LT
CD8+HLA-DR+
Porcentaje LT A A .
CD8+CD38+HLA- | 24.28' | 19.28-29.29 | 35.42' | 30.64-40.21 | 12.55 | 9.97-15.13 | 24.11' | 19.22-28.99 | 9.85 | 6.91-12.79 | 0.0001
DR+
*significancia test Kruskall-Wallis. a) VIH+ inicia ARV diferente de todos los grupos excepto VIH+ ARV-Falla (p<0.001). b) grupo
VIH+ ARV-Falla diferente de VIH negativos.

c¢) Grupos VIH+ inicia ARV y VIH+ ARV-Falla diferentes de VIH+ ARV-Naive, VIH+ ARV exitosa y VIH negativos (p<0.001). d) grupo
VIH+ ARV-Naive diferente de VIH negativos (p=0.0046). €) Grupos VIH+ inicia ARV y VIH+ ARV-Falla diferentes de VIH+ ARV-
Naive, VIH+ ARV exitosa y VIH negativos (p<0.001). f) Grupos VIH+ ARV-Naive y VIH+ ARV-Falla diferentes VIH+ ARV exitosa y
VIH negativos (p<0.001). g) VIH+ inicia ARV diferente de todos los grupos (p<0.001). h) Grupos VIH+ ARV exitosa y VIH negativos
diferentes de VIH+ ARV-Naive, VIH+ inicia ARV y VIH+ ARV-Falla (p<0.004).i) Grupo VIH+ inicia ARV diferente de todos los grupos
(p<0.0019). j) grupos VIH+ ARV-Naive y VIH+ ARV-Falla diferentes VIH+ ARV exitosa y VIH negativos (p<0.0002).

58.06 | 52.62-63.51 | 68.64° | 63.90-73.37 | 54.76 | 50.97-58.55 | 62.69° | 55.99-73.39 | 49.59 | 45.21-53.97 | <0.0001

9.95 5.90-14.01 19.03° | 15.30-22.76 | 8.34 | 6.62-10.06 | 29.96° | 19.28-40.63 6.17 4.79-7.55 0.0001

67.10" | 61.92-72.27 | 83.68° | 78.61-88.76 | 52.23 | 47.92-56.53 | 71.18" | 65.04-77.31 | 52.29 | 47.85-56.74 | 0.0001

30.15 | 24.35-35.96 | 40.36 | 35.10-45.62 | 18.92" | 14.89-22.97 | 30.97 | 24.77-37.17 | 14.54" | 11.19-17.90 | 0.0001




Tabla 2. Correlacion de marcadores de activacion inmunolégica con variables
conteo de LT CD4, porcentaje LT CD4 , conteo LT CDS8, porcentaje LT CD8y carga

viral.
valor absoluto porcentaje valor absoluto porcentaje carga viral
LT CD4+ LT CD4+ LT CD8+ LT CD8+ (logaritmo)
Variables* Coef|C|e.n,te Sign Coef|C|e_n'te Sign Coef|C|e_n'te Sign Coeﬂue_n}te Sign Coef|C|e!’1,te Sign
correlaciéon correlacion correlacion correlaciéon correlaciéon
Porcentaje LT -0.3963 | <.001 | -0.3926 |<0.001| -0.1729 |0.0920| 0.3486 |0.0005| 0.4940 |<0.001
gl . . . . . . . . . .
Intensidad media de
fluorescenciadela | g gors | 0001 05345 |<0.001| -0.1647 |0.1087| 04880 |<0.001| 0.5919 |<0.001
molécula CD38 en
LT CD4+CD38+
Porcentaje LT -0.6214 |<0.001| -0.7247 |<0.001| 0.1359 |0.1891| 0.7159 |<0.001| 0.5416 |<0.001
oL ADRS . . . . . . . . . .
Porcentaje LT
CD4+CD38+HLA- | -0.6592 |<0.001| -0.7508 |<0.001| 0.0803 |0.4390| 0.7389 |<0.001| 0.6237 |<0.001
DR+
Porcentaje LT -0.4957 |<0.001| -0.4885 |<0.001| -0.0868 |0.4002| 0.4470 |<0.001| 0.7400 |<0.001
gl . . . . . . . . . .
Intensidad media de
fluorescenciadela | g ooy | 0.001| -0.4686 |<0.001| -0.0814 |0.4303| 04368 |<0.001| 0.7620 |<0.001
molécula CD38 en
LT CD8+CD38+
Porcentaje LT -0.2299 |0.0242| -0.3386 |0.0007| 02531 |0.0128| 0.3545 [0.0004| 0.4990 |<0.001
CD8+HLA-DR+ : : : : : : : : : :
Porcentaje LT
CD8+CD38+HLA- | -0.2953 |0.0035| -0.3747 |0.0002| 0.1746 |0.0889| 0.3796 |0.0001| 0.6280 |<0.001
DR+

*se consideran correlaciones significativas con valor de correlacion superior a 0.5y

significancia<0.005. sign=Significancia correlacion.






