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RESUMEN

Se estudiaron las caracteristicas biologicas de 11 cepas de VIH-1 aisladas de pacientes con rapida evolucién clinioa al sida. L

aislados virales se clasificaron segun su cinética de replicacion y tropimo celular, con estos criterios se observo sjeepasle la
aisladas (72,7 %) resultaron de crecimiento rapido alto o lento bajo 3 y con tropismo preferencial a la estirpe lotfouitica,

corresponde a los pacientes con sida, mientras 3 (27,3 %) tuvieron caracteristicas de lenta baja 1. La citopatogenicidad de las
cepas se estudio en la linea celular MT4 y se observé que la mayoria (72,7 %) resultd inductora de sincicios (IS), gor lo que s

comprobd relaciérin vivo e in vitro de las propiedades biol6gicas, no ocurri6é asi en 3 de los cultivos (27,3 %) que se comportaron

como no inductores de sincicios.

Descriptores DeCS VIH-1/aislamiento & purificacion; VIH-1/genética; SINDROME DE INMUNODEFICIENCIA

ADQUIRIDA/virologia; FENOTIPO.

La caracterizacion fenotipica de las cepas del virus
de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) ha
adquirido gran importancia en los Ultimos afios, ya que
se ha encontrado asociacién entre determinadas
caracteristicas biologicas de los aislamientos y los dis-
tintos patrones de progresion clinica reconocidos.

La variabilidad biolégica del VIH-1 se evalta por
su cinética de replicacion en cultivos primarios de
linfocitos de sangre periférica y en lineas celulares
continuas, por su tropismo celular, asi como por su
capacidad de inducir o no sincicids.

Por lo general, las cepas de VIH-1 aisladas de
individuos asintométicos se corresponden con variantes
no inductoras de sincicios (NIS) y cinética de replicacion
lenta baja (LB), mientras que las inductoras de sincicios
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(IS) y crecimiento rapido alto (RA) estan més relacionadas
con la progresién al sida.

La mayoria de las personas infectadas con el VIH-1
desarrolla el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
y muere; sin embargo, la duracién del periodo asin-
tomatico varia de forma considerable, algunos individuos
progresan al sida después del afio de seroconversion y
otros se mantienen asintomaticos por 10 afios o mas.
Estas diferencias en la respuesta frente a un mismo
agente causal se atribuyen a factores virales y/o del
hospederd?

Cerca del 10 % de los individuos infectados con el
VIH-1 progresan al sida entre los 2 y 3 afios después de
la infeccidn, y son considerados como progresores
rapidos; entre 5y 10 % de los sujetos permanecen
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asintomaticos después de 7 a 10 afios y son llamados
no progresores; y en el resto de los infectados el tiempo
medio aproximado para desarrollar manifestaciones

clinicas es de 10 afios y se consideran progresores
tipicos?

Segun estudios epidemioldgicos que incluyen a
todos los pacientes cubanos infectados por VIH-1, el
periodo de incubacion, calculado a partir de la fecha
probable de contagio, tiene una media de 11 afios. Sin
embargo, observamos un subgrupo de individuos cuya
progresioén clinica ocurrié en 2 afios o menos, y ello
motivé a la realizacion del estudio de las caracteristicas
biologicas de sus aislados virales, con el objetivo de
determinar si el fenotipo de las cepas tenia relacién con
la rapidez de la aparicion de los sintomas.

METODOS

Se estudiaron 11 personas seropositivas con un
periodo de evolucion al sida menor que 2 afios, tiempo
gue se determind desde la posible fecha de infeccidon
hasta que se presentaron los primeros sintomas de la
enfermedad.

Aislamiento viral.El virus se aislé de las células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) de los
pacientes, que se cultivaron en medio RPMI 1640 (Gibco),
con 10 % de sueros fetal bovino (Gibco), penicilina-
estreptomicina (100 U y 1Q@dg/mL, respectivamente
(Difco) y 10pg/mL de fitohe-maglutinina (DAVIHFHA,
DAVIHLAB, Cuba) man-tenidas a 37 °C y atmosfera
hdmeda con 5 % de GO

Alas 72 h las células se cocultivaron con CMSP de
donantes sanos previamente estimuladas con FHA y
se les adicion6 medio con 10 U/mL deileucina 2 (IL-2)
(ICN-Biochemicallnc.) y polibrene.

Los cultivos se mantuvieron 28 d. Una vez por

semana se cosechd sobrenadante para determinar la 92CU020

produccién de virus mediante ELISA de captura de
antigeno p24 (DAVIH Agp24, DAVIHLAB, Cuba), que
presenta un limite de deteccion de 16 pg, y se les adicion6
medio y células frescas no infectadas.

Se considerd un cultivo positivo si en 2 semanas
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Clasificacion de las cepaSegun su:

- Tropismo celular: linfocitotropicas y mono-
citotropicas®

- Cinética de replicacion: RAy LB, este ultimo se sub-
dividié en 3 subgrupos (LB1, LB2 y LB35.

- Citopatogenicidad: capacidad de inducir o no
sincicios en la linea celular MT4 (IS 6 NES).

RESULTADOS

ElVIH-1 se aisl6 de los 11 pacientes incluidos en el
estudio. El andlisis de la cinética de replicacion y el
tropismo en las lineas celulares y los cultivos primarios
permitieron la caracterizacion de las cepas. En la tabla se
observa que los 11 aislados se replicaron bien en las
CMSP, pero no en todos los sustratos celulares
empleados. Tomando en cuenta lo anterior, se clasificaron
4 aislamientos como RA (36,3 %), 3como LB1 (27,3 %)
y 4 como LB3 (36,3 %), estas Ultimas se consideran una
forma transitoria o intermedia de las cepas.

Los 4 virus que se replicaron en la linea monocitica
U937 resultaron de crecimiento RA.

TABLA . Clasificaciéon de las cepas aisladas tomando en cuenta la
cinética de replicacion, el tropismo celular y la capacidad de
inducir sincicios en la linea celular MT4

Replicacién Clasificacion

Cepas CMSP CEM J.TAT MT4 U937
92CuUo001 + + + + - LB3
92CU002 + + + t - LB3
92CU003 + - + t - LB3
92CU004 + + + t - LB3
92CU006 + + + £ + RA
92CU008 + - - - - LB1
92CU013 + - - - - LB1
92CU016 + - - - - LB1

+ + + -é— + RA
92CuU021 + + + £ + RA
92CU022 + + + % + RA
Total 11/11 6/11 8/11 8/11 4/11

(+): Replicacion del virus determinada por ELISA Agp24.
(-): No se detecto replicacion de virus por ELISA Agp24.

consecutivas los sobrenadantes cosechados resultaron (s). Expresion de sincicios en el cultivo.

reactivos para el Agp24,

Caracterizacion biol6gicalLos sobrenadantes po-
sitivos por ELISA se inocularon en CMSP de donantes
sanosy en las lineas celulares linfociticas CEM, Jurkat
taty MT4, asi como en las células U937 de estirpe mono-
citica. Los cultivos se mantuvieron 28 d en condiciones
similares a los aislamientos primarios y se evaluaron
con el mismo criterio para determinar su positividad.

Ocho de los 11 cultivos (72,7 %) resultaron IS
mientras 3 (27,3 %) se clasificaron NIS. Al evaluar la
relacién de la cinética de replicacién y la capacidad de
inducir sincicios, de las 8 cepas IS, 4 resultaron de
crecimiento RAy 4 LB3. Las 3 NIS so6lo se replicaron en
CMSP, por lo que se clasificaron como LB1.
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DISCUSION

Los resultados indican que el VIH-1 se pudo aislar
del 100 % de los cultivos que proceden de pacientes
con sida; el facil recobrado del virus se debe al aumento
de los niveles de los virus en sangre que tienen los
pacientes con manifestaciones clinicas de sida. Varios
autores, por vias diferentes y mediante métodos
cuantitativos de aislamiento y reaccion en cadena de la
polimerasa, llegaron a la conclusion de que la fraccion
de células infectadas en la sangre periférica parece ser
de 100 a 1 000 veces mayor en los casos de sida que en
portadores asintomaticé%>

Otros autores que investigaron el fenotipo
bioldgico, observaron la asociacién entre las cepas
altamente virulentas y la progresion de la infeccion,
sugirieron que las caracteristicas bioldgicas de los virus
aislados pueden tener valor prondstico ademas de
ayudar en la identificacién de los individuos con
necesidad de cambio de las drogas antivirales. En este
estudio, el 72,7 % de las cepas tuvieron un
comportamiento que avala esta hipétesis debido a que
4 de los aislamientos se comportaron como RAY 4 pre-
sentaron las caracteristicas propias de la forma
transitoria entre los LB y RA, denominada LB3. No
obstante, 3 aislamientos se clasificaron como LB1; en
relaciéon con este tipo de aislamiento en pacientes con
progresion clinica rapida, debemos sefialar que en los
trabajos dekarlssony otros y deKooty otros, citados
porFenyo,se informa que individuos infectados con el
virus LB pueden retener este tipo de cepa aun durante
el desarrollo de la inmunodeficiencia y el siti.

Los 4 aislamientos que se replicaron en la linea
celular monocitica U937 fueron los de crecimiento RA,
este resultado no coincide con las observaciones de
Fenyoy Terssmetey otros, quienes encontraron que
las cepas con capacidad replicativa alta son linfo-
citotropicas, mientras las de crecimiento LB se replican
con preferencia en las lineas celulares de estirpe
monocitica. No obstante, otros autores demostraron que
los aislamientos de VIH-1 pueden infectar monocitos y
linfocitos con independencia del fenotipo biolégico y
la evolucidn de lainfeccién, y ello apoya la hipétesis de
gue para infectar las células monociticas se necesita
una alta multiplicidad del virus y los niveles de expre-
sién en dichas células son al menos 10 veces mas
bajos?14-16

Sibien 72,7 % de las cepas aisladas de los pacientes
se comportaron como IS, 27,3 % de ellas resultaron NIS.
En un estudio previo observamos que los virus
recobrados de individuos con progresién més lenta al
sida, tuvieron un comportamiento similar debido a que
36,4 % de ellos no resultaron citopéati€tdtros autores

destacan que las variantes IS se asocian con una rapida
evolucién de la infeccion, pero no excluyen que
alrededor de 50 % de los virus aislados de pacientes
con sida pueden ser NIS; se plantea que en estos casos
existe una diferencia entre las propiedades biolégicas i
Vivo e in vitro, 14161821

Por andlisis de las caracteristicas bioldgicas de los
aislamientos, muchos investigadores llegaron a la
conclusién de que la cinética de replicacién y la
citopatogenicidad coinciden, por ello las cepas RA y
LB3son S, ylas LB1yLB2 son NIS; lo que concuerda
con nuestros resultados. No obstante, debemos decir
gue en estudios recientes de aislamientos procedentes
de nifios con sida se observo un nuevo fenotipo virico
de cepas que se replicaron con altos titulos de Agp24
en lalinea celular MT2 y no produjeron efecto citopatico
en ella, y por ende se clasificaron como NIS; ademas,
seguimientos longitudinales de pacientes han aportado
datos de utilidad con la observacion de cepas RAy NIS
gue aparecen de forma previaalas RA e IS, y explican el
cambio de la cinética de replicacion de los aislamientos
NIS, lo que constituye uno de los marcadores
importantes en la progresion de la enfermédét.

Con estos resultados llegamos a la conclusion de
que hubo relaciém vivoein vitro de las propiedades
biologicas de las cepas en la mayoria (72,8 %), pero no
en todos los pacientes con rapida progresion de la
infeccion, y por ello, aunque las consideramos como
uno de los marcadores importantes de la progresién
clinica al sida, se necesitan estudios genéticos y de las
condiciones y sustratos de los cultivos para profundizar en la
respuesta diferencial del fenotipo virico observada en algunas
cepas y su comportamienito viva. Es por esto que nos
unimos a los criterios de que la variabilidad biolégica es en
general una propiedad del VIH que se relaciona con el proceso
patogénicd.

SUMMARY

The biological characteristics of 11 HIV-1 strains isolated from
patients with a fast clinical evolution to AIDS were studied. The
viral isolates were classified according to their replication kinetics
and cell tropism. Taking into account these criteria, it was
observed that 8 of the isolated strains (72,7 %) were of rapid
high growth (RH) or slow low 3 (SL3) with preferential tropism
to the lymphocytic stock, as it corresponds to AIDS patients.
3 (27,3 %) had characteristics of slow low 1 (SL1). The
cytopatogenecity of the strains was studied in the MT4 celular
line, and it was observed that most of them (72,7 %) were
syncytium-inducing strains (Sl), which allowed to prove the in
vivo and in vitro relation of the biological properties. It was not
so in 3 of the cultures (27,3 %) that behaved as non-syncytium
inducers.

Subject headings HIV-l/isolation & purification; HIV-1/
genetics; ACQUIRED IMMUNODEFICIENCY SYNDROME/
virology; PHENOTYPE.
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