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RESUMEN

Se estudid el comportamiento de marcadores de progresion seroldgicos y celulares en un
grupo de pacientes cubanos con infeccién por VIH-1 confirmada serolégicamente. Se
seleccionaron, al inicio, de forma aleatoria, 228 individuos en diferentes estadios clini-
cos. Se determiné en cada caso el nivel de anticuerpos contra la proteina de 24 kD del
VIH-1y se observé la evolucién clinica durante 26,5 meses. Al comienzo del seguimien-
to, se comprobd que el 65 % de los pacientes con infecciones oportunistas menores y el
98 % de los enfermos con SIDA presentaron titulos bajos de anticuerpos anti p24 y que
la tasa de progresion clinica fue significativamente mayor en el grupo de pacientes que
entraron al estudio con titulaciones bajas o ausencia de anticuerpos anti p24 detectables.
Al final del seguimiento, en 100 de los 228 pacientes inicialmente incluidos se realizé un
estudio de corte transversal con la determinacion de titulos de anticuerpos anti p24,
deteccion de antigenemia p24 y conteo de subpoblaciones linfocitarias por citometria de
flujo. Se observo correlacion entre las pruebas seroldgicas, el conteo de células CD4 +
y el estadio clinico. La disminucidn del titulo de anticuerpos anti p24 se comportdé como
un marcador precoz. Se sefial6 la utilidad del uso combinado de estos marcadores en el
seguimiento clinico de nuestros pacientes.
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La mayoria de los individuos infecta-
dos por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) cursan un largo periodo de
incubacién antes de la aparicion del sin-
drome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA).! Sin embargo, actualmente se sabe
que la latencia clinica no se corresponde
con un periodo de latencia viroldgica.??
Esta observacion refuerza la tendencia al
inicio temprano de la terapéutica
antirretroviral;* que va acompafada de la
necesidad de contar con marcadores de
progresion y para el monitoreo del trata-
miento. Entre los marcadores més usados
se encuentra el conteo total de linfocitos
CD4+, que se correlaciona muy bien con
la progresioén de la enfermedad;’ pero no
es un marcador precoz ni se modifica siem-
pre junto con la respuesta clinica a la tera-
péutica.®

En la busqueda de mayor eficiencia se
ha recurrido al uso combinado de marca-
dores.” Audn cuando la determinacion de
la carga viral sobre la base de la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (RCP)
esté disponible no puede obviarse el valor
independiente, del conteo de linfocitos
CD4+ vy la utilidad de combinar ambos
estudios en los algoritmos de tratamiento.
La deteccion de antigeno p24 del VIH-1
(Ag p24) y de niveles de anticuerpos anti-
p24 (Ac antip24) se han usado ampliamente
como marcadores de progresion a SIDA y
también para el monitoreo de la terapéuti-
ca.>#10 Pocas veces el estadio clinico de
un individuo escapa del poder predictivo
de la combinacién de Ac anti p24, Ag p24
y conteo total de linfocitos CD4+ .1

La caida de Ac anti p24 precede a la
antigenemia en meses 0 afios y también
constituye un predictor de la disminuciéon
del conteo total de linfocitos CD4+, se
comporta como un marcador precoz.!'? La
deteccion y cuantificacion de Ag p24 es
atil en el estudio de la retrovirosis aguda,

seguimiento de seropositivos asintomaticos,
monitoreo de la terapia antirretroviral, eva-
luacién de pacientes con conteos de
linfocitos CD4+ <200 células/mm? y en
el prondstico y seguimiento de la infec-
cién por VIH durante el periodo perinatal
y en la edad pediatrica.”-10-13-15

En Cuba, se cuenta con sistemas de
ELISA para detectar y cuantificar Ag p24
y niveles de Ac anti p24 con los que se
complementa el seguimiento clinico a to-
dos los individuos infectados por el VIH.
Ademads, se estudian las subpoblaciones
linfocitarias por citometria de flujo.

En el presente trabajo nos planteamos
el objetivo de analizar el comportamiento
de las determinaciones seroldgicas y la
cuantificacién de subpoblaciones celulares
en un grupo de pacientes en diferentes es-
tadios de la infeccion por VIH-1.

METODOS

Para realizar un estudio longitudinal
de seguimiento clinico-seroldgico se selec-
cionaron, de forma aleatoria, 228 indivi-
duos con infeccion por VIH-1 confirmada
en el Laboratorio de Referencia Nacional,
de acuerdo con criterios de diagnéstico
aprobados por la OMS. !¢

Para definir el estadio clinico del pa-
ciente en la fecha de entrada al estudio y
toma de la muestra se tuvo en cuenta la
clasificacion clinica de los Centros para el
Control de Enfermedades (CDC), revisa-
da en 1987."7 La muestra incluy6 104 per-
sonas asintomaticas (grupo II), 28 con diag-
nostico de linfadenopatia generalizada per-
sistente (grupo III) y 96 del grupo I'V. Este
ultimo grupo de 96 pacientes incluye
42 enfermos de SIDA.

A los 26,5 meses como promedio de
la toma de muestra inicial se reviso el es-
tadio clinico de cada paciente y se compa-
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r6 con los datos obtenidos en la fecha de
entrada al estudio.

El andlisis seroldgico inicial y las de-
terminaciones de seguimiento se realiza-
ron, segun instrucciones del fabricante, con
el ELISA DAVIH Ac p24 (Laboratorios
DAVIH, La Habana, Cuba), ELISA de in-
hibicion para detectar anticuerpos contra
la p24 del VIH-1, cuyos resultados se ex-
presan como no reactivo (NR), reactivo en
el suero puro o reactivo en las diluciones: 1/
50, 1/250, 1/1250y 1/6250. Las titulaciones
< 1/250 se consideran bajas y altas las
titulaciones > 1/250.

Posteriormente, en un analisis de cor-
te transversal, se compararon los resulta-
dos de las determinaciones seroldgicas con
el conteo de subpoblaciones linfocitarias de
un subgrupo de 100 pacientes tomados al
azar integrado por 28 asintométicos, 4 del
grupo III, 31 del grupo IVC2 y 37 pacientes
con SIDA. El conteo celular y las determi-
naciones seroldgicas se realizaron con la
misma muestra o con muestras tomadas con
intervalos de menos de un mes entre las
mismas. Se usaron, segiin el manual de ins-
trucciones de estos estuches, los sistemas
de ELISA DAVIH Ac p24 y DAVIH Ag
p24 de Laboratorios DAVIH, La Habana,
Cuba. El ELISA DAVIH Ag p24 detecta
concentraciones de antigeno p24 desde va-
lores inferiores a 16 pg/mL y esta dotado
de un sistema de neutralizaciéon (DAVIH
Ag p24 RN) para confirmar las muestras
positivas. El conteo de linfocitos se realizd
con anticuerpos monoclonales anti CD3,
CD4 y CD8 de la casa comercial DAKO y
se utilizé un citémetro de flujo Ortho
Cytoron Absolute de 1a compaiia Johnson
and Johnson.

Para procesar la informacion se em-
pled el programa Epi Info 5,01B con el que
se hizo el analisis univariado y se compa-
raron medias, proporciones y grupos
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segtn diferentes variables. Se emplearon
ANOVA y los estadigrafos Z, T y chi cua-
drado.

RESULTADOS

Las titulaciones de anticuerpos anti p24
por grupos clinicos de estudio en la fecha
de inicio del seguimiento se muestran en la
tabla 1. Enlos 104 individuos asinto-maticos
se observaron titulaciones altas y bajas en
proporciones, sin diferencia estadis-
ticamente significativa. En los grupos con
manifestaciones clinicas se observo un au-
mento del porcentaje de titulaciones bajas
con la progresion de la enfermedad. Mien-
tras que la frecuencia de titulaciones bajas
en individuos asintométicos fue sélo del
52 % (54 de 104), casi todos los pacientes
con SIDA (41/42, 98 %) presentaron
titulaciones bajas; esta diferencia result6
estadisticamente significativa (p <0,0005).
TABLA 1. Resultados del ELISA DAVIH Ac p24 en 228 pacien-

tes, segun grupo clinico y titulacidn alta o baja de Ac anti p24
al inicio del estudio

Titulos de anticuerpos anti p24

Titulaciones Titulaciones
bajas altas
<1/250 >1/250
I 54/104 (52 %) 50/104 (48 %)
1] 15/28(54 %) 13128 (46 %)
IV(No SIDA) 35/54 (65 %) 19/54 (35 %)
IV(SIDA) 41/42 (98 %) 11422 %)

Fuente: Laboratorio de Investigaciones del SIDA.

La tabla 2 muestra la progresion clini-
ca de los individuos durante el periodo de
observacion de 26,5 meses y su relacion



con la titulacién inicial de anticuerpos anti
p24. La tasa de progresion clinica, inclu-
yendo la frecuencia de fallecimientos por
SIDA, resultd significativamente mayor en
los grupos de personas que iniciaron el es-
tudio con titulaciones bajas. Entre los pa-
cientes con titulaciones altas no se presen-
taron fallecimientos y la tasa de progresion
fue significativamente menor (p <0,0005).

En la tabla 3 se puede observar que la
antigenemia p24 resulté detectable en 25
de 37 pacientes con SIDA (68 %),
significativamente mayor que en el resto

de los grupos estudiados (p < 10%). En cuanto
a la relacidn entre conteo total de linfocitos
CD4+, antigenemia y titulos de
anticuerpos anti p24 en los diferentes esta-
dios clinicos, se puede observar que tanto
la frecuencia de titulaciones bajas de
anticuerpos anti p24 como la frecuencia de
antigenemia son mads altas en el subgrupo
de pacientes con conteos bajos de células
CD4+ (<200 cél/mm?). En todos los ca-
sos con antigenemia detectable, los titulos
de Ac anti p24 resultaron <1/250. No se
detectd antigeno p24 en los individuos con
titulaciones altas de Ac anti p24.

TABLA 2. Progresidn de los pacientes durante el tiempo de seguimiento (media 26,5 meses), agrupados segin titulacion inicial

de Acantip24

Tipo de progresidn clinica
Titulo inicial Pacientes con progresion clinica Vivos Fallecidos
No reactivo n=27 19127 (70 %) IVC2(1) SIDA(1) 17
Puro n=61 34161 (56 %) IVC2(6) SIDA(13) 15
1/50 n=34 16134 (47 %) IVC2(4) SIDA (5) 7
1/250 n=23 11123 (48 %) IVC2(2) SIDA(4) 5
111 250 n=35 7135 (20 %) IVC2(2) SIDA(5)
1/6 250 n=438 10/48 (20 %) IVC2(5) SIDA(5)
Total 228 971228 (43 %) IV.C2(20) SIDA (33) 44

Fuente: Laboratorio de Investigaciones del SIDA.

TABLA 3. Conteo total de linfocitos C0D4+, titulaciones altas o bajas de anti p24 y deteccidn de Ag p24 en un subgrupo de

100 pacientes
Ac anti p24

Conteo total de linfocitos CD4 + Grupo clinico Agp24 +* <1/250 >1/250

SIDA (25) 19 23 2
<200 céllmm? IVC2y111(12) 1 10 2

() -
Subtotal n=37 33(89%) 4(11 %)

SIDA(11) 6 10 1
200-499 célfmm? IVC2y 1 (14) 2 10 4

17 1 4 3
Subtotal n=32 24.(75 %) 8(25 %)

SIDA(1) - 1
> 500 cél/mm? IVC2y 111(9) - 6 3

1(21) 3 12 9
Subtotal n=31 18 (58 %) 13 (42 %)
Total n=100 32 75 25

*Los resultados de Ag p24 + se incluyen en el grupo de casos con titulos de Ac anti p24 < 1/250.

Fuente: Laboratorio de Investigaciones del SIDA.
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DISCUSION

La frecuencia de titulos bajos de
anticuerpos anti p24 en estadios avanzados
de la enfermedad y la tasa de progresion
observada a partir del titulo inicial se co-
rresponde con lo observado por varios au-
tores acerca de la asociacién de la caida
de anticuerpos anti p24, la deteccién de
antigeno p24 y el desarrollo posterior de
SIDA.H’IS‘lg

Aunque en poblaciones africanas se ha
reportado un comportamiento diferente,
con titulos altos de anticuerpos y ausencia
de antigenemia en enfermos que han pro-
gresado a SIDA; en pacientes europeos,
asi como en grupos de individuos cubanos
y norteamericanos, se ha observado que la
disminucién de los titulos de anticuerpos
anti p24 se correlaciona con la progresion
clinica.?**

En el corte transversal de 100 indivi-
duos infectados por VIH-1, la deteccion
de antigeno p24 se correlacion6 con
titulaciones bajas o ausencia de anticuerpos
anti p24 y con manifestaciones clinicas
relacionadas con la infecciéon por VIH,
como se ha reportado antes.'®!* La mayor
prevalencia de antigenemia observada en
el grupo de pacientes con SIDA, en compa-
racién con la del resto de los individuos
incluidos en el estudio, se corresponde con
lo sefialado por otros autores que hanusado
diferentes sistemas de ELISA en distintas
poblaciones de personas infectadas por
VIH-1.7%324 La antigenemia también resul-
t6 mas frecuente en individuos con conteos
de linfocitos CD4+4+ <200 cél/mm?
(p<0,0005); aunque no todos los pacien-
tes con ese conteo celular presentaron
antigenemia p24, observacién que también
ha sido reportada con anterioridad sin ex-
plicacién clara acerca de la causa, pero con
implicaciones sobre el prondstico porque

14

los individuos con antigenemia detectable
progresaron mds rapidamente a SIDA que
el resto, independientemente de que todos
tenian conteos bajos de células CD4+ .13

Se ha reportado que la caida de
anticuerpos anti p24 precede a la disminu-
cién del conteo total de linfocitos y se com-
porta como un marcador precoz de la pro-
gresion a SIDA.!? Esta observacion ha de-
terminado que en la actualidad se le conti-
nue prestando atencién a la determinacion
de anticuerpos anti p24.%5-%

Segun la literatura revisada y los re-
sultados del presente estudio, se debe es-
perar que los pacientes del grupo II
(asintomaticos) con titulos bajos de
anticuerpos anti p24 progresen clinicamente
en los préoximos meses o afios. La dismi-
nucion del titulo indica también mayor pro-
babilidad de que la antigenemia resulte
detectable y se comporte como un marca-
dor precoz que predice la caida del conteo
de linfocitos CD4+, de manera que los
pacientes con conteos celulares relativa-
mente altos que presenten bajos titulos de
anticuerpos anti p24 tienen mayor proba-
bilidad de experimentar disminucién de
dichos conteos en los meses siguientes en
comparacién con los pacientes que man-
tienen conteos celulares y titulos de
anticuerpos con valores altos.

En la actualidad, la medicién de la
carga viral mediante técnicas de Biologia
Molecular y el conteo total de linfocitos
CD4+ por citometria de flujo son las prue-
bas mas usadas como marcadores de pro-
gresion y para el monitoreo de la terapéu-
tica antirretroviral;* sin embargo, la posi-
bilidad de usar sistemas de ELISA para la
deteccion de la antigenemia p24 y la titu-
lacién de anticuerpos anti p24 también
constituyen alternativas utiles en el segui-
miento clinico de individuos infectados por
VIH-1.



SUMMARY

The behavior of serologic and cell markers for disease progression in a group of Cuban serologically-confirmed
HIV-infected patients was studied. Firstly, 228 subjects at different clinical stages were randomly selected. The
level of antibodies to HIV-1 24 kd protein was determined in every case which were followed-up for 26.5 months
to observe their clinical progression. At the beginning of the follow-up period, it was confirmed that 65 % of
patients with minor opportunistic infections and 98 % of AIDS patients had low anti p24 antibody titers and that
the clinical progression rate was significantly higher in the group of patients that entered the study with low titers
or lack of detectable anti p24 antibodies. At the end of the follow-up period, a cross sectional study was performed
on 100 of the 228 patients, which included determination of anti p24 antibody titers, p24 antigenemia detection
and lymphocyte sub-population count through flow cytometry. There was a correlation among serologic tests,
CD4+ cell counts and clinical staging. The reduction of anti p24 antibodies titers was seen as an early marker.
The usefulness of the combined use of these markers in the clinical follow-up of those patients was pointed out.

Subject headings: HIV; AIDS-RELATED OPPORTUNISTIC INFECTIONS; HIV INFECTIONS/diagnosis;
ACQUIRED IMMUNODEFICIENCY SYNDROME/diagnosis; ACQUIRED IMMUNODEFICIENCY
SYNDROME/microbiology; SEROLOGIC TESTS; ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY;
DISEASE PROGRESSION; ANTIVIRAL AGENTS/therapeutic use; CD4-POSITIVE T-LYMPHOCYTES; HIV
CORE PROTEIN P24.
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