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Presenta: MC. Eda Guadalupe Ramirez Valles.

PATRON DE EXPRESION DE CCR5, APOLIPOPROTEINA E Y RANTES EN UN GRUPO
DE MUJERES CON ACTIVIDAD SEXUAL REMUNERADA

Aunque la infeccién con el VIH afecta significativamente al sistema inmune, se ha observado que
hay individuos que no se infectan a pesar de una exposicion reiterada a este virus, lo que supone una
proteccion natural; por otra parte, también existe una gran variacion en la evolucion de la infeccion por
VIH entre los individuos, asi como en la mortalidad, lo que sugiere que, ademas de los factores
inherentes al agente infeccioso, existen factores genéticos del hospedero que pueden llegar a
condicionar la infeccion por el VIH. Entre los genes que se han asociado a la infeccion por VIH-1 se
encuentra el que codifica para la quimiocina RANTES, el que codifica para CCR5, y el que codifica
para la APO E. Objetivo General: Determinar la frecuencia genotipica de CCRS5,
Apolipoproteina E y RANTES y su patréon de expresién en un grupo de mujeres con
actividad sexual remunerada. Objetivos especificos: :1) Determinar la prevalencia de VIH-1 en un
grupo de sexoservidoras. 2) Evaluar si existe asociacion entre los polimorfismos de los genes que
codifican para CCR5, APO E y RANTES vy la infeccion por VIH-1. 3) Determinar el patron de expresion
de Apo E y RANTES en el grupo de sexoservidoras y compararlo con el de personas sin actividad
sexual remunerada VIH-1 negativas, y 4) Correlacionar la frecuencia genotipica y la expresion génica
con la presencia de infecciéon por VIH-1 en un grupo de personas expuestas al virus y con un grupo
control de bajo riesgo de infeccién. METODOS: Se busco la presencia de anticuerpos contra VIH-1 en
diferentes grupos de mujeres que aceptaron participar en el estudio: sexoservidoras(n=168),
drogadictas(n=153), mujeres sanas (n=168) y mujeres VIH-1 positivo (n=168). Adicionalmente, para
comparar la influencia de estos marcadores genéticos y de expresion en otra entidad infecciosa
también se investigo si las pacientes estudiadas de cada grupo estaban infectadas con el VHC. Para
ello se realiz6 la busqueda de anticuerpos anti-VHC y el genoma del VHC (RNA-VHC), mediante RT-
PCR. A cada una de las mujeres incluidas en los diferentes grupos de estudio se les extrajo DNA
genomico para amplificar e identificar los polimorfismos de los genes que codifican para CCRS5, para
APO E y para RANTES mediante PCR y se detectaron mediante gel de agarosa al 2 %. Para el
analisis de los genes Apo E y RANTES, se realizé digestion enzimatica, con Hha (Apo E), y en el caso
de RANTES con Mbo Il para RANTES In 1.1, con Mnl | para RANTES -28 y con Hph | para RANTES
3'222. FALTA PONER COMO SE MIDIO LA EXPRESION DE RANTES Y APO E. RESULTADOS: La
edad promedio en sexoservidoras fue de 31 afios, en drogadictas de 27.3 afios, en mujeres VIH-1
POS de 35 afios y en mujeres sanas de 30 afios. En las pacientes VIH-1 POS la coinfeccion con VHC
fue de 5.9%. En sexoservidoras y en drogadictas la prevalencia de infeccion por VIH-1 fue de 0.6%.
Con respecto a la prevalencia de infeccidon por VHC en sexoservidoras fue de 1.2% y en drogadictas
de 5.7%. %. Los factores de riesgo presentes en las mujeres VHC POS, fueron el uso de drogas
inyectables, la promiscuidad sexual, la bisexualidad y las ETS.En nuestra poblacion de estudio, no se
encontré una asociacién del alelo In1.1C con un efecto protector a la infecciéon por VIH-1 descrito para
poblacién hispana. Se encontré al alelo RANTES 3°222T asociado con la resistencia a la infeccion por
VIH-1, y el alelo RANTES -28G no present6 asociacion con esta infeccion. Los niveles mas altos de
expresion de RANTES se encontraron en mujeres sanas, seguidas por las de sexoservidoras. La
expresion de RANTES disminuye en presencia de infeccion por el VIH-1. Solo se encontré a la
mutacion A 32 de CCR5 asociada a la resistencia a la infeccién por VIH-1 en drogadictas. No se
encontré asociacion entre esta mutacion y la infeccion por VHC. El alelo E4 prevalecié en las mujeres
VIH-1 POS y el E3 mujeres sanas. Se asoci6 al alelo E4 con la susceptibilidad a la infeccion por VIH-
1, y a E3 con un efecto protector. E4/E4 presentd una expresion mayor que E3/E3, y este superior a
E2/E2. CONCLUSIONES: La prevalencia de infeccion por VHC en sexoservidoras, fue de 1.2%, de
5.7% en drogadictas y de 5.9% en las pacientes VIH-1 POS. La prevalencia de infeccion por VIH-1
tanto en las mujeres drogadictas como en sexoservidoras fue de 0.6%. El alelo RANTES 3'222T se
encontré asociado a la resistencia a la infeccion por VIH-1. Se asoci6 a los haplotipos GTT y GTC de
RANTES -28/In1.1/3'222 con la susceptibilidad a la infeccidn por VIH-1. La expresién de los haplotipos
de RANTES disminuye en presencia de infeccion por el VIH-1. En mujeres mexicanas del Noreste de
México, no se pudo establecer la asociacion del alelo In1.1C con un efecto protector a la infecciéon por
VIH-1. Los genotipos RANTES -28C/C y -28 G/C se asociaron con un efecto protector contra VHC. El
alelo E4 se asocié con la susceptibilidad a la infeccion por VIH-1. El alelo E4 fue el de mayor
expresion. En la baja prevalencia de infeccion por VIH-1 en las sexoservidoras y drogadictas,
influyeron el alelo E3 de Apo E y su expresion, el alelo RANTES 3'222T y los niveles de expresion de
RANTES. La mutacion A32 en el gen que codifica para CCR5, solo se encontré6 asociada con la
resistencia a la infeccién por VIH-1 en drogadictas.

Dra. ANA MARIA RIVAS ESTILLA
Director de Tesis
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La prevalencia mundial de la infeccion por VIH se ha mantenido casi en el
mismo nivel, aunque el numero de personas que viven con este virus esta
aumentando, debido a los periodos mas prolongados de supervivencia y al
equilibrio dado entre las nuevas infecciones y el numero de defunciones por
ano. [1]

México es un pais con epidemia de SIDA concentrada, donde los grupos
de mayor riesgo son los formados por hombres que tienen sexo con

hombres, usuarios de drogas inyectables y profesionales del sexo. [2]

Aunque esta epidemia aparentemente permanece estable, es importante
considerar los elementos que permitan combatirla y prevenirla. En este
sentido, uno de los factores que dificultan el combatirla es que el virus ataca
infectando directamente a los linfocitos T, macrofagos y células dendriticas,
que son las células esenciales para defender al organismo contra las
infecciones. [3, 4] Cuando estas células se activan para generar una
respuesta inmunitaria especifica, el virus se replica en plenitud, por lo que, la
respuesta inmune celular especifica, tanto contra el VIH como contra otros
antigenos, activa simultaneamente las células diana y la replicaciéon del
virus, exponiendo a las células del sistema inmune a que sean infectadas y

conduciéndolas a su destruccion, asi como, en el caso de la estirpe



monocito/macréfago, a disminuir su capacidad de presentaciéon de antigenos
solubles, afectar su secrecidon de citocinas y el control de la induccién de

apoptosis o el procesamiento fagocitico de los cuerpos apoptéticos. [3-8]

Aunque la infeccion con el VIH afecta significativamente al sistema
inmune, se ha observado que hay individuos que no se infectan a pesar de
una exposicion reiterada a este virus, 1o que supone una evidente proteccion
natural; por otra parte, también existe una gran variacion en la evolucion de
la infeccidén por VIH entre los individuos, asi como en la mortalidad, lo que
sugiere que, ademas de los factores inherentes al agente infeccioso, existen
factores genéticos del hospedero que pueden llegar a condicionar la
infeccion por el VIH.

Asi entonces, existen por lo menos dos tipos de factores genéticos
involucrados en el hospedero. Uno de ellos se asocia a los genes del
sistema HLA, que regulan la respuesta inmune a la infeccion viral, [9] y el
otro esta relacionado con los genes que participan en la entrada del virus en

las células.

La idea de desarrollar el presente trabajo surgiéo de observar, que en el
Noreste de México, existen zonas donde la prevalencia de infeccién por VIH-
1 es muy baja en mujeres con actividad sexual remunerada, asi como en
drogadictas, a pesar de la alta exposicion al VIH-1, lo que sugiere la
participacion de mecanismos propios del hospedero que podrian estar
participando como elementos que confieren una proteccion a esta infeccion

viral, de ahi que el presente trabajo este relacionado con tres genes: dos de



ellos pueden llegar a modificar la transmision del virus y la progresion de la
enfermedad, mientras que el tercero se ha asociado a la evasion de la
respuesta inmune del hospedero.

Uno de los primeros genes mencionados es el que codifica para la
quimiocina RANTES, la cual puede participar en la modulacién de la
replicacion del VIH-1 y su entrada a la célula, [10] el segundo es el gen que
codifica para el receptor de quimiocinas CCR5, el cual actia como su co-
receptor del VIH-1; [11-13] y el tercero es el gen que codifica para la
Apolipoproteina E, la cual ha sido descrita como elemento con el que
interactuan virus como el Herpes Simple y el VIH-1 para evadir la respuesta
inmune. [14-18]

Los objetivos basicamente son determinar la frecuencia de los
polimorfismos de los genes de interés y la expresion del gen que codifica
para RANTES y el que codifica para APO E, en dos de los principales
grupos que viven en riesgo de adquirir infecciéon por VIH-1 y VHC, las
sexoservidoras y las drogadictas, asi como también en mujeres sanas y
pacientes VIH-1 POSITIVO (POS), con el fin de evaluar si la expresion de
estos genes es diferente en los grupos de riesgo, como se comporta esta
expresion de acuerdo a los polimorfismo en los genes de interés, y si esta
expresion, asi como los polimorfismos, estan asociados a una proteccion o
resistencia a la infeccién por VIH-1 y por VHC, en la poblacién del Noreste

de México.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

Se estima que a finales de 2007 en todo el mundo vivian 33.2 millones de
personas con VIH/SIDA. 2.5 millones se infectaron a lo largo de ese afio,
durante el cual fallecieron 2.1 millones de personas. [1, 19]

Entre 2001 y 2007, se produjeron aumentos similares en la cifra estimada
total de nuevas infecciones en varones y mujeres, si bien la razon
varén/mujer se mantuvo estable en todo el mundo, [1, 19] en los ultimos
afos, de los nuevos infectados, cerca del 50% eran mujeres y la mayoria de
las nuevas infecciones se detectaron en adultos jovenes; aproximadamente,
alrededor del 50% tenia entre 15 y 24 afios de edad, y el 95% se produjo en

paises en desarrollo. [20]

En general, el numero de infecciones nuevas cada afio es estable, pero
existen algunos grupos de personas que siempre estan en riesgo, y la
prevalencia de infeccidén por VIH en algunos de ellos va en aumento; ejemplo
de estos ultimos son los hombres que tienen relaciones sexuales con
hombres (HSH) y los usuarios de drogas inyectables (UDI), grupos que
tienen la proporcién mas grande de nuevas infecciones por el VIH y casos
de SIDA cada ano. [19] Otro grupo que vive en constante riesgo de adquirir

infeccion por VIH-1, y que adquiere una gran importancia en los paises con



epidemia de SIDA concentrada, como es el caso de nuestro pais, es el de

los profesionales del sexo y sus parejas sexuales. [19]

Estados Unidos es uno de los paises que mejor seguimiento da a la
pandemia de VIH/SIDA, y su analisis epidemiolégico muestra que las
mujeres constituyen mas de una cuarta parte de infecciones nuevas del
VIH/SIDA, [21] y ademas, que ha ido en aumento el numero de mujeres con
esta infeccion, pues mientras en 1992, las mujeres representaron el 13.8%
de las personas que vivian con el SIDA, [22] para fines de 2004 el porcentaje
habia aumentado a 23%. [21] Otro aspecto que destaca de este analisis es
que en las mujeres, la transmision por contacto sexual representa un 78% de
las infecciones, [21] y que en relacion a las nuevas infecciones, el porcentaje

de infecciones debidas al contacto heterosexual es del 45%. [23]

En México, para finales del 2007, la transmision heterosexual de la
infeccion por VIH-1 en mujeres represento el 98.4%, [24] mientras que la
proporcion de mujeres en relacion al total de las personas con infeccién por
VIH-1 fue del 29%. [2] Asi mismo, es importante sefialar que en nuestro
pais, en 1997, las mujeres representaban el 8.3% del total de las personas
con infeccion por VIH-1, mientras que para el 2006, esta proporcion se habia
incrementado hasta un 20%. [2] Otro dato importante es que se estima una
prevalencia de infeccién por VIH-1 del 0.2 en mujeres jévenes entre 15y 24

anos. [2]

Los datos anteriores muestran el aumento de la prevalencia de VIH-1 en la
poblacién mas joven y en mujeres, en las cuales la infeccion se asocia a una

transmision heterosexual, lo cual orienta a la evaluacién de marcadores



moleculares asociados a la susceptibilidad o resistencia a esta infeccion en

mujeres, en el contexto de la transmision heterosexual.

2.1 Marcadores Moleculares

La resistencia y susceptibilidad a la infeccion por VIH-1, asi como la
severidad de la infeccion por este virus presenta variaciones muy amplias
entre los individuos, debidas a factores propios del virus y a elementos
inherentes al hospedero. [25-28] Como se menciond previamente, entre los
factores genéticos del hospedero vinculados a esta infeccion se encuentran
algunos polimorfismos de la quimiocina RANTES, ligando natural del
correceptor CCRS5, que ha sido asociado a la modificacion en la transmision
y progresion de la infeccion por el VIH-1; [29-31] polimorfismos del receptor
de quimiocinas CCRS5, el cual es considerado como factor indispensable
para el anclaje e ingreso del virus en las células diana, pues actua como su
co-receptor; [11-13] y polimorfismos del gen que codifica para la
Apolipoproteina E, la cual ha sido descrita en diversos estudios como
elemento con el que interactuan virus como el Herpes Simple y el VIH-1 para

evadir la respuesta inmune, facilitando aun mas la re-infeccion. [14-18]

2.1.1 RANTES

RANTES (Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and
Secreted o citosina secretada por linfocitos T normales y regulada por
acrivacion) es una quimiocina que pertenece a la familia de quimiocinas tipo
b y es producida por diferentes tipos de células como linfocitos T CD4+ y T

CD8+, macrdéfagos, células epiteliales, endoteliales y dendriticas. [32, 33]



RANTES presenta varios polimorfismos entre los que destacan el -403, el -
28, elln 1.1y el 3222, los cuales influyen en el aumento o disminucién de la
expresion de RANTES y a su vez pueden afectar la evolucion de la infeccién
por VIH-1 a SIDA. [34] Dos estudios previos investigaron la influencia de
RANTES -403, -28, In 1.1 y 3’222 y sus haplotipos en la infeccién por VIH-1
encontrando que el que incluia In 1.1 C se correlaciona con la aceleracion a
SIDA en afro-americanos y euro-americanos. [35] En la poblacion hispana se
ha reportado que el haplotipo ACT RANTES -403, In 1.1 y 3’222 tiene efecto
protector a la infeccion por VIH-1, pero este efecto no aparece en afro-
americanos u otros grupos de poblacion con infeccion por VIH-1. [36] En un
grupo de afro-americanos homocigotos para el haplotipo -403*G, -28*C, In
1.1*T y 3'222*T, se encontré6 que tenian una carga viral menor a la que
presentaban los individuos con otros haplotipos. [37] En coinfecciones
VIH/VHC, un estudio encontré que el haplotipo -403 A/A, -28 G/G e In 1.1
C/C se encontraba con mas frecuencia en individuos VIH monoinfectados
que en individuos control. [38] Otro estudio mostré que el haplotipo -403 G/A,
-28 C/G, In1.1 T/C se encontraba en individuos con mono infeccién por VIH-
1 mientras que el haplotipo -403 G/G, -28 C/C, In1.1 T/T se encontré en
individuos VIH/VHC. [39] Estas ultimas investigaciones aun son
controversiales, sin embargo, muestran a RANTES como un marcador
genético para evaluar la susceptibilidad a la infeccién por VIH-1.

También se han reportado estudios donde se han detectado niveles altos
de RANTES, MIP-1a (Proteina inflamatoria de macrofagos 1a) y MIP-1p
(Proteina inflamatoria de macrofagos 1B) en personas expuestas no

infectadas, por lo que se han asociado a una proteccién “natural” a la



infeccion por VIH-1. Otros estudios mostraron que el efecto antiviral de estas
quimiocinas es a nivel de la entrada del virus y que la inhibicion de la
infeccion esta restringida solo a las cepas M-tropicas. [40-42] Un estudio en
Kenia, reporta una frecuencia de 34 % de infeccion por VIH-1 en
sexoservidoras, y muestra que, en aquellas resistentes a la infeccion, en la
mucosa genital, el recuento de células T CD4+ y los niveles de expresion de
CCR5 y CXCR4 estaban incrementados, asi como los niveles séricos de
RANTES. [43] En México, se han reportado porcentajes de infeccion por
VIH-1 en sexoservidoras que varian del 0.14% al 5% [44] en no usuarias de
drogas, mientras que en las sexoservidoras que son UD se han reportado
hasta un 12%, [45] sin embargo no hay reportes de los niveles de expresion
de los correceptores del VIH-1, ni de las quimiocinas en esta poblacion, que

tiene un alto riesgo de adquirir infeccion por este virus. [46]

2.1.2 Correceptor CCR5

El correceptor CCRS5 para el VIH-1, es una proteina transmembranal que
esta asociada a la proteina G, para la transmision indirecta de sefales a la
célula; como es también el receptor de quimiocinas, entre ellas RANTES, las
sefiales que se generan al unirse a sus ligandos, estan asociadas a la
migracion celular.

En 1996, se describié una delecion de 32 pb del gen del receptor
CCR5 (CCR5A32), que genera una proteina mas corta, debido a que la
delecién provoca la aparicion de un codon de terminaciéon prematuro. [47-49]
Esto da como resultado un receptor no funcional, que ya no se ancla en la

membrana celular. [50]



Los individuos homocigotos CCR5A32/A32 serian naturalmente
resistentes a la infeccidén por el VIH-1 ya que la ausencia del receptor en la
superficie celular impide la entrada de cepas VIH-1 R5, que son
consideradas las variantes con mayor poder de transmision. [51-55] Esto fue
corroborado por estudios in vitro que demostraron que los cultivos primarios
de células mononucleares con genotipo CCR5A32/A32 eran resistentes a la
infeccion con VIH-1 R5, pero no con las variantes virales X4, confirmando la
especificidad de esta delecion inactivante en el correceptor para los virus R5.

[27, 47, 49, 56]

En grupos de individuos no infectados con alta exposiciéon al virus se
encontré el genotipo CCR5A32/A32, y contrariamente, varios estudios
epidemiologicos demostraron la ausencia del genotipo homocigoto
CCR5A32/A32 en individuos VIH-1 infectados, apoyando el papel protector
ejercido por este genotipo. Sin embargo el reporte de casos de individuos
con genotipo CCR5A32/A32 que contrajeron la infeccidon demostré que esta
resistencia no es absoluta. Aunque existe la posibilidad de que estos
individuos hayan adquirido una variante viral que no sea dependiente de
CCRS5. [57-60] Por lo tanto el genotipo homocigoto CCR5A32/A32, se ha

asociado a resistencia a la infeccion por el VIH. [61]

En general se asume que el estado homocigoto para la delecidon
disminuye la susceptibilidad a la infeccion, y el estado heterocigoto retarda

significativamente el curso de la enfermedad. Tanto las mutaciones de la



secuencia codificadora, como de la promotora presentan su efecto alterando
la cantidad de receptores CCR5, afectando la susceptibilidad de las células
del hospedero a la infeccion por VIH y probablemente también a otros virus
como el VHC. [62]

El estado heterocigoto de la delecién se encuentra aproximadamente
en un 20 % de la poblacién caucasica sana, y el estado homocigoto en solo
1 % de los individuos. [63, 64] Una frecuencia alélica menor del 10 % se ha
encontrado en africo-americanos y en grupos de hispanos que se han
analizado. [65]

El alelo A32 se presenta en poblacién caucasica en donde la frecuencia
varia entre un 8% y un 10%, [52, 63, 64] y en poblaciones asiaticas o
africanas no se ha reportado. [63]

En América Latina existen pocos reportes de la frecuencia del alelo A32.
En Venezuela se estudiaron 32 individuos en los cuales no se detecto este
alelo, como tampoco en grupos amerindios. [52, 63] También existe un
reporte que sefiala una frecuencia del alelo A32 del 3.5% en individuos
residentes de Medellin, Colombia. [66]

Estudios realizados en individuos sanos que han practicado sexo sin
proteccion con personas infectadas con VIH, sefialan que la frecuencia del
genotipo A32/A32 varia entre el 2.8% y el 3.6%, [58, 67] Aunque son
contradictorios los resultados obtenidos en estudios que versan sobre el
papel que juega el genotipo heterocigoto (CCR5 +/A32), la mayoria de ellos
coincide en que la presencia de un alelo mutado da un cierto grado de

proteccion, que se expresa en un retraso en el desarrollo del SIDA. [51, 58]
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1.1.1 Apolipoproteina E

Las apolipoproteinas son la parte proteica hidrosoluble de las
lipoproteinas que estabilizan la estructura de la lipoproteina y permiten que

el colesterol y los triglicéridos sean transportados en el torrente circulatorio.

La APO E es un polipéptido de 299 aminoacidos, encontrandose en
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de baja densidad
(LDL) y como una subfraccién de las lipoproteinas de alta densidad (HDL)
llamada HDL1. Su concentracion plasmatica en sujetos normales es de 0.03
- 0.07 g/I. En humanos la Apo E se encuentra en tres isoformas reconocidas
por analisis isoeléctrico, llamadas E2, E3 y E4. Las tres isoformas difieren
una de otra por la sustitucién de un simple aminoacido (arginina por cistina)
en dos posiciones especificas de la secuencia de Apo E. [68] La presencia
de tres isoformas, cada una de ellas codificadas por un simple alelo, generan
seis diferentes fenotipos, tres homocigotos (E2/E2, E3/E3 y E4/E4), y tres
heterocigotos (E2/E3, E2/E4 y E3/E4), distribuidos en forma variable en la
poblacién. El fenotipo E3/E3 es el mas comun (60% de la poblacion) y el
E2/E2 es el mas raro. La APO E es reconocida por su receptor especifico
(presente en el higado y responsable del catabolismo de los residuos de
quilomicrones) y por el receptor LDL (que también une a APO B); la isoforma

E2 no es reconocida por ningun tipo de receptor. [69]
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Los polimorfismos de Apo E han sido fuertemente asociados con sus
niveles de expresion; el alelo E2 se ha asociado a altas concentraciones de

APO E y el E4 con bajas concentraciones. [70, 71]

Los polimorfismos han sido estudiados en relacion a la enfermedad de
Alzhaimer, al metabolismo del colesterol y en enfermedades
cardiovasculares, por lo que existen varios trabajos sobre las frecuencias de
estos polimorfismos en diferentes poblaciones. Algunos de estos estudios
muestran que en paises del norte de Europa hay mayor frecuencia del alelo
E4 (14% -19%) que en paises del sur de Europa (7%-12%). En nigerianos y
japoneses, hay una relativa baja frecuencia del alelo E2 (3% - 4%); en
México-Americanos y en Indios Americanos se encontraron frecuencias del

alelo E2 similares a las anteriores (2% - 4%). [70, 72-79]

Recientemente se ha asociado a la APO E con otro tipo de infecciones
virales como la infeccion por VHC. Basados en la observacién de que las
particulas del VHC se asocian con beta-lipoproteinas en suero, Agnello y
cols., reportaron que las particulas del VHC asociadas con LDLs eran
capaces de ligarse a su receptor (r LDL) y asi ingresar al hepatocito. [80, 81]
Sin embargo, aun se desconoce la participacion de este mecanismo en la
internalizacién del virus en las células infectadas. Se ha postulado que
polimorfismos de Apo E podrian influir en el establecimiento o la eliminacion
de la infeccion por el VHC. Wozniak y cols., reportaron que la presencia del
alelo Apo E-&4 protege y disminuye el desarrollo de dafio hepatico severo en

pacientes infectados con VHC. [82, 83]
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Por otra parte, diversos estudios describen que el Virus herpes simple y
el VIH-1 interactuan con APO E o sus componentes para evadir la respuesta
inmune, facilitando aun mas la re-infeccion. [15-17] En cambio, otros
reportes muestran como en etapas tempranas, la APO E presenta actividad
anti-infectiva contra el Hepres virus simple tipo 1y 2, asi como contra el VIH,
dependiendo de su concentracion y de la adopcidén de una estructura alfa
helicoidal, al prevenir la formacion de agregados virales y ejerciendo la
actividad antiviral, que se ha asociado al fragmento N-terminal de la APO E.
[14] Este efecto contra las infecciones se ha observado también contra
bacterias como la Pseudomonas aeruginosa y el Staphylococcus aureus.

[14]

Los mecanismos que se han propuesto para explicar la participacion de
APO E en infecciones virales son los siguientes: que puede influir en la
reparacion del tejido después de la infeccion; [17, 84] que modula la
inflamacion durante la infeccion; [85] que influye en el transporte de virus en

la sangre [86] y que posee una actividad anti-infectiva. [14, 87]

En un estudio realizado en pacientes con infeccion por VIH-1 del Noreste
de México, se encontré a los genotipos E2/E4 y E4/E4 de Apo E con una
mayor susceptibilidad a la infeccion por este virus (p < 0.01). [88]

Otros estudios también han asociado al alelo E4 con la infeccion por VIH-

1, sefalando que los alelos E2 y E4 aceleran la mortalidad por esta
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infeccion, e incluso han asociado al alelo E4 con un aumento en el ingreso

del virus a la célula. [89, 90]

En cambio, el alelo E3 ha sido relacionado con largos periodos de
estabilidad en pacientes con infeccién por VIH-1, asi como una lenta
progresion de la infeccion, cursando con indices de CD4+ relativamente

normales. [89]

Lo anterior sugiere que Apo E tiene un papel importante en la

susceptibilidad a la infeccion por VIH-1, asi como en la progresion de esta

infeccion.
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CAPITULO 3

JUSTIFICACION

En los ultimos afios, la prevalencia de infeccion por VIH-1 ha ido en
aumento en mujeres, asi como en la poblacion de jovenes entre 18 y 25
afios. Sin embargo, los grupos de personas que viven con mayor riesgo
siguen siendo los hombres que tienen sexo con hombres, las personas
usuarias de drogas intravenosas y las personas que ofrecen actividad sexual

remunerada.

En ese sentido, es que llama la atencion que en el Noreste de México,
existen zonas donde la prevalencia de infeccion por VIH-1 es muy baja en
mujeres con actividad sexual remunerada, asi como en drogadictas, a pesar
de la alta exposicion al VIH-1, lo que sugiere la participacion de mecanismos
propios del hospedero que podrian predisponer o condicionan el desarrollo

de esta infeccion.

Estos antecedentes resaltan la importancia de elucidar los mecanismos
moleculares de patogenicidad, relacionados con factores genéticos del
hospedero, y que estan involucrados en la resistencia/susceptibilidad a la
infeccion por VIH-1 en grupos altamente expuestos como mujeres que
ofrecen actividad sexual remunerada y en mujeres drogadictas, ya que estos
grupos de riesgo, desde el punto de vista de salud publica, podrian ser los

de mayor participacion en la transmision heterosexual del VIH-1.
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CAPITULO 4

OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia genotipica de CCRS5, Apolipoproteina E y
RANTES y su patron de expresion en un grupo de mujeres con
actividad sexual remunerada

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la frecuencia de la infeccion por VIH-1 en un grupo de

mujeres que ofrecen actividad sexual remunerada (ASR).

2. Evaluar si existe una asociacion entre los polimorfismos de los genes que
codifican para CCR5, Apo E y RANTES y la presencia de la infeccion por

VIH-1.

3. Determinar el patron de expresion de Apo E y RANTES en el grupo de
personas con ASR y compararlo con el grupo de personas sin ASR VIH-1

negativas.

4. Correlacionar la frecuencia genotipica y la expresién génica con la

presencia de infeccion por VIH-1 en un grupo de personas expuestas al

virus y con un grupo control de bajo riesgo de infeccion.
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CAPITULO 5

MATERIALES Y METODOS

El estudio fue aprobado por el Comité de Investigacién y Etica de la
Subdireccion de Posgrado, del Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez”
de la UANL, con clave S0008-2005-1, del Fondo Sectorial de Investigacion
en Salud y Seguridad Social (CONACYT): “Evaluacion del efecto antiviral de
los antiflamatorios no esteroides en pacientes con hepatitis C ", y se realizd
en forma prospectiva, transversal, descriptiva y observacional de Septiembre

de 2005 a Noviembre de 2008.

5.1 Area Fisica

El trabajo se realizd6 en el laboratorio de Infectologia Molecular del
Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular de la Facultad de
Medicina y en el Servicio de Infectologia del Hospital Universitario, de la
Universidad Autonoma de Nuevo Leon, asi como en el laboratorio de

Infectologia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la U.J.E.D.

5.2 Sujetos Incluidos en el Estudio

5.2.1 Grupo problema:

Se integré un grupo de Mujeres (n=168) que ofrecian actividad sexual

remunerada, seleccionadas de acuerdo a los siguientes criterios:
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Inclusién: género femenino, mayores de edad, que aceptaran participar en
el estudio.
Exclusién: mujeres menores de edad, con alteracion de la coagulacién, que

se negaran a participar en el estudio.

5.2.2 Grupos control

Se conformaron los siguientes subgrupos control:

a) Mujeres donadoras de sangre negativas para el VIH-1 y VHC (n=168).

b) Mujeres VIH-1 positivo (POS) por anticuerpos y WB (n=168).

c) Mujeres usuarias de drogas (n=153).
Inclusién: género femenino, mayores de edad, que aceptaran participar
voluntariamente. En las mujeres donadoras de sangre, que fueran negativas
para antecedentes o factores de riesgo para infeccién por VIH-1 y VHC. En
el tercer grupo, el criterio fue que consumieran alguna droga.

Exclusién: mujeres menores de edad, que se negaran a participar.

5.3 Numero de Pacientes, Base de Datos
y Confidencialidad
A partir de la informacion recabada de cada una de las pacientes se
gener6 una base de datos que se utilizd para realizar estudios
epidemiologicos y de asociacion de las caracteristicas clinicas y los
hallazgos experimentales. La identificacion de cada una de las pacientes fue
a través de la asignacion de una clave confidencial y se ha mantenido en el

anonimato y la confidencialidad en todo momento. A los datos de nombres y
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claves confidenciales solo tiene acceso el responsable del proyecto. El
tamano de la muestra por subgrupo se estimo con el paquete estadistico epi
data, de conformidad a los siguientes parametros: un intervalo de confianza
del 95%, una precision del 95%, y una prevalencia de factores de riesgo del
30%, empleando una correccion para poblacién finita. El tamano estimado

de la muestra fue de 168 personas.

5.4 Material Biolégico

A cada una de las personas incluidas en este estudio se les tomd una
muestra de sangre periférica, obtenida por puncion venosa en una unica
ocasion, empleando tubos vacutainer con EDTA, asi como material
desechable estéril. La cantidad de muestra que se obtuvo fue de 10 ml.

Inmediatamente después de tomada la muestra, ésta se colocé en hielo y
fue transportada al Laboratorio de Infectologia, en donde se centrifugd para
separar el plasma y el paquete leucocitario.

Del plasma se hicieron diferentes alicuotas, las cuales fueron colocadas
en tubos eppendorf, etiquetadas y conservadas a —70 °C.

A partir del paquete de leucocitos se extrajo el ADN, el cual fue

conservado en tubos eppendorf a —20 °C, también debidamente etiquetados.

5.5 Reactivos

Para las reacciones de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se

empleo la enzima TagDNA plimerasa, el MgCl, y buffer de PCR de Promega
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Corporation (Madison, Wi, EUA). Los dNTPs fueron adquiridos de GIBCO-
BRL LIFE TECHNOLOGIES (Grand Island, NY, EUA).

Las enzimas de restriccion que se emplearon (Hha I, Mbo I, Hph 'y Mnl
l) para digerir los productos amplificados fueron adquiridas de New England
Biolabs Inc (Beverly, MA, EUA).

Para las reacciones de Reaccion de Retrotranscripcion Asociada a
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) se utilizé la enzima
SuperScript™ Il 6 bien MMLV, Random primers, Buffer First-Strand 5X, DTT
y RNaseOUT inhibidor de Invitrogen™ Life Technologies (Carlsbad, CA,
EUA).

Los geles fueron preparados con agarosa grado analitico adquirida de
Invitrogen™ Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA).

El acido bdrico, Trizma base, EDTA, SDS, NaCl, cloroformo y etanol,
fueron de grado analitico y provenian de la casa comercial SIGMA
CHEMICAL CO (St. Louis, MO, EUA).

El trizol y el marcador de pares de bases (pb) se adquirié de GIBCO-BRL
LIFE TECHNOLOGIES (Grand Island, NY, EUA).

Para la determinacion de anticuerpos anti-VHC y anti-VIH-1 se utilizd
estuches comerciales de Abbot de 32 generacion.

Para la cuantificacion de RANTES se emplearon kits comerciales de
ensayo inmunoenzimatico ligado a enzimas (ELISA) de la compafiia
PEPROTECH, USA.

Para la cuantificacion de APO E, se empleo: Mouse Monoclonal anti-Apo
E (WUE-4) Species Summary-Hu (+) ELISA, Goat Polyclonal anti-APOE

Species Summary Hi(+) MK(+), Rabbit Polyclonal anti-6-Histidine Species
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Summary, Rabbit Polyclonal anti-SOD1 species Summary Hu(+) Application
Summary, Apolipoprotein E 50 ug Biodesing y Zeocin Selection Reagent 1g
de Invitrogen.

El material de plastico que se utilizé fue de la marca COSTAR.

5.6 Equipo

Se utilizé6 una microcentrifuga eppendorf modelo 5415 C; balanza digital
Sartorius modelo1206 MP; balanza analitica OHAUS modelo APL1;
incubadora SHEL-LAB y horno de microondas Goldstar. La camara de
electroforesis horizontal que se utilizo, incluyendo su fuente de poder, son de
marca BIO-RAD Life Sciencie Research Products. El termociclador que se
utilizd era de la casa comercial Eppendorf. El lector de ELISA era de la

marca Bio-Tek Instruments.

5.7 Programas de Analisis Computacional

Se utilizé un sistema de analisis dimensional de geles compatible con PC,
modelo Gel Documentation_System 1000, de BIO-RAD.

El procesador de texto y graficos utilizados fueron Microsoft® Word XP y
Microsoft® Power Point 2003 de Microsoft Corporation. Para el analisis
estadistico se empled la hoja de calculo Microsoft Excel 2003 (Microsoft

Corporation), los programas SPSS, y Epi Data™.

Los programas utilizados por via internet fueron: Entrez [National Center

for Biotechnology Information (NCBI)], Centres for Disease Control (CDC). El
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navegador de Internet que se uso fue Microsoft Explorer Version 8.0

(Microsoft Corporation).

5.8 Métodos

5.8.1 Datos Demograficos e Historia Clinica

Los datos demograficos y la historia clinica fue captada por el Médico
durante la consulta en el caso de las pacientes VIH-1 POS. Los datos de las
sexoservidoras, drogadictas y donadoras de sangre fueron recabadados

durante una entrevista realizada por el investigador.

5.8.2 Estudios Seroldgicos y Moleculares

La muestra sanguinea tomada a cada una de las participantes se utilizd
para:

1) Estudios seroldgicos: determinacion de anticuerpos anti-VIH-1 y

anti-VHC. Determinacion la concentracion serica de RANTES y APO

E.

2) Estudios moleculares: Identificacion de los polimorfismos del gen

que codifica para la APO E, del que codifica para RANTES y del gen
que codifica para CCRS e identificacién cualitativa del genoma del

VHC.

Por ser metodologias desarrolladas dentro de protocolos de investigacion
previamente publicados han sido completamente validados de acuerdo a los

meétodos previamente reportados por otros grupos de investigacion.
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5.8.2.1 Estudios Serologicos

La determinacion de anticuerpos anti-VHC y anti-VIH-1 se llevd a cabo en
un equipo Axsym de Abbott utilizando los estuches comerciales de Abbot de
32 generacion vy siguiendo los protocolos del proveedor.

Para la cuantificacion de RANTES y APO E en plasma se emplearon
placas con 96 pocillos y, en el caso de RANTES kits comercial de ensayo
inmunoenzimatico ligado a enzimas (ELISA), siguiendo las instrucciones del
fabricante (ELISA Development Kit 900-K33, de PEPROTECH).

Para la cuantificacion de APO E, se implemento una prueba de ELISA, en
la cual se empleo un anticuerpo contra APO E en una concentracién de
1ug/ml para sensibilizar la placa, durante un tiempo de 14 horas a 4 °C.
Posteriormente se bloqueo la placa empleando una solucion de leche Svelty
al 2% en PBS 1X, durante 1 hora a 37 °C. En cada ocasion se hizo 4
lavados de las placas con leche al 2% en PBS 1X.

Concluidos los cuatro lavados, se colocaron las muestras de suero o
bien, la proteina recombinante APO E para realizar la curva de calibracion, y
se dejo incubando por una hora a 37 °C, para que se llevara a cabo la
reaccion anfigeno-anticuerpo. Transcurrido este tiempo, se hicieron los 4
lavados correspondientes, solo que ahora se empleo para el lavado una
solucion de leche al 2% tritdbn 0.1% en PBS 1X, y se prosiguié a afadir el
anticuerpo de deteccidn, el cual se dejo reaccionando durante una hora a 37
°C, y luego de ser nuevamente lavadas las placas de reaccion con esta
ultima soluciéon de lavado, se afadié el anticuerpo conjugado y se dejo

reaccionando durante una hora a 37 °C, para luego lavar como corresponde,
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con la solucion de leche al 2% triton 0.1% en PBS 1X, y finalmente se afadio
el cromoégeno y se realizaron las lecturas de absorbancia inmediatamente, y
en intervalos de 10 minutos durante la siguiente media hora, con el fin de
obtener las concentraciones de las muestras, mediante el uso de la curva de
calibracion correspondiente.

Las concentraciones de la proteina recombinante utilizadas en cada

curva de calibracién fueron: 2000, 1000, 500, 250 y 125 ug/ml.

5.8.2.2 Estudios Moleculares

5.8.2.2.1 Anadlisis Cualitativo del VHC. Se aisl6 el ARN viral del VHC a
partir del plasma mediante la técnica de Chomczynski-Sacchi, se obtuvo el
ADN complementario (cADN), posteriormente se amplific6 por PCR
utilizando oligonucledtidos especificos para amplificar una secuencia
altamente conservada del VHC, y se evaluaron los amplicones por
electroforesis en gel de agarosa al 2 %. Para llevar a cabo el proceso antes

descrito se siguieron las técnicas que a continuacién se describen.

Extraccion de ARN Viral.

A partir del plasma separado de la muestra de sangre periférica de cada
participante se realiz6 la extraccion de ARN para identificar la presencia del
genoma del VHC utilizando la Técnica de Chomczynski-Sacchi como se

detalla a continuacion. [91]
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Se colocaron 400 pl de plasma en un tubo eppendorf y se les anadié 600
ul de trizol; fueron mezclados perfectamente y colocados en hielo por 5
minutos.

A esta mezcla se le anadié6 200 ul de cloroformo grado analitico;
nuevamente todo fue mezclado y colocado en hielo por 5 minutos.

Posteriormente se centrifugd a 8,000 rpm por 5 minutos a 4 °C.

La fase acuosa fue recuperada en otro tubo eppendorf y se le afiadié 600
ul de isopropanol grado analitico. Se mezclo todo nuevamente y se dejo
reposar por 1 hora a —20 °C.

Completado este tiempo de incubacion se centrifugo la mezcla a 14,000
rom por 20 minutos a 4 °C. Se decanto y se dejo secar a temperatura
ambiente por 10 minutos. El sedimento fue resuspendido en 50 ul de H,O
con DEPC estéril, y luego se le afadieron 150 ul de etanol 100 %.

Se procedié a centrifugar la mezcla anterior a 14,000 rpm por 20 minutos
a 4 °C. Al terminar de centrifugar se decanto y el residuo se dejo secar por
10 minutos. Este residuo fue resuspendido en 20 ul de H,O con DEPC estéril
y fue utilizado inmediatamente. Cuando no fue posible utilizarlo

inmediatamente se almacend a -70 °C.

Reaccion de Retrotranscripcion Asociada a Reaccion en Cadena de

la Polimerasa (RT-PCR). Este método se utilizé para sintetizar a partir del

ARN viral una hebra complementaria en ADN (cADN), para posteriormente
amplificarla por PCR y de esta manera detectar el genoma viral facilmente

por medio de electroforesis. [92]
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Condiciones de la reaccion de RT-PCR para amplificar el VHC

Las reacciones de RT-PCR se prepararon de la siguiente manera:

En un tubo eppendorf estérii de 200 pul se prepar6 una mezcla
conformada por 3 pl de ARN total de la muestra y 6 pl (5) de H,O miliQ con
DEPC, la cual se incub6 a 72 °C por 10 minutos, posteriormente se mantuvo
en hielo por 5 minutos, y luego se le afiadieron 10 ul de una mezcla maestra
constituida con 4 ul de Buffer 5X, 2 ul de DTT, 2 ul de dNTPs 10 mM, 1 ul de
Random Primers y 1 ul de inhibidor de ARNasas.

A la mezcla maestra antes mencionada, formada por un total de 19 pl, se
le anadié 1 pl de la enzima SupereScript. Posteriormente se incubd a
temperatura ambiente por 10 minutos. Transcurrido este tiempo, el tubo con
la mezcla de reaccion se coloco en el termociclador para que se llevara a
cabo el programa de amplificacion de la hebra complementaria del ARN del
VHC, que consistia en incubar la muestra a 37 °C por una hora vy

posteriormente a 95 °C por cinco minutos. EI cADN obtenido se conservo a —

20 °C.

Una vez obtenido el cADN del ARN del VHC, se procedié a la
identificacion del VHC mediante el uso de una PCR que amplificara un
segmento especifico y altamente conservado del genoma viral. Para esta
reaccion se usaron oligonucleotidos [93] que ya han sido validados y que

son empleados rutinariamente en el Laboratorio de Infectologia
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Molecular/Diagnéstico Molecular Seccion Infectologia, siendo los que se

senalan a continuacién (Tabla I):

Tabla |

INFORMACION GENERAL DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS EMPLEADOS EN LA
PRIMERA AMPLIFICACION PARA LA IDENTIFICACION CUALITATIVA DEL VHC

Primers usados en la primera PCR para la identificacion cualitativa del VHC

QLIGOS Secuencia 5-3° Localizacion Tamaiio | Gem Referencia
pb
Yamada M. Dig Dis Sci.
UHCV1 CTGTGAGGAACTACTGTCTTC | -207 a -277 223 VHC ooa 298 255,
DHCV2 CAACACTACTCGGCTAGCAGT -96a-76 223 vHc | Yamada M. Dig Dis Sci.

1994,2:234-239.

La mezcla maestra para esta Reaccion en Cadena de la Polimerasa

(PCR) estuvo formada por 5 ul de Buffer 10X, 2 ul de Oligo HCV1-U 10 uM,

2 pl de Oligo HCV2-D 10 uM, 2 pl de dNTPs 10 mM, 1.5 pl de MgCl, 25 mM,

0.5 ul de TagDNA polimerasa 5U/ul, 35 ul de H,O miliQ y 2 ul cADN para

obtener un volumen total de 50 ul de mezcla de reaccion. Las condiciones

para la PCR fueron: un ciclo de 94 °C por 5 minutos; 35 ciclos de 94 °C por 1

minuto, 58°C por 1 minuto y 72 °C por 1 minuto; uno mas de 72 °C por 10

minutos y finalmente uno de 4°C por 10 minutos. El producto de

amplificacion que se obtuvo fue de 223 pb y se detecto por electroforesis en

gel de agarosa al 2% (Figura 1.).
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lera. PCR 2da. PCR
_A A

PM = Marcador de
peso Molecular

1 = Muestra 1
2 = Muestra 2
3 = Muestra 3
300 4 = Muestra4
C+ = Control Positivo
200 Bco = Blanco
7 = Muestra 1
8 = Muestra 2
100 9 = Muestra3
10 = Muestra 4
Bco = Blanco

Figura1. ELECTROFORESIS DE PRODUCTOS AMPLIFICADOS PARA LA
IDENTIFICACION CUALITATIVA DE VHC. EN EL AREA DE LA 12 PCR SE
APRECIAN LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS DE 223 pb. EN EL AREA DE LA
2% RCP, SE OBSERVAN SEGMENTOS DE 193 pb.

Con el fin de aumentar la sensibilidad y especificidad en la deteccion del
VHC, se llevd a cabo una PCR ANIDADA, utilizando la mezcla maestra
constituida por 5 pl de Buffer 10X, 2 ul de Oligo HCV3-U 10 uM, 2 pl de
Oligo HCV4-D 10 uM, 2 pl de dNTPs 10 mM, 1.5 pl de MgCl; 25 mM, 0.25 pl
de TagDNA polimerasa 5U/ul, 36.25 ul de H,O miliQ y 1 ul de producto
amplificado de la primera PCR, para un volumen total de 50 ul de mezcla de
reaccion. Las condiciones para la PCR fueron: un ciclo de 94 °C por 5
minutos; 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 58°C por 1 minuto y 72 °C por 1
minuto; uno mas de 72 °C por 10 minutos y finalmente uno de 4°C por 10
minutos. El producto de amplificacion que se obtuvo fue de 194 pb y se

detecto por electroforesis en gel de agarosa al 2% (Figura 1).
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Los oligonucleotidos [93] empleados como cebadores en esta PCR
ANIDADA también ya han sido validados y son empleados rutinariamente en
el Laboratorio de Infectologia Molecular/Diagnéstico Molecular Seccién

Infectologia (Tabla II).

Tabla |l

INFORMACION GENERAL DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS EMPLEADOS EN LA
SEGUNDA AMPLIFICACION PARA LA IDENTIFICACION CUALITATIVA DEL VHC

Primers usados en la PCR ANIDADA para la identificacion cualitativa del HCV

Oligos Secuencia 53" Localizacion Tamaiio pb Gen Referencia

Yamada M. DigDisSci.
UHCV3N ACGCAGAAAGCGTCTAGCCAT -276 a -255 194 HCV 1994:2:234-239.

Yamada M. DigDisSci.
DHCV4N ACTCGGCTAGCAGTCTTGCGG -102a -84 194 HCV 1994:2:234-239.

5.8.2.2.2 Analisis de Polimorfismos de los Genes que Codifican para
RANTES, el Correceptor CCR5 y la Apolipoproteina E. Para el analisis de
polimorfismos de los genes que codifican para la quimiocina RANTES, el
correceptor CCR5 y la Apolipoproteina E, se extrajo ADN gendmico a partir
de los leucocitos de la sangre periférica que se tomé de las mujeres
incluidas en el estudio. Posteriormente se amplificaron las secuencias
especificas de ADN que codifican para estas proteinas mediante PCR,
utilizando iniciadores especificos. Para la determinacién de los polimorfismos
del gen que codifica para RANTES y del gen que codifica para la APO E se
realizé el analisis de fragmentos polimorficos con enzimas de restriccion

(RFLPs), utilizando la enzima Hha | para los polimorfismos de Apo E y las
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enzimas Mbo Il, Mnl |'y Hph | para determinar los polimorfismos de un solo
nucleotido (SNPs) de RANTES In 1.1, -28 y 3’222, respectivamente. Con el
fin de realizar el proceso antes descrito se siguieron las técnicas que a

continuacioén se describen.

Extraccion de ADN gendémico por la técnica de TSNT. De las muestras

de sangre periférica se hizo la separacion del paquete leucocitario, a partir
del cual se realizé la extraccion de ADN gendmico mediante el siguiente

protocolo: [91]

En un tubo eppendorf de 2 ml se colocan 500 ul de paquete globular
leucocitario y se le anadieron 200 ul de buffer de lisis TSNT (Tritén 100X 2%,
SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCI pH 8.0 10 mM) y se mezclaron por
inversion por unos segundos para lograr una lisis total.

Posteriormente, a este lisado se le anadieron 500 ul de fenol pH 8.0 y se
mezclo ligeramente. Esta mezcla se colocd en hielo por 3 minutos.

Transcurrido este tiempo fueron afiadidos 100 ul de soluciéon sevag
[cloroformo:alcohol isoamilico (49:1)] y se mezclé por 5 minutos en bortex.
Luego se le afnadio 100 ul de TE 1X, se mezclo y se dejo reposar en hielo
por 3 minutos.

Se procedié a centrifugar esta mezcla a 10,000 rpm por 8 minutos. Una
vez separadas las fracciones, la fase acuosa se paso a otro tubo y se le
afiadieron 2.5 partes de etanol 100 %, ademas, se le adicioné 100 ul de

acetato de sodio y se dejo reposar por 3 minutos en hielo.
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Después de este tiempo se centrifugé a 14,000 rpm por 15 minutos. Se
separaron las fases por decantacion y la pastilla que se formé se dejo secar
al aire (no mas de 2 horas).

Finalmente esta pastilla fue resuspendida en agua miliQ estéril (50 pl).

Las muestras de ADN obtenidas fueron conservadas a —20 °C, y a todas

ellas se les determind la pureza y concentracion. [91]

Reacciéon en Cadena de la Polimerasa. Es una técnica que permite

amplificar rapidamente in vitro un fragmento especifico de ADN,
consiguiendo millones de copias del segmento de interés. Esta técnica
resulta de la aplicacion de las etapas de desnaturalizacién, alineamiento y
extension de forma ciclica, empleando los siguientes elementos para la
amplificacion del ADN: dNTPs, oligonucleétidos complementarios a la
secuencia blanco especifica, y TagDNA polimerasa. [92, 94]

Los oligonucledtidos que utilizamos para la amplificacion de los genes que
codifican para RANTES,[29] el correceptor CCR5 [95] y para la
Apolipoproteina E [96], ya estan validados y son empleados en el
Laboratorio de Infectologia Molecular/ Diagndstico Molecular Seccion

Infectologia, siendo los que se sefalan en la Tabla Ill (pag. 32).

Para la amplificacion del gen que codifica para la APO E fue empleada la
mezcla maestra constituida por 5 ul de Buffer 10X, 2.5 ul de Oligo UApoE 10
uM, 2.5 ul de Oligo DApoE 10 uM, 1 ul de dNTPs 10 mM, 3 ul de MgCl, 25
mM, 2.5 pl de Tritén 2 %, 2.5 ul de DMSO 100 %, 0.5 ul de TagDNA

polimerasa 5U/ul, 28.5 ul de H,O miliQ y 2 ul de ADN para un volumen total
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de 50 ul de mezcla de reaccion. Las condiciones para la PCR fueron: un

ciclo de 95 °C por 3 minutos; 35 ciclos de 95 °C por 20 segundos, 60°C por

30 segundos y 72 °C por 20 segundos; uno mas de 72 °C por 5 minutos y

finalmente uno de 4°C por 10 minutos. El producto de amplificacion que se

obtuvo fue de 227 pb y se detecto por electroforesis en gel de agarosa al

2%.

Tabla lll

CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS EMPLEADOS EN
LA DETERMINACION DE LOS POLIMORFISMOS DEL GEN QUE CODIFICA PARA
CCR5, DEL GEN QUE CODIFICA PARA LA APOLIPOPROTEINA E Y DEL GEN
QUE CODIFICA PARA RANTES

Oligos Secuencia 5°-3" Tar:sﬁo Gen Referencia
Apolipoproteina E
U-ApoE TCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGCA o poor | Wenham PR Lancet
D-ApoE ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACACTGCCA 1991;337:1158-1159
Correceptor CCR5
U-CCR5 CAAAAAGAAGGTCTTCATTACACC 189wt/ Woitas RP,
157 A CCR5 Gastroenterol
D-CCR5 CCTGTGCCTCTTCTTCTCATTTCG 32 2002;122:1721-1728
Quimiocina RANTES
YOS ACTCGAATTTCCGGAGGCTA Ping An GWN,
154 RANTES PNAS
D'E@QITCES TCTGCAGCTCAGGCTGGCCCTTTAT 2002;99:10002-10007
LRANTES CCTGGTCTTGACCACCACA Ping An GWN,

' 343 RANTES PNAS
Dl'n'ﬁNTT/ECS GCTGACAGGCATGAGTCAGA 2002;99:10002-10007
PRI CTGTCCCGGTACTGACAAGG Ping An GWN,

474 RANTES PNAS
D-RANTES 2002;99:10002-10007
3999 T/o CCCGAGTAGCTGGGACTACA.
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Para la amplificacion del gen que codifica para el correceptor CCR5, fue
utilizada una mezcla maestra cuyos componentes fueron 5 ul de Buffer 10X,
1 ul de Oligo-U 10 uM, 1 ul de Oligo-D 10 uM, 1 ul de dNTPs 10 mM, 3 ul de
MgCl, 25 mM, 0.25 ul de TagDNA polimerasa 5U/ul, 36.75 ul de H,O miliQ y
2 ul de ADN, todo lo cual correspondia a 50 ul de mezcla de reaccion. Las
condiciones programadas en el termociclador fueron: un ciclo de 95 °C por 3
minutos; 40 ciclos de 95 °C por 20 segundos, 60°C por 30 segundos y 72 °C
por 20 segundos; uno mas de 72 °C por 5 minutos y finalmente uno de 4°C
por 10 minutos. El producto de amplificacion que se obtuvo fue de fue de
189 pb para la forma nativa del gen y de 157 pb para la delecién A32, que se

detectaron por electroforesis en gel de agarosa al 2%.

En la determinacion de cada uno de los tres SNPs de RANTES, cada 50
ul de mezcla de reaccion para PCR contenia 1.5 mM de MgCI2, 10 mM de
Tris-HCI (ph 8.3), 0.2 mM de dNTPs, 0.2 uM de cada uno de los oligos, 1.25
U de ADN polimerasa y 100 ng de ADN gendmico. Las condiciones para la
PCR fueron: un ciclo de 95 °C por 3 minutos; 40 ciclos de 95 °C por 20
segundos, 60°C por 30 segundos y 72 °C por 20 segundos; uno mas de 72
°C y finalmente uno de 4°C por 10 minutos. Los productos de PCR fueron
detectados en gel de agarosa al 2%. La unica variacién que se presento en
cada determinacion fue el uso de los oligonuclotidos especificos para
RANTES -28, RANTES In 1.1 y RANTES 3°222. El producto obtenido de la
amplificacion con los oligonucleotidos para el SNP -28G/C fue de 154 pb. El
producto de la PCR para determinar el polimorfismo In1.1T/C era de 343 pb

y para el SNP 3'222T/C, fue de 474 pb.

33



En todas las determinaciones antes sefaladas, los productos de
amplificacion y su tamano en pares de bases (pb), fueron verificados

utilizando siempre como referencia un marcador de pares de bases.

Polimorfismos en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion. Se

basa en el hecho de que secuencias especificas de ADN presentan a
menudo lugares de ruptura diferentes por las endonucleasas de restriccion, y
producen, por lo tanto, conjuntos diferentes de fragmentos al ser tratados
con las endonucleasas apropiadas. [92]

Protocolos:

25 ul de producto de amplificacion de Apo E fueron digeridos con 3 pl
de enzima Hha I, en un medio constituido por 4 ul de Buffer RxB, 1 ul de
BSAy 7 ul HO miliQ, integrando un volumen total de reaccion de 40 pl. La
mezcla de reaccion se incubd a 37 °C por 3 h y posteriormente se inactivo la
enzima por incubacién de la mezcla a 65 °C por 10 minutos. Los productos
de la digestién generaron un patrén de bandas de diferentes tamafos, que
integraron el mapa de restriccion de los tres principales alelos: E2, E3 y E4.

Este mapa de restriccién se muestra en la Tabla IV.

Tabla IV
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TAMANO DE LOS FRAGMENTOS DE RESTRICCION ESPERADOS DE LA
DIGESTION, CON LA ENZIMA Hha I, DEL PRODUCTO DE LA
AMPLIFICACION DEL GEN Apo E

TAMANO DE LOS FRAGMENTOS ESPERADOS
ALELO DE LA DIGESTION CON Hha I
(pb)
E2 16, 18, 21, 81, 91
E3 16, 18, 21, 33, 48, 91
E4 16, 18, 19, 21, 33, 48, 72

El producto obtenido de la amplificacion con los oligonucleotidos para el
SNP -28G/C fue de 154 pb, el cual fue digerido con la enzima Mnl I, y se
produjeron fragmentos de 127 pb y de 27 pb para el genotipo -28G/G y un
producto no digerido de 154 pb para el genotipo -28C/C. El producto de la
PCR para determinar el polimorfismo In1.1T/C era de 343 pb, el cual fue
digerido con Mbo I, generando fragmentos de 225 pb y de 118 pb para el
genotipo In1.1C/C, y un producto no digerido por la enzima de 343 pb para el
genotipo In1.1T/T. Con respecto al producto obtenido de la amplificacién con
los primers para el SNP 3'222T/C, éste era de 474 pb, y fue digerido con la
enzima de restriccion Hph I, obteniendo un fragmento de 423 pb y de 51 pb
para el genotipo 3'222C/C, y de 474 pb para el genotipo 3'222T/T, ya que el
producto de la PCR no es digerido por la enzima. Las condiciones de
digestion son las que se muestran en la tabla V.

Finalmente, en todos las determinaciones de polimorfismos, los productos
de la digestion fueron identificados por electroforesis (90 V por 1.5 hs) en gel
de agarosa al 3 %, utilizando siempre un marcador de pares de bases como

referencia.

TablaV
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CONDICIONES DE LAS REACCIONES DE DIGESTION PARA LA DETERMINACION DE
LOS SNPs RANTES -28, In 1.1Y 3'222.

REACTIVO MIX 1 X
Agua miliQ 3ul
Buffer NEB 2 2 ul

Enzima Mbo Il 5 u/ul para RANTES In 1.1;
enzima Mnl I 5 u/ul para RANTES -28; y 2l
enzima Hph | 5 u/ul para RANTES 3222

Producto amplificado 13w

Incubar a 37 °C por 6 hs y posteriormente inactivar la enzima por incubacién de la
mezcla a 65 °C por 20 minutos

5.8.3 Analisis Estadistico

Se emplearon elementos de la estadistica descriptiva como la media y la
desviacion estandar para realizar el analisis de las variables de interés.

La distribucion de los alelos y genotipos de RANTES fue analizada con
Chi cuadrada y prueba exacta de Fisher. Para determinar el riesgo relativo
se empleo el analisis de momios y cuando resulté asociacion se efectu6 una
regresion logistica. Los niveles de expresion de RANTES en cada grupo
fueron expresados como media mas menos la desviacion estandar y la
comparacion fue realizada mediante el analisis de varianza de una via. Se
tomo como nivel de significancia estadistica a p < 0.05.

A los subgrupos control se les realizé la prueba de equilibrio de Hardy-
Weinberg para analizar si la poblacién tenia algun sesgo.

Para el analisis estadistico se utilizaron los programas SPSS, y Epi Data.

CAPITULO 6
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RESULTADOS

6.1 Sujetos Incluidos en el Estudio

Un total de 168 sexoservidoras fueron invitadas a participar y se
incluyeron en el estudio durante su asistencia a consulta en una Clinica de
Salud Municipal de la Ciudad de Durango, Dgo. Con respecto al grupo de
mujeres usuarias de drogas (UD), 153 mujeres aceptaron participar
voluntariamente en el estudio y la invitacion se realizé en Centros de Apoyo
para Drogadictos tanto oficiales como privados. Con respecto al grupo de
mujeres VIH-1 positivas se incluyeron 168 pacientes atendidas en
Hospitales publicos y privados con diagnéstico confirmado de VIH-1.
Finalmente, se incluyé un grupo de 168 mujeres que participaron como

donadoras de sangre y que aceptaron participar en el estudio (Tabla VI).

Tabla VI

NUMERO DE MUJERES QUE INTEGRARON CADA GRUPO DE ESTUDIO,
EDAD, Y RANGO DE EDAD RESPECTIVO.

GRUPO DE ESTUDIO NOM. DE(nS)UJETOS (m'?,?/f‘ngx)
MUJERES SANAS 168 30 (18- 55) DS 7.1
SEXOSERVIDORAS 168 31(18-65) DS 8.7
DROGADICTAS 153 27.3 (18- 63) DS 8.8
MUJERES VIH-1 POS 168 35(18-54) DS 9.5

Es importante sefialar que las mujeres que participaron en los diferentes

grupos de estudios (drogadictas, VIH-1 positivas y sanas), se eligieron con
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caracteristicas de sexo, edad, lugar de origen y lugar de residencia, lo mas

cercanamente posible, pareadas con el grupo de las sexoservidoras.

6.2 Caracteristicas Demograficas y Clinicas de los Sujetos
Incluidos en el Estudio

La edad promedio en sexoservidoras fue de 31 (x 8.7) afos, en
drogadictas de 27.3 (+ 8.8) afos, en mujeres VIH-1 POS fue de 35 (£ 9.5)

afios y en mujeres donadoras de sangre de 30 (x 7) afios (Tabla VI).

El 86.7% de la poblacién incluida en el presente trabajo es originaria del

Noreste de México.

Cuentan con mas de 6 afos de preparacion escolar en el 50% de las
sexoservidoras, el 58.2% de las drogadictas y el 87% de las pacientes VIH-1
POS (Tabla VII). Son solteras el 73.8% de las sexoservidoras, el 69% de las

mujeres VIH-1 POS y el 55.6% de las drogadictas (Tabla VII).

Tabla VI

PRINCIPALES CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LOS
SUBGRUPOS DE ESTUDIO
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SEXOSERVIDORAS | DROGADICTAS |  MUJERES
R ndichetive f (%) f (%) VIH-1 POS
n =168 n=153 f(%) n = 168
0-6 75 (44.6%) 38 (24.8%) 23 (13.6%)
7.9 54 (32.2%) 37 (24.2%) 36 (21.4%)
ESCOLARIDAD | 10-12 22 (13.1%) 36 (23.5%) 24 (14.3%)
(Afios escolares | 1317 8 (4.8%) 16 (10.5%) 45 (26.8%)
cursados) 17 0 (0.0%) 0 (0.0%) 3 (1.9%)
NO contesto 9 (5.3%) 26 (16.4%) 37 (22.0%)
SOLTERA 124 (73.8%) 88 (55.6%) 117 (69.0%)
CASADA 14 (8.35%) 41 (26.4%) 28 (16.0%)
UNION LIBRE 10 (5.95%) 14 (9.0%) 8 (4.0%)
ESTADO CVIL | 5\/0RCIADA 18 (10.7%) 14 (9.0%) 11 (6.0%)
VIUDA 2 (1.2%) 0 (0.0%) 4 (2.0%)

6.3 Factores de Riesgo

Son heterosexuales el 98.8% de las sexoservidoras, el 75.8% de las
drogadictas y el 63.1% de las mujeres VIH-1 POS. En cambio son
bisexuales el 1.2% de las sexoservidoras, el 17.6% de las drogadictas y el
10.1% de las pacientes VIH-1 POS. No se presento la homosexualidad en

los diferentes subgrupos de estudio (Tabla VIII).

Refieren haber tenido un accidente con punzocortantes el 39.9% de las

drogadictas y el 3.6% de las mujeres VIH-1 POS (Tabla VIII).

Tabla Vil

PRINCIPALES FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA INFECCION POR VIH-1Y
POR VHC, ENCONTRADOS EN LOS SUBGRUPOS DE ESTUDIO
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. SEXOSERVIDORAS DROGADICTAS MUJERES
FACTOR DE RIESGO | CARACTERISTICA f (%) f (%) VIH-1 POS
n=168 n=153 f (%) n =168
Numero de parejas
sexuales:
0-5 78 (46.4 %) 77 (50.3%) 42 (27.4%)
6-10 20 (11.9 %) 45 (29.4%) 16 (10.5%)
11-15 5 (3 %) 3 (2.0%) 40 (26.1%)
> 10 9 (5.4%) 22 (14.4%) 0 (0.0%)
SEXUAL NO contesto 56 (33.30%) 6 (3.9%) 55 (36.0%)
Orientacion sexual:
Homosexual 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Heterosexual 166 (98.8%) 116 (75.8%) 106 (63.1%)
Bisexual 2 (1.2%) 27 (17.6%) 17 (10.1%)
NO contesto 0 (0.0%) 10 (6.6%) 45 (26.8%)
ACCIDENTES PUNZO  Si 0 (0.0%) 61 (39.9%) 6 (3.6%)
CORTANTES No 168 (100%) 92 (60.1%) 162 (96.4%)
USO DE DROGAS  Si 0 (0.0%) 24 (15.7%) 12 (7.2%)
INTRAVENOSAS  No 168 (100%) 129 (84.3%) 156 (92.8%)
USO DE DROGAS  Si 29 (17.3%) 133 (86.9%) 0 (0.0%)
NO INTRAVENOSAS No 139 (82.7%) 20 (13.1%) 168 (100%)
TRANSFUSION Si 29 (17.3%) 20 (13.1%) 20 (11.9%)
SANGUINEA No 139 (82.7%) 133 (86.9%) 148 (88.1%)
Negada 51 (30.4%) 41 (26.8%) 76 (45.2%)
INGESTA DE Ocasional 4 (2.4%) 6 (3.9%) 19 (11.3%)
ALCOHOL Moderada 75 (44.6%) 72 (47.0%) 65 (38.7%)
Intensa 38 (22.6%) 34 (22.3%) 8 (4.8%)
El uso de drogas intravenosas se presentd en el 15.7% de las

drogadictas, mientras 7.2% de las mujeres VIH-1 POS refieren haberlas
usado, y fue negado por las sexoservidoras (Tabla VIII).

Habian recibido terapia transfusional el 17.3% de las sexoservidoras, el
13.1% de las drogadictas y el 11.9% de las mujeres VIH-1 POS (Tabla VIII).
Negaron la ingesta de alcohol el 30.4% de las sexoservidoras, el 26.8% de

las drogadictas y el 45.2% de las pacientes VIH-1 POS (Tabla VIil).
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Refieren haber tenido entre 0 y 5 parejas el 50.3% de las drogadictas y el
27.4% de las mujeres VIH-1 POS. El 46.4% de las sexoservidoras sefialaron
haber tenido entre 0 y 5 clientes por semana durante el afo previo a la
encuesta (Tabla VIII).

Sefialaron haber cursado con infeccion por el Virus del Papiloma Humano
(VPH) el 8.3% de las sexoservidoras, la gonorrea fue la Enfermedad de
Transmision Sexual (ETS) mas frecuente en drogadictas (8.3%) y en
mujeres VIH-1 POS prevalecio la sifilis (9.5%) (Tabla IX).

Todas las sexoservidoras refieren haber usado siempre condoén. El 46.4%

de las sexoservidoras tenian menos de cinco anos de ejercer la prostitucion.

Tabla IX

ENFERMEDADES DE TRANSMISION SEXUAL MAS FRECUENTES EN LOS
SUBGRUPOS DE ESTUDIO

F”"gggGRgE ENFERMEDAD SEXOSfE I?:/{,I)DORAS DRO?Q*B:)C TAS Vbt Egg
n =168 n=153 (%) n = 168
SIFILIS 4 (2.4%) 1(0.6%) 16 (9.5%)
GONORREA 1(0.6%) 13 (8.3%) 6 (3.6%)
CLAMIDIA 0 (0.0%) 1(0.6%) 0 (0.0%)
VPH 14 (8.3%) 3(1.9%) 0 (0.0%)
ENFERMEDAD DE | HERPES SIMPLE 0 (0.0%) 0 (0.0%) 6 (3.6%)
TRANSMISION | vHB 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1(0.6%)
SEXUAL CONDILOMAS 0 (0.0%) 0 (0.0%) 5 (3.5%)
PEDICULOSIS 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1(0.6%)
MOLUSCO 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1(0.6%)
OTRAS 4 (2.4%) 8 (5.0%) 6 (3.6%)
TOTAL 23 (13.7%) 26 (17.0%) 42 (25%)

6.4 Prevalencia de Infeccién por VIH-1
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Las mujeres sanas, donadoras de sangre, presentaron serologia negativa
para el VIH-1, para el VHC y para el VHB. También resultaron negativas en

la identificacion del genoma del VHC por RT-PCR (Tabla X).

En las mujeres drogadictas, se establecio una seroprevalencia de
infeccion por VIH-1 del 0.6% (n=1), y fue confirmada por Western blot (WB);
en sexoservidoras se determiné una prevalencia de 0.6% (n=1) para VIH-1.
Todas las pacientes VIH-1 POS, contaban con la prueba de WB positiva

para este virus (Tabla X).

Tabla X

PREVALENCIA DE INFECCION POR VIH-1Y POR VHC EN LOS DIFERENTES
SUBGRUPOS DE ESTUDIO

SANAS SEXOSERVIDORAS | DROGADICTAS \","IEIstgg
MARCADOR n=168 n=168 n =153 e
MOLECULAR n=
PREVALENCIA PREVALENCIA PREVALENCIA | PREVALENCIA
ELISA VIH-1 0% 0.6% (n=1) 0.6% (n=1)
WB VIH-1 0% 0% 0.6% (n=1)
ELISA VHC 0% 1.19% (n=2) 5.73% (n=9) 4.16% (n=7)
RT-PCR VHC 0% 0% 5.00% (n=8) 5.95% (n=10)

Los factores de riesgo presentes en la mujer drogadicta que resulto
positiva para la infeccion por VIH-1 fueron: mas de 10 parejas en el
transcurso de su vida, haber cursado con gonorrea, inicio de vida sexual a
los once afos, uso de drogas por via oral, inhalada e intravenosa, haber

consumido todo tipo de drogas y tener relaciones bisexuales. En relacion a
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las caracteristicas genéticas que nos ocupan, se le determino un genotipo de
RANTES 3’222 T/C, RANTES In1.1 T/T, RANTES -28 G/G, CCR5 WT y Apo

E E3/E4. La concentracion serica de APO E fue de 332.4 ug/ml vy la de

RANTES de 7ug/ml.

En la sexoservidora que resulto positiva para anticuerpos contra VIH-1, el
unico factor de riesgo presente fue la promiscuidad. Presento un genotipo de
RANTES 3’222 T/C. RANTES In1.1C/C, RANTES -28G/G, CCR5 WT y Apo

E E2/E3. En ella la cuantificacion plasmatica de RANTES fue de 25.6 ug/ml

y la de APO E de 201.6 pg/ml.

6.5 Prevalencia de Infeccién por VHC.

De las 168 sexoservidoras solo 2 resultaron positivas para anticuerpos
contra VHC, lo cual representd una prevalencia del 1.19% para esta
infeccion. En estas dos personas, no se detecto el genoma viral por RT-PCR

(Tabla X).

En las mujeres drogadictas, se establecio, mediante la determinacion de
anticuerpos contra VHC, una prevalencia del 5.73% (n=9), y por RT-PCR fue
confirmada la presencia del virus solo en ocho de ellas.

En mujeres VIH-1 POS, por medio de la identificacion del genoma del VHC

por RT-PCR, se establecio una prevalencia de coinfeccion del 5.95% (n=10),
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por anticuerpos solo se detecto esta infeccidn viral en siete de ellas (Tabla

X).

Las sexoservidoras que fueron positivas para la infeccion por VHC,
presentaron como factor de riesgo la promiscuidad, el consumo de alcohol, y

solo una de ellas tenia el antecedente de infeccion por VPH (Tabla Xl).

En las drogadictas con infeccion por VHC estuvieron presentes los
siguientes factores de riesgo: la bisexualidad en el 66.7%, la promiscuidad
en el 100%, el haber cursado con una ETS en el 22.2%, el uso de drogas
inyectables en el 88.9%, la ingesta de alcohol en el 88.9% vy los accidentes

punzocortantes en el 33.3% (Tabla Xl).

En las mujeres VIH-1 POS que presentaron coinfeccion con VHC, la
heterosexualidad y la promiscuidad fue una caracteristica comun entre ellas,
mientras que solo el 50% habia cursado con una ETS, predominando la
sifilis; solo el 30% refiri6 haber consumido drogas intravenosas, el 90%
senalo haber consumido alcohol frecuentemente, y todas negaron haber
recibido terapia transfusional y haber tenido un accidente con

punzocortantes (Tabla XI).
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Tabla XI

FACTORES DE RIESGO PRESENTES EN LAS MUJERES QUE PARTICIPARON EN EL
ESTUDIO Y A QUIENES SE LES DETECTO INFECCION POR VHC

FACTORES DE RIESGO
PACIENTE

CONTECTADD | ORIENTACION | PROMIS: | £Ts | upiv | (TRANSE. | woEsa, | apc
1VIH-1 POS '"é'é&EUF;CI’_ S| SIFILIS NO NO S| NO
2 VIH-1 POS HETERO: sI SIFILIS NO NO sI NO
3ViH1POs | TLETERO- sl NO NO NO NO NO
4VIH-1 POS 'J'SEETXEUF;?_ S| NO S| NO sI NO
5 VIH-1 POS HETERO: sI SIFILIS NO NO sI NO
6VIH1POS | TLTERO- sl NO sI NO sI NO
7 VIH-1 POS 'J'SEETXEUF;?_ S| | GONORREA| sI NO sI NO
gVIH-1POs | ETERO- sl S| NO NO S| NO
9 VIH-1 POS HETERY” S| NO NO NO S| NO
10ViH-1POs | LEFERO" S| NO NO NO sI NO
11 DROG BISEXUAL sI NO S| NO sI NO
12 DROG BISEXUAL sI NO S| NO NO NO
13 DROG HETERY” S| NO sI NO sI NO
14 DROG "'S'ETXEJF;?_ S| | GONORREA| s NO sI S|
15 DROG BISEXUAL sI NO S| NO sI sl
16 DROG BISEXUAL sI NO S| NO sI NO
17 DROG BISEXUAL S| Sl sI sI sI S|
18 DROG BISEXUAL sI NO NO NO sI NO
19 DROG HETERO: sI NO sI NO sI NO
20 SX "'SEET)@& sI VPH NO NO sI NO
218X pabiivg sI NO NO NO sl NO

HETERO-
Total (n=21) Sk 100% B4% | 52.4% 42% 008% | 143%

APC: Accidentes punzo-cortantes, ETS: Enfermedades de transmision sexual, UDIV: Usuarias de
drogas inyectables.

En las 21 personas detectadas con infeccion por VHC, los factores de

riesgo asociados a esta infeccion fueron la bisexualidad, la promiscuidad, las
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ETS y el uso de drogas inyectables (OR=3.7, OR=4.8, OR=2.1 y OR=10.9,

respectivamente, p<1E-5) (Tabla XIlI).

Tabla XII

OR ESTIMADO PARA LOS FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS CON LA ADQUISICION
DE INFECCION POR VHC EN LA POBLACION DE ESTUDIO

i CASOS POBLACION
CARACTERISTICAS VHC POS VHC NEG OR X2 P
n=21 n =636

HETEROSEXUALIDAD 15 373 1.0

BISEXUALIDAD 6 40 3.73

PROMISCUIDAD 21 108 4.84 X2 <1E-5
ETS 7 84 2.07

USO DE DROGAS IV 1 25 10.94

6.6 Polimorfismos de los Genes que Codifican para RANTES,
el Correceptor CCR5 y la Apolipoproteina E

6.6.1 Polimorfismos del Gen que Codifica para RANTES

6.6.1.1 Frecuencia de SNPs de RANTES en los subgrupos de
estudio

Los genotipos -28G/C, In1.AT/T, 3'222T/T y 3'222T/C fueron los mas

frecuentes en todos los grupos de estudio.

El genotipo -28G/C mostré su frecuencia mas alta en las mujeres sanas

(0.91); mientras que los genotipos In1.1T/T y 3'222T/T fueron los de mayor

frecuencia en el subgrupo de sexoservidoras (0.74 y 0.80, respectivamente)
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y el genotipo 3'222T/C fue el mas frecuente en mujeres sanas (0.72) (Tabla
XI).

Los alelos -28C y 3'222C fueron los mas frecuentes en mujeres sanas y
pacientes VIH-1 POS (sanas: 0.78 y 0.52 respectivamente; VIH-1 POS: 0.52
y 0.55, respectivamente). El alelo -28G prevalecio en sexoservidoras (0.67) y
en el de drogadictas (0.80); mientras que la frecuencia mas alta del alelo
3'222T se observé en las sexoservidoras (0.89). Los alelos In1.1T e In1.1C
no presentaron una diferencia significativa de su frecuencia en los subgrupos
que conformaron nuestro estudio (Tabla XIlII).

Se observé que los SNPs de RANTES 3222 y RANTES -28 presentaron
un ligamiento, siendo el mas frecuente el 3'222T/C : -28G/C, seguido por el
3'222T/C:-28G/G y finalmente el 3'222T/C:-28C/C. Esto es confirmado por el
desequilibrio que presentaron los genotipos de RANTES -28 y RANTES
3’222 en los diferentes subgrupos de estudio, aunque en el contexto de la
poblacién total, el unico que no estuvo en equilibrio de HW fue el SNP
RANTES 3'222.

Con respeto a los haplotipos, el F4 (32.7%) y F5 (28.5%) fueron los mas
frecuentes en las mujeres sanas, en el grupo de sexoservidoras fueron el
F10 (28.5 %) y el F11 (27.9%), mientras que en drogadictas el F1 (31.3%),
F2 (13.7%) y el F10 (11.1%) fueron los de mayor frecuencia, y en mujeres
VIH-1 POS los haplotipos F20 (21.4%), F4 (16.0%) y F23 (16.0%) son los

que prevalecieron (Tabla XIV).
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6.6.1.2
Asociacién de alelos, genotipos y haplotipos de RANTES
- 28G/C In 1.1T/C 3°222T/C con la susceptibilidad a la
infeccién por VIH-1

La distribucién de los alelos, genotipos y haplotipos de RANTES -28/In
1.1/3’222 en los diferentes subgrupos de estudio, fue comparada con la que
se presento en las mujeres VIH-1 POS. Los resultados mostraron una
diferencia estadisticamente significativa de las frecuencias de los genotipos
RANTES -28C/C y -28G/C entre las pacientes VIH-1 POS vy las
sexoservidoras (p<1E-5), las drogadictas (p<1E-5) y las donadoras de
sangre (p=5.5E-3), respectivamente. Los genotipos RANTES 3'222C/C y
3'222T/C también mostraron una diferencia significativa entre las pacientes

VIH-1 POS vy las sexoservidoras (p<1E-5), las drogadictas (p<1E-5), y las

donadoras de sangre (p<1E-5), respectivamente.
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En cambio, los genotipos In 1.1C/C e In 1.1T/C solo presentaron una
diferencia estadisticamente significativa al comparar a las mujeres VIH-1

POS con las sexoservidoras (p=2E-4) (Tabla XV).

Tabla XV

DISTRIBUCION DE LAS FRECUENCIAS GENOTIPICAS DE RANTES -28, IN1.1Y 3222
Y EL ODDS RATIO ASOCIADO A LA INFECCION POR VIH-1, EN MUJERES SANAS,
DROGADICTAS, SEXOSERVIDORAS Y MUJERES VIH-1 POS

ANALIZADAS

GRUPO -28 In1.1 3222
GIG gc | cc | mm | e ] ce T TIC cic
SANAS f 0 153 15 82 71 15 29 124 15
n=168 OR N/A 0.0 0.0 10 090 049 10 0.45 422
X2 7.69 7.69 769 | 247 247 247 | 3708 3708 37.08
p | 00055 00055 00055 [ 011 041 0.1 1E-5 1E-5 1E-5
SEXOSERVIDORAS |  f 77 80 11 125 38 5 135 30 3
n=168 OR 10 1091 1167 | 10 256 222 10 859  98.18
x2 | 2652 2652 2652 | 1385 1385 1385 | 1330 1330 1330
p | <1E5  <1E5  <1E5 [ 0002 0002 0002 | <1E5 <1E5  <1ES
DROGADICTAS f 100 30 23 95 48 10 4 101 11
n=153 OR 10 3778 725 | 10 154 084 10 0.77 8.13
x2 | 5531 531 5531 | 06 06 06 2204 2204 2204
p | <1E5  <1E5  <1ES5 | 043 043 043 | <1E5  <1E5  <1ES
VIH-1 POS f 12 136 20 90 70 8 33 63 72

n=168

El alelo 3'222T mostré una asociacién con la resistencia a la infeccion por
VIH-1 en todos los subgrupos de estudio (p<3.11E-3) mientras que el alelo
3'222C se encontr6 asociado a la susceptibilidad a esta infeccion

unicamente en las sexoservidoras (p=9.05E-29) (Tabla XVI).
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Los alelos In 11T e In 1.1C presentaron una asociacién con la
susceptibilidad a la infeccién por VIH-1, solo que el primero en mujeres
sanas (p=0.013) y el segundo en las sexoservidoras (p=7.0E-5) (Tabla XVI).

No mostré asociacion con la infeccion por VIH-1 el alelo RANTES -28G.
El alelo -28C se asocidé con la susceptibilidad a la infeccion por el VIH-1 en
sexoservidoras y drogadictas (p=9.2E-16, p=8.2E-28 respectivamente), y
mostré también una asociacion con la resistencia a esta infeccion en las

mujeres sanas (p=4.2E-4) (TABLA XVI).

Tabla XVI

VALORES DE ODDS RATIO OBTENIDOS DE LA ASOCIACION DE LAS FRECUENCIAS
ALELICAS DE RANTES -28, IN1.1 Y 3222 CON A LA INFECCION POR VIH-1,
EN MUJERES SANAS, DROGADICTAS, SEXOSERVIDORAS Y
MUJERES VIH-1 POS ANALIZADAS

GRUPO 28 In1.1 3222
G | ¢ T | ¢ T c
SANAS OR 0.725 0.037 1.961 0.826 0.131 0.853
n=168 X2 0.80 1244 229 0.76 50.39 032
p 0.371 0.00042 0.013 0.382 1.25E-12 0573
SEXOSERVIDORAS OR 0518 110 0613 2519 0.024 16.73
n=168 X2 288 64.58 072 15.82 81.72 123.86
p 0089  926E-16 |  0.39 7.0E5 1.56E-19 9.05E-29
DROGADICTAS OR 1300 2452 139 142 0.103 149
n=153 X2 0.68 119.46 0.48 2.38 53.14 231
p 0.411 8.29E-28 0.490 0.12 31E3 0.128

De los 27 haplotipos posibles de RANTES -28/In1.1/3’222, se
encontraron 26 en la poblacion de estudio, de los cuales solo 10 mostraron
una diferencia estadisticamente significativa entre los diferentes subgrupos y
el subgrupo de mujeres VIH-1 POS. De esos 10 haplotipos, cuya
constitucién se muestra en la Tabla XIV (pag. 47), los que se encontraron
asociados con la susceptibilidad a la infecciéon por VIH-1 en mujeres sanas

fueron los haplotipos F6, F11, F14, F20 y F23 (p=6E-5); en las
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sexoservidoras fueron los haplotipos F4, F5, F6 y F14 (p=1E-5), y en las
usuarias de drogas se encontraron los haplotipos F4, F5, F6, F10 F11, F13,
F14, F20 y F23 son los que presentaron asociacion con la susceptibilidad a

la infeccidn por VIH-1 (p=8E-5) (Tabla XIV, pag. 50).

En mujeres sanas, los haplotipos asociados con la resistencia a la
infeccion por VIH-1 fueron el F5 y F8 (p=6E-5); mientras que en
sexoservidoras fueron el F10, F11 y F13 (p=1E-5); y en drogadictas no hubo

hapolitpos asociados con la resistencia a esta infeccion (Tabla X1V, pag. 50).

Los haplotipos no mostraron asociacién con la sintomatologia en la

mujeres VIH-1 POS (p=0.2) (Tabla XIV, pag. 50).

6.6.1.3 Asociacion de alelos, genotipos y haplotipos de RANTES
-28G/C In 1.1T/C 3’°222T/C con la susceptibilidad a la
infeccién por VHC.

No se encontrd asociacion entre los genotipos de RANTES -28, In 1.1y
3’222 con la infeccion por VHC en los subgrupos de estudio. Sin embargo, al
hacer la evaluaciéon del grupo de personas en las cuales se detecto una
infeccion por VHC durante el presente estudio, y compararlos con las
mujeres sanas, se establecidé una asociacion de los genotipos -28C/C y -28

G/C con la resistencia a la infeccion por VHC (p = 0.00001), denotando una

clara relacion con el alelo -28C (Tabla XVII).
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Tabla XVII

FRECUENCIAS GENOTIPICAS DE RANTES -28, IN1.1Y 3222 Y ODDS RATIO
ASOCIADO A LA INFECCION POR VHC, EN MUJERES SANAS, DROGADICTAS,
SEXOSERVIDORAS Y MUJERES VIH-1 POS

GRUPO W -28 In1.1 3222
66 | ec | cc [ tmlwc ] cec | m | e | ce

SANAS NEG | f 0 153 15 82 71 15 29 124 15
POS | f 9 12 0 M7 3 2 19 0

n=168 OR | N 0.0 00 | NA NA  NA | 046 046 046

x2 | 1921 1921 1921 | 062 062 062 | 324 324 324

p | 000001 000001 000001 | 073 073 073 | 019 019  0.19

SEXOSERVIDORAS | NEG | f 76 79 11 124 38 4 134 29 3
POS | f 1 1 0 1 0 1 1 1 0

n=168 OR | NA N/A NA |10 00 3 NA  ONA  NA

x2 | 014 014 o014 | 169 169 169 | 144 144 144

p | 093 093 093 [o019 019 019 | 048 048 048

DROGADICTAS | NEG | f 92 29 23 89 46 9 40 93 11
POS | f 8 1 0 6 2 1 1 8 0

n=153 orR | NA N/A NA | NA ONA NA | NA O ONA  NA

x2 | 260 260 260 | 059 059 059 | 232 232 232

p | 027 02 027 o7 o074 o074 | 031 031 031

VIH-1 POS NEG | f 12 125 20 86 64 7 12 125 20
n=168 POS | f 0 10 0 4 5 1 0 10 0
orR | NA N/A NA | NA ONA NA | NA O NA  NA

x2 | 277 27 217 | 158 158 158 | 033 033 033

p | 025 025 025 |045 045 045 | 084 084 084

6.6.2 Polimorfismos del Gen que Codifica para el Correceptor CCRS5.

6.6.2.1 Frecuencia del polimorfismo A32 del gen que codifica para
CCR5.

Los resultados mostraron una frecuencia del genotipo CCR5 +/+ (nativo)
de 0.97 en sexoservidoras, de 0.92 en las drogadictas, de 0.96 en mujeres

VIH-1 POS vy de 0.97 en mujeres sanas donadoras de sangre (Figura 2).
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Para el genotipo heterocigoto CCR5 +/A32, las frecuencias estimadas

fueron: en sexoservidoras de 0.03, en drogadictas de 0.071, en mujeres VIH-

1 POS de 0.035 y en mujeres sanas de 0.024 (Figura 2).

Las frecuencias encontradas del genotipo homocigoto para CCR5 A32,
fueron de cero en las sexoservidoras, mujeres VIH-1 POS y mujeres sanas,

mientras que en drogadictas fue de 0.001 (Figura 2.).
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Figura 2. FRECUENCIA DE LOS GENOTIPOS DE CCR5 EN MUJERES
SANAS, DROGADICTAS, SEXOSERVIDORAS Y MUJERES
VIH-1 POS

La frecuencia del alelo CCR5 + (nativo) en sexoservidoras fue de 0.98,
en drogadictas de 0.96, en mujeres VIH-1 POS de 0.98 y en mujeres sanas

de 0.98. La frecuencia del alelo CCR5 A32 en sexoservidoras se establecio
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en 0.015, en drogadictas en 0.037, en mujeres VIH-1 POS en 0.018 y en

mujeres sanas en 0.012 (Figura 3.).

FRECUENCIAS ALELICAS
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Figura 3. FRECUENCIAS ALELICAS DE CCR5 EN MUJERES SANAS,
DROGADICTAS, SEXOSERVIDORAS Y MUJERES VIH-1 POS

Asociacion de alelos y genotipos del polimorfismo A32 del
gen que codifica para CCRS5 con la susceptibilidad a la
infeccién por VIH-1.

encontrd una asociacion entre los genotipos de CCR5 vy la

infeccion por VIH-1 en la poblacion de estudio (Tabla XVIII).
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Tabla XVIII

FRECUENCIAS GENOTIPICAS DE CCR5 Y EL OR ASOCIADO A LA INFECCION POR
VIH-1 EN MUJERES SANAS, DROGADICTAS Y SEXOSERVIDORAS Y MUJERES
DEL NORESTE DE MEXICO

CCR5 CCRS +/+ CCRS5 +/A32 OR Ic p
(n) (n)
SEXOSERVIDORAS 163 5 0.83 0.21<OR<3.14 0.75
DROGADICTAS 142 11 2.09 0.69 <OR < 6.54 0.14
SANAS 164 4 0.65 0.15<0OR < 2.68 0.51

Solo se encontro asociacion entre el alelo CCRS A 32 y la resistencia a la

infeccion por VIH-1 en el subgrupo de drogadictas (p=0.009) (Tabla XIX).

Tabla XIX

VALORES DE ODDS RATIO OBTENIDOS DE LA ASOCIACION DE LAS FRECUENCIAS
ALELICAS DE CCRS5 +/A32 CON LA INFECCION POR VIH-1 EN MUJERES SANAS,
DROGADICTAS Y SEXOSERVIDORAS

CCR5 A32 OR x? [o3 p
SEXOSERVIDORAS 0.83 0.40<OR<174 0.59
DROGADICTAS 0.48 6.74 --- 0.009
SANAS 0.66 0.30 <OR < 1.45 0.26

6.6.2.3 Asociacion de alelos y genotipos del polimorfismo A32 del
gen que codifica para CCRS5 con la susceptibilidad a la
infeccion por VHC.

Todas las mujeres en las que se detecto infeccidon por VHC, presentaron

un genotipo CCR5 +/+ (nativo), por lo que no se puedo establecer una
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asociacion de la infeccion por VHC con los genotipos y alelos derivados de

la mutacién A 32 en el gen que codifica para CCR5 (Tabla XX).

Tabla XX

FRECUENCIAS GENOTIPICAS DE CCR5 Y EL RESPECTIVO OR ASOCIADO
A LA INFECCION POR VHC EN MUJERES ESTUDIADAS

CCRS VHC POS VHC NEG OR I o
(n) (n)
CCR5 +/+ 19 612
CCRS5 +/A32 1 25 0.46 0.04 < OR < 11.39 0.48
CCR5 A32/A32 0 0

6.6.3 Polimorfismos del Gen que Codifica para la Apolipoproteina E.

6.6.3.1 Frecuencia de los polimorfismo del gen que codifica para la
Apolipoproteina E.

Como se puede observar en la Tabla XXI, el alelo mas frecuente en las
mujeres sanas y en las drogadictas fue el E3 (0.49); en las sexoservidoras la
frecuencia de los tres alelos de Apo E fue similar (E2=0.32, E3=0.34,
E4=0.34), mientras que en las mujeres VIH-1 POS predominé el alelo E4
(0.44).

El genotipo mas frecuente de Apo E en todos los subgrupos de estudio
fue el E3/E4. Las drogadictas y las mujeres sanas, presentaron frecuencias
genotipicas muy similares entre si, mientras que el genotipo E3/E4 fue el
mas frecuente en sexoservidoras y el E4/E4 en las pacientes VIH-1 POS

(Tabla XXI).
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Tabla XXI

FRECUENCIA DE GENOTIPOS Y ALELOS DEL GEN QUE CODIFICA PARA LA
APOLIPOPROTEINA E ENCONTRADA EN LOS DIFERENTES

SUBGRUPOS DE ESTUDIO.

POBLACION QUE LO

POBLACION QUE LO

SUBGRUPO DE GENOTIPO PRESENTA DISTRIBUCION DE PRESENTA
ESTUDIO DE APO E ALELOS
n geno:ipica n f alélica
E2/E2 12 0.05 Homocigoto €2 12 0.23
E2/E3 33 0.22 Heterocigoto 2 53
SANAS E2/E4 20 0.13 Homocigoto &3 34 0.49
n=168 E3/E3 34 0.24 Heterocigoto 3 97 '
E3/E4 64 0.28 Homocigoto ¢4 5 0.28
E4/E4 5 0.08 Heterocigoto ¢4 84
E2/E2 24 0.10 Homocigoto 2 24 0.32
E2/E3 37 0.22 Heterocigoto 2 60
SEXOSERVIDORAS E2/E4 23 0.22 Homocigoto €3 8 0.34
n=168 E3/E3 8 0.11 Heterocigoto €3 97
E3/E4 60 0.23 Homocigoto &4 16 0.34
E4 /E4 16 0.12 Heterocigoto ¢4 83
E2/E2 12 0.06 Homocigoto €2 12 0.25
E2/E3 29 0.24 Heterocigoto €2 52
DROGADICTAS E2/E4 23 0.13 Homocigoto €3 36
n=153 E3/E3 36 0.24 Heterocigoto £3 77 049
E3/E4 48 0.26 Homocigoto &4 5 026
E4 / E4 5 0.07 Heterocigoto ¢4 71 '
E2/E2 13 0.06 Homocigoto €2 13 024
E2/E3 20 0.16 Heterocigoto €2 57
VIH-1 POS E2/E4 37 0.21 Homocigoto &3 16 0.2
n=168 E3/E3 16 0.10 Heterocigoto €3 75
E3/E4 55 0.28 Homocigoto ¢4 28 0.44
E4 /E4 28 0.19 Heterocigoto ¢4 92
E2/E2 61 0.07 Homocigoto 2 61 026
p E2/E3 119 0.21 Heterocigoto g2 221
POBLACION TOTAL E2/E4 102 0.18 Homocigoto €3 95 0.40
n =657 E3/E3 95 0.16 Heterocigoto €3 346
E3/E4 227 0.27 Homocigoto &4 54 0.33
E4/E4 54 0.11 Heterociaoto ¢4 329
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6.6.3.2 Asociacion de alelos y genotipos del gen que codifica para

la Apolipoproteina E con la infeccién por VIH-1.

Para estimar la asociacion entre los alelos y genotipos de Apo E vy el
riesgo de adquirir la infeccion por VIH-1, se calculo el odds ratio (OR) en
cada subgrupo. Los resultados mostraron que el alelo E4 presento
asociacion con la susceptibilidad a la infeccién por VIH-1 (p<3.4E-4), y el
alelo E3 con la resistencia a dicha infeccion en drogadictas y en mujeres
sanas (p=2.5E-3 y p=3.4E-4, respectivamente), sin embargo se asocié con la
susceptibilidad a la infeccion en sexoservidoras (p<1E-5). El alelo E2 no

mostré asociacion con la infeccion por VIH-1 (Tabla XXII).

Tabla XXII

ODDS RATIO OBTENIDOS DE LA ASOCIACION DE LAS FRECUENCIAS ALELICAS DEL
GEN QUE CODIFICA PARA APO E CON LA INFECCION POR VIH-1, EN MUJERES
SANAS, DROGADICTAS Y SEXOSERVIDORAS

REGRESION LOGISTICA
SEXOSERVIDORAS DROGADICTAS SANAS
ALELO OR x? P OR x? P OR x? P
E2 1.0 1.0 1.0
E3 1.25 22,5 <1E-5 0.67 9.0 2.5E-3 0.60 12.8 3.4E-4
E4 1.68 1.68 1.46

Los genotipos de Apo E mostraron una relacion estrecha con la infeccion
por VIH-1. El analisis de asociacion mostrd, que las portadoras del genotipo
E4/E4 (OR > 3.5) y del E2/E4 (OR > 1.6) tenian mayor riesgo de adquirir la
infeccion por VIH-1, en comparacion con las mujeres portadoras de los otros

genotipos (p < 2.8E-3) (Tabla XXIll).
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Tabla XXIII

ODDS RATIO OBTENIDOS DE LA ASOCIACION DE LAS FRECUENCIAS GENOTIPICAS
DEL GEN QUE CODIFICA PARA APO E CON LA INFECCION POR VIH-1, EN MUJERES
SANAS, DROGADICTAS Y SEXOSERVIDORAS

ANALISIS DE MOMIOS

SEXOSERVIDORAS DROGADICTAS SANAS
GENOTIPO | OR x? P OR x? p OR x? P
E2/E2 1.0 1.0 1.0
E2/E3 1.0 0.7 0.6
E2/E4 34 18.1 | 2.8E-3 16 281 | 3.4E-5 18 315 | 7.3E-6
E3/E3 4.0 0.4 0.4
E3/E4 1.8 1.1 0.8
E4/E4 3.5 5.6 5.6

REGRESION LOGISTICA

GENOTIPO | OR x? P OR x? p OR x? P
E2/E2 1.0 1.0 1.0
E2/E3 1.0 0.7 0.6
E2/E4 3.1 16 1.8
0.47 | 0.493 0.08 0.76 202 | 0.154
E3/E3 4.0 0.4 0.4
E3/E4 1.8 1.1 0.8
E4/E4 35 5.6 5.6

6.6.3.3 Asociacion de alelos y genotipos del gen que codifica para la
Apolipoproteina E con la infeccion por VHC.

No se encontré una asociacion entre los alelos y genotipos del gen que
codifica para APO E con la susceptibilidad o resistencia a la infeccion por

VHC.
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6.7 Patréon de expresion de RANTES y Apo E.

6.7.1 Patron de expresion de RANTES

Los niveles séricos de RANTES fueron comparados entre los cuatro
subgrupos: mujeres donadoras de sangre, mujeres VIH-1 POS, drogadictas
y sexoservidoras. Esta comparacion mostré que el subgrupo de mujeres
donadoras de sangre presentaron valores superiores a los encontrados en
promedio en el subgrupo de sexoservidoras (p<1E-4); que el grupo de
sexoservidoras tenia a su vez valores de RANTES superiores a las
drogadictas (p<1E-4) y que este ultimo subgrupo presento concentraciones

mayores al de las pacientes VIH-1 POS (p<1E-4) (Tabla XXIV y XXV).

Tabla XXIV

PRINCIPALES PARAMETROS ESTADISTICOS QUE DESCRIBEN LA EXPRESION DE
RANTES EN MUJERES SANAS, DROGADICTAS, SEXOSERVIDORAS Y
MUJERES VIH-1 POS

EXPRESION DE RANTES
PARAMETROS
VIH-1 POS SANAS DROGADICTAS | SEXOSERVIDORAS
Promedio (ug/ml) 55.7 107.9 96.9 74.8
Maximo (ug/ml) 252.4 49487 587.9 2138.0
Minimo (ug/ml) 2 0 0.67 2
Desviacion estandar 51.12 383.2 118.1 166.5
(ug/mi)
Varianza (ug/ml) 2629.3 146883.2 13956.6 27729.8

No se encontrdé asociacién entre los alelos y los genotipos de los SNPs

de RANTES -28, In1.1 'y 3'222 con los niveles de expresion de éste gen.
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Tabla XXV

RESULTADOS DE LA COMPARACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE
RANTES, EN MUJERES SANAS, DROGADICTAS, SEXOSERVIDORAS Y

MUJERES VIH-1 POS

F p F P
VIH-1 < SX 0.09 <0.0001 SA > UD 10.52 <0.0001
VIH-1 < UD 0.19 <0.0001 SA > SX 5.30 <0.0001
VIH-1 < SA 0.02 <0.0001 UD < SX 0.50 <0.0001

SA>SX>UD > VIH1

Al evaluar la expresién de los SNPs de RANTES en funcion del
ligamiento que se presenta entre el SNP RANTES 3222 T/C y el SNP
RANTES -28 G/C, se encontré que los niveles de expresion de RANTES
3'222T/C ligado a RANTES -28G/C eran mayores a los de la expresion de
RANTES 3'222T/C ligado a RANTES -28G/G, y el que presentd los niveles
mas bajos de expresion fue RANTES 3'222T/C ligado a RANTES -28C/C
(R?=0.986). No se encontrd asociaciéon entre los niveles de expresion en

funcién del ligamiento antes mencionado y la sintomatologia en las pacientes

VIH-1 POS (p=0.084).

Los niveles de expresion de los haplotipos mas frecuentes (n > 30)

fueron, de mayor a menor expresion, los siguientes: F5, F11, F1, F4, F10,

F14 y F23 (R?=0.991) (Tabla XXVI).
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Tabla XXVI

PARAMETROS ESTADISTICOS QUE DESCRIBEN LA EXPRESION DE LOS
HAPLOTIPOS MAS FRECUENTES DE RANTES -28/IN1.1 /3222
ENCONTRADOS EN MUJERES ESTUDIADAS

HAPLOTIPOS
PARAMETROS F1 Fa F5 F10 F11 F14 F23
n =60 n =98 n=74 n =69 n =380 n =45 n=34
Promedio (ng/ml) 118.6 75.8 148.8 74.9 83.4 67.5 64.8
Maximo (ug/ml) 587.9 840.0 4,948.7 322.9 2,138.0 193.9 187.9
Minimo (ug/ml) 6.4 1.25 5.0 0.92 0.7 0.67 2.0
Z:;‘:g:ir"’(ﬂg i) 149.3 75.8 5713 58.3 235.7 49.2 46.8
Varianza (ug/ml) 222834 | 82349 | 3263944 | 34006 | 55582.6 | 2,419.1 | 2,193.4

De igual forma, se evaluaron los niveles de expresion de los haplotipos
de RANTES en mujeres VIH-1 POS, solo que en este caso el orden de
mayor a menor expresion fue el siguiente: F14, F20, F4, F5, F11 y F23

(R?=0.947) (Tabla XXVII).

Tabla XXVII

PARAMETROS ESTADISTICOS QUE DESCRIBEN LA EXPRESION DE LOS
HAPLOTIPOS MAS FRECUENTES DE RANTES -28 /IN1.1 /3’222
ENCONTRADOS EN UN GRUPO DE MUJERES VIH-1 POS

HAPLQTIPOS
PARAMETROS F4 F5 F11 F14 F20 F23
n =27 n=18 n=11 n=12 n = 36 n =27
Promedio (ug/ml) 91.2 96.5 61.2 83.0 57.9 52.1
Maximo (ug/ml) 200.0 165.0 164.4 193.9 252.4 187.9
Minimo (ug/ml) 5.5 31.7 2.0 18.0 2.0 2.0
Desviacién estandar (ug/ml) 52.5 96.5 46.0 57.1 56.7 43.3
Varianza (ug/ml) 2,7528 | 2,197.8 | 21210 | 3,2649 | 32134 | 18729
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Al comparar la expresion de los haplotipos en mujeres VIH-1 POS con
respecto al que se presento en la poblacion total, se observo una
disminucién en los niveles de expresion de los haplotipos mas frecuentes de
RANTES -28/In1.1/3'222, salvo en los haplotipos F14 y F23, en los cuales no
se presento un cambio significativo (r = -0.38).

La expresion de RANTES fue menor en presencia de infeccion por VHC
(R? = 1), salvo en las mujeres VIH-1 POS, grupo en el cual no se presento

una diferencia significativa (Tabla XXVIII).

Tabla XXVIII

PARAMETROS ESTADISTICOS QUE DESCRIBEN LA EXPRESION DE RANTES EN
PRESENCIA Y AUSENCIA DE INFECCION POR VHC, EN MUJERES SANAS,
DROGADICTAS, SEXOSERVIDORAS Y MUJERES VIH-1 POS

EXPRESION DF RANTES
PARAMETROS

SEXOSERVIDORAS DROGADICTAS VIH-1 POS SANAS

VHC VHC VHC VHC VHC

POS Vr';'f :‘G'ZG POS Vr';"f :‘4'540 POS | NEG | POS Vr';"_: :‘;G

n=2 - n=9 - n=11 n=157 | n=0 -
Promedio (ug/ml) 383 75.24 109.61 96.16 924 73.05 .- 107.9
Mediana (ug/ml) 383 50.65 83.17 4972 101.0 60.0 .- 74.1
Desviacion estandar (ug/ml) 17.9 167.47 86.64 120.01 49.93 51.28 -- 383.2
Maximo (pig/ml) 51.0 2,138.0 236.4 587.9 159.0 2524 .- 49487
Minimo (ng/ml) 25.6 2.0 7.0 0.675 217 2.0 .- 0
\/arian7a [1inlml\ RV NN 22 NAT7 7 7 RNR’ N 14 ANA R 2 A0 R 2TR7 - 14R RR2 2

6.7.2 Patron de expresion de Apo E

No hubo una diferencia significativa en la expresion de Apo E entre las
personas con infeccion por VHC y las personas sin esta infeccion viral (Tabla

XXIX), salvo en el grupo de sexoservidoras, sin embargo, la frecuencia de
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sexoservidoras con VHC fue muy baja y no permite hacer una comparacién
estadisticamente valida de los niveles de expresion de Apo E entre

sexoservidoras VHC positivas y VHC negativas.

Se encontrdé que en sexoservidoras los niveles de expresion de Apo E
eran superiores a los encontrados en drogadictas, las cuales a su vez tenian
valores superiores al de las pacientes VIH-1 POS y éstas ultimas
presentaron concentraciones mayores de Apo E al de las mujeres sanas

(R?=0.956) (Tabla XXIX).

Tabla XXIX

PARAMETROS ESTADISTICOS QUE DESCRIBEN LA EXPRESION DE APO E EN LOS
SUBGRUPOS DE MUJERES DEL NORESTE DE MEXICO QUE CONFORMARON LA
POBLACION DE ESTUDIO. SE DESCRIBE DICHA EXPRESION EN PRESENCIA Y
AUSENCIA DE INFECCION POR VHC

EXPRESION DE Apo E

SEXOSERVIDORAS DROGADICTAS VIH-1 POS SANAS
PARAMETROS

VHC VHC

pos | VHCNEG | VHCPOS | VHCNEG | VHCPOS | VHCNEG | poc | VHCNEG

- n =166 n=9 n=144 n=11 n=157 - n=168

n=2 n=0
Promedio 253.3 394.4 225.68 230.31 144.72 221.33 - 331.04
(ug/m)
Mediana (ug/ml) | 2533 3256 207.6 191.0 66.4 201.6 - 3476
Desviacion 7341 338.07 216.43 202.23 180.86 179.75 -- 161.56
estandar (ug/ml)
Méximo (ug/ml) | 3050 2,0816 7136 11976 605.6 854.4 - 794.0
Minimo (ng/ml) 2016 56 10.0 1.0 04 0.4 -- 2.53
Varianza (ug/ml) | 53458 | 1142039 | 468452 | 409010 | 327134 | 323129 - 26,102.7

Al evaluar los niveles de expresion de los genotipos de Apo E, se encontro
que el orden de mayor a menor expresion fue la siguiente: E4/E4, E3/ES3,

E3/E4, E2/E2, E2/E3, E2/E4 (R?*=0.935) (Tabla XXX).
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Tabla XXX

PARAMETROS ESTADISTICOS QUE DESCRIBEN LA EXPRESION DE LOS GENOTIPOS
DE APO E ENCONTRADOS EN UN GRUPO DE MUJERES VIH-1 POS

EXPRESION DE GENOTIPOS DE Apo E
PARAMETROS E2/E2 E2/E3 E2/E4 E3/E3 E3/E4 E4/E4
n=61 n=119 n=102 n=95 n=227 n=54

Promedio (ug/ml) 330.9 287.3 2316 312.4 3013 305.7
Desviacién 2315 206.5 185.6 278.9 244.1 3222
estandar (ug/ml)
Maximo (ug/ml) 1,093.6 1,102.4 7816 2,0816 2,007.6 305.7
Minimo (ug/mi) 56 25 10.0 04 24 56
Varianza (ug/ml) | 53,584.0 | 42,657.5 | 34,457.3 | 77,798.6 | 59,595.1 | 103,835.5

68



CAPITULO 7

DISCUSION

Se determin6 una prevalencia de infeccion por VIH-1 de 0.6% tanto en
sexoservidoras, como en drogadictas. En ambos casos esta estimacion es
menor que la establecida para dichos grupos a nivel nacional, pues en
trabajadores sexuales, sin distincion de genero, se estimo una prevalencia
de 5.5% durante el 2005, y en usuarios de drogas inyectables, también sin
distincion de genero y durante el mismo afo, se determind una prevalencia
de 2.8%. [2]

La prevalencia de VIH-1 en drogadictas, determinada en este estudio, es
mucho menor a la reportada en otros paises como China y Canada, en
donde la prevalencia es de 8.1% y de 13.2%, respectivamente.[1] Pueden
existir diversos factores que contribuyen a esta diferencia, entre ellos los
genéticos, los econdmicos, culturales, y el medio ambiente.
Lamentablemente, en lo que respecta a México, se aprecia claramente un
incremento en la prevalencia, dado que mientras que a nivel nacional era de

1.2% en 1997, en el 2005 fue 2.8%. [1, 2]

En relacion a las sexoservidoras, se determino una prevalencia de
infeccion por VIH-1 mayor a la reportada en otros paises como China, en
donde los registros sefialan una prevalencia de 0.3% en el 2007. [1] En este

grupo, se ha reportado un incremento en la prevalencia de infeccion por VIH-
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1 en México, pues se estimo en 0.3% en 1999 y como se menciond
previamente, en el 2005 fue de 5.5%. [1, 2]

Las conductas de riesgo asociados con la adquisicion de infeccion por
VIH-1 en sexoservidoras fue un numero de parejas mayor de 6 (p=1E-5) y
tener relaciones bisexuales (p=2E-5). En cambio, en drogadictas, estas
conductas y el consumo de drogas inyectables fueron las relacionadas con

la adquisicion de infeccion por VIH-1.

La prevalencia de infeccion por VHC en sexoservidoras (1.2%), en
drogadictas (5.7%) y en pacientes VIH-1 POS (5.9%), fue mayor a la
reportada en estudios realizados en donadores de sangre mexicanos, en los

que se determind una prevalencia que fluctua entre 1.1% y 0.8%. [97, 98]

En las pacientes VIH-1 POS la coinfeccién con VHC (5.95%) fue menor a
la reportada en un estudio realizado en individuos VIH-1 POS del Noreste de
México, en el cual se determino una coinfeccion del 12.1%, y se incluian
tanto hombres como mujeres. [88] También fue menor a la reportada en
pacientes VIH-1 POS, sin distincion de género, en otros paises como
Espafa, en donde la frecuencia de coinfeccidn con estos dos virus llega a

ser del 54% al 55%. [99]

Los factores de riesgo presentes en las mujeres VHC POS, muestran
como el uso de drogas inyectables tiene mayor ingerencia en la transmision
de esta infeccion viral, sobrepasando con mucho a los otros factores que son

la promiscuidad sexual, la bisexualidad y las ETS (p<1E-5).
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En la poblacion general, las frecuencias alélicas y genotipicas de los
SNPs de RANTES In1.1 y -28 estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg
(HW). Asi mismo, se determiné que la frecuencia del alelo -28G (0.59) fue
similar a la reportada en chinos y japoneses (0.62), [10, 100] sin embargo, se
ha encontrado raramente o con poca frecuencia en otros grupos étnicos

como los asiaticos (0.13) [29, 31]

En el grupo de mexicanas que se estudio, se encontrd una frecuencia del
alelo In 1.1C de 0.23, mientras que en Euroamericanos se ha encontrado
una frecuencia de 0.14, de 0.20 en Afroamericanos y de 0.34 en Asiaticos.
[29] Para el alelo 3'222C se determiné una frecuencia de 0.39, valor que es
superior al reportado en Euroamericanos (0.11), en Afroamericanos (0.07) y

en Asiaticos (0.24). [29]

Los resultados mostraron una asociacion del alelo RANTES 3'222T con la
resistencia a la infeccion por VIH-1; y el alelo RANTES -28G no presenté
asociacion con esta infeccion. En cambio, con respecto a los demas alelos
de los SNPs de RANTES -28, In1.1 y 3’222 y su asociacidn con la infeccion
por el VIH-1 es controversial, pues en algunos casos, como el del alelo
In1.1C, éste mostré una asociacidon con la susceptibilidad a esta infeccién
viral en sexoservidoras, pero dicha relacion no permanecié constante en los
demas subgrupos de estudio; o bien, como el comportamiento que presenté
el alelo -28C, que en algunos subgrupos la asociacion se presenté con la

resistencia al VIH-1 y en otros con la susceptibilidad a este.
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Sin embargo, parte de esta controversia es justificada por las frecuencias
alélicas y genotipicas derivadas de los SNPs de RANTES -28/In 1.1/3'222,
asi como de los haplotipos derivados de ellos, junto con su respectiva
asociacion con la infeccidon por VIH-1, ya que sugieren fehacientemente que
los diferentes SNPs de RANTES influyen unos sobre otros. Asi, al analizar
estas frecuencias y asociaciones, es evidente que el SNP 3'222T esta
asociado con la resistencia a la infecciéon por VIH-1, y que su influencia
prevalece sobre la que pudiera ejercer cualquier otro SNPs de RANTES
individualmente. En cambio, la presencia conjunta del SNP 28C e In 1.1T,
anulan la influencia que tiene el SNP 3'22T sobre la resistencia a la infeccién
por VIH-1.

Por otra parte, la relacién entre los SNPs de RANTES vy sus frecuencias
en los diferentes subgrupos de estudio muestran claramente la asociacién
de RANTES In 1.1T y -28C con la susceptibilidad a la infeccion por VIH-1, y
la neutralidad del SNP -28G con respecto a esta infeccién. Sin embargo, no

esta clara la relacion del In 1.1 C y 3°222C con los otros SNPs de RANTES.

En nuestra poblacion de estudio integrada por mexicanas procedentes
del noreste de México, no se logré establecer la asociaciéon del alelo In1.1C
con un efecto protector al la infeccion por VIH-1 descrito para poblacién
hispana, [36] pero si se establecid una relacion del alelo In1.1T con la
susceptibilidad a esta infeccién en mujeres sanas.

El genotipo 3'222C/C, fue el unico que presento asociacidon con la

susceptibilidad a la infeccién por VIH-1 en los diferentes subgrupos de
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estudio. ElI genotipo RANTES 3'222T/C, mostré6 asociacién con la
resistencia a la infeccion en mujeres sanas y drogadictas, y con la
susceptibilidad a la misma en sexoservidoras. Este comportamiento que no
es congruente con la relacion que presentaron individualmente los alelos que
lo conforman con la infeccién por VIH-1, puede estar mas asociado con la
interaccién que se da entre los SNPs RANTES 3'222T y RANTES 3'222C
con el SNP RANTES In 1.1T, que en el presente estudio mostré una
asociacion con la susceptibilidad a la infeccion por VIH-1 y que esta
presente, en forma adjunta, en mas del 63% de los alelos de RANTES 3’222

observados en las sexoservidoras.

En cuanto al genotipo RANTES 3’222T/T, llama la atencion que no
mostré asociacion con la infeccién por VIH-1 (OR=1.0, p=1E-5), pues era de
esperar una asociacion con un efecto protector por la presencia del alelo
3'222T, que en este estudio se encontrd relacionado con la resistencia a la
infeccion por dicho virus. Este comportamiento podria influir en la presencia
del SNP RANTES In 1.1T, que se encontrd asociado con la susceptibilidad a
la infeccion por VIH-1, y se encuentra en mas del 70% de toda la poblacion
de estudio. Este alelo presenta un efecto contrario al del asociado con el
alelo 3'222T, por lo que aparentemente, se estaria compensado uno y otro
efecto, quedando una resultante neutra en cuanto a la asociacién con la

infeccién por VIH-1. [36-38]

Los genotipos RANTES In1.1C/C y T/C presentaron una asociacion con

la susceptibilidad a la infeccion por el VIH-1.
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Los genotipos de RANTES -28C/C y T/C muestran también una
susceptibilidad a la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana
tipo 1, pero en este caso, esta asociacion esta presente tanto en
sexoservidoras como en drogadictas, no asi en mujeres sanas, donde se
asocian con una mayor resistencia a la infeccion por VIH-1. Este
comportamiento podria estar relacionado con el ligamiento que se observd
entre RANTES 3’222 y RANTES -28, y apoyar que el SNP RANTES 3'222T,

se asocia con la resistencia a dicha infeccion viral.

Con respecto a los haplotipos, algunos de ellos se presentan en forma
caracteristica en cada subgrupo de estudio: en mujeres sanas fue el
haplotipo F5, en sexoservidoras el F11, en drogadictas el F1 y en mujeres

VIH-1 POS el haplotipo F20.

El haplotipo F20 fue asociado en mujeres sanas y en drogadictas con una
alta susceptibilidad a la infeccién por VIH-1, y fue precisamente el mas

frecuente en las mujeres VIH-1 POS que participaron en el presente trabajo.

En drogadictas los haplotipos mas frecuentes fueron el F1 y F2. El

primero no mostré asociacion con la infeccion por VIH-1, mientras que el

segundo presentd un efecto protector contra la infeccidon por VIH-1 (p=8E-5).

Los haplotipos no mostraron una asociacion con la sintomatologia en las

mujeres VIH-1 POS (p=0.2).
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La ocurrencia de los alelos, genotipos y haplotipos en los diferentes
subgrupos de estudio y su asociacion con la infeccién por VIH-1, indican que
los haplotipos CTT y GTC de RANTES -28/In1.1/3'222 son los asociados a
la susceptibilidad a la infeccion por VIH-1 en la poblacion del noreste de
México que participo en el presente estudio, ademas, que el alelo RANTES
In 1.1T es el que mas influye en la susceptibilidad a la infeccién por VIH-1, lo
cual difiere de lo reportado en otros estudios, donde el alelo In 1.1C es el de

mayor preponderancia en la asociacion con esta infeccion. [38, 43]

Es importante resaltar que el haplotipo GTT fue el asociado con la

resistencia a la infecciéon por VIH-1 en nuestra poblacién de estudio.

Asi mismo, llama la atenciéon que el alelo RANTES -28G, que en forma
independiente no mostré asociacion con la infeccion por VIH-1, sin embargo
como parte de un haplotipo parecen influir en la resistencia a dicha infeccion
viral, sobre todo si como genotipo homocigoto presenta una fuerte
asociacion con la infeccidon, pero el factor de riesgo es 1 (uno). Esta
observacion enmarca la importancia de sefalar que, en todos los haplotipos
de RANTES -28/In 1.1/3’222 asociados con la resistencia a la infeccion por
VIH-1 estan presentes, en forma conjunta, el SNP -28G y el SNP 3'222T,
hecho que fortalece la propuesta del efecto neutro del SNP -28G y el efecto

protector del SNP 3°222T.
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Los niveles de expresion de RANTES en mujeres VIH-1 POS fueron
menores a los encontrados en las mujeres sanas, resultados que difieren a
lo observado en otros estudios, en donde la expresién de RANTES es mayor

en la poblacién VIH-1 positiva que en los controles sanos. [101]

No se encontré una asociacion entre los alelos y los genotipos con los
niveles de expresion de RANTES, sin embargo si se encontré una
asociacion, entre los haplotipos, formados por combinacién de genotipos, y
la expresion de RANTES. En este sentido, se esperaria que la diferencia
observada en la expresion de RANTES entre los subgrupos se debiera a la
frecuencia de haplotipos en cada uno de ellos, sin embargo los haplotipos
mas frecuentes en cada subgrupo compensan entre si las diferencias que
presentan en su expresion, por consiguiente, los niveles sericos de RANTES
en cada subgrupo, fueron inherentes al factor de riesgo principal en ellos, o

bien, a la ausencia de los mismos, como es el caso de las mujeres sanas.

Ademas de la influencia que presentaron los factoes de riesgo en la
expresion de RANTES, también se observo que el SNP RANTES -28C
aumentaba los niveles de expresidon de RANTES, salvo en las pacientes

VIH-1 POS.

La variacion en la concentracion de los haplotipos de RANTES en

presencia de infeccion por el VIH-1 es mucho menor.
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Se determino que los genotipos -28C/C y -28 G/C (OR=0.00, p=1E-5)
presentaban un efecto protector contra la infeccion por VHC, lo cual muestré

claramente una relacion entre este efecto y el alelo -28C.

La frecuencia del alelo CCR5 A32 determinada en los diferentes
subgrupos de estudio fue mucho menor en todos los casos, que la reportada
para la poblacidn caucasica, en la que se ha sefialado una frecuencia que va
del 8% al 10%; asi mismo, en sexoservidoras y mujeres sanas la frecuencia
se estimo en niveles por debajo de los reportados para la poblacion hispana

(2% - 5%). [51, 63-65]

Solo se encontrd a la mutacion A 32 de CCR5 asociada a la resistencia a
la infeccion por VIH-1 en el subgrupo de drogadictas. No se encontrd

asociacion entre esta mutacién y la infeccion por VHC.

Las frecuencias de los alelos E2, E3 y E4 que se determinaron en los
subgrupos de estudio, difieren mucho de la determinada en México-
Americanos y en otros grupos étnicos como los alemanes y franceses, sin

embargo son similares a las determinadas en poblacion japonesa. [102-112]

Al comparar las frecuencias genotipicas de Apo E en la poblaciéon de

estudio con respecto a la reportada en otros grupos étnicos, no se encontré

semejanza con alguno de ellos, lo que indica una distribucion genotipica
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caracteristica en el grupo de mujeres del noreste de México que participo en

el presente trabajo. [102-112]

El alelo E2 fue el mas frecuente en las sexoservidoras; el E4 prevalecié

en las mujeres VIH-1 POS y el alelo E3 en drogadictas y mujeres sanas.

El analisis de riesgo mostré6 que el alelo E4 conferia mayor
susceptibilidad a la infeccion por VIH-1 a quienes lo portaban, y un efecto
protector se asocid al alelo E3 en drogadictas y mujeres sanas. Estas

asociaciones coinciden con la reportada en otros estudios.

Sin embargo, en sexoservidoras se encontré una discrepancia con lo
antes sefnalado, pues el alelo E3 en este subgrupo de estudio, se asocio con
la susceptibilidad a la infeccion por VIH-1. Posiblemente, este hecho este
relacionado con que en dicho subgrupo hay una baja frecuencia de
homocigotos para E3, mientras que los heterocigotos, en su mayoria (61%)
son E3/E4, y por consiguiente, esta asociacion del alelo E3 con la
susceptibilidad a la infeccién viral, es mas un reflejo de la participaciéon del

alelo E4, que su propia relacién con dicha infeccion.

Los genotipos mostraron una relacion estrecha con la infeccion por VIH-1,
sin embargo, el analisis de asociacibn mostré que no hay una asociacion
directa con esta infeccion. Posiblemente esta circunstancia se deba a que
dicha relacién se esta dando en funcién de los alelos que los conforman y no

por la interaccion alelo-alelo con la infeccion. Por otra parte, también hay que
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considerar que entre los mecanismos propuestos, a través de los cuales la
APO E participa en infecciones virales, se encuentra el que sefiala que esta
proteina interactua con las proteinas de fusion viral en forma selectiva, cuyo
mecanismo aun es desconocido, pero que implica la consideracion de una
gran diversidad de variables, entre ellas la diferencia estructural entre las
isoformas de la APO E y su correspondiente variacion en la afinidad hacia
las proteinas de fusién, asi como su interaccion con los lipidos en la
formacion de lipoproteinas y su afinidad a los receptores LDL. [14]

Estudios previos han asociado al alelo E2 con concentraciones mas altas
de APO E, y a E4 con niveles de expresion mas bajos, sin embargo, en el
presente estudio se encontré que el genotipo E4/E4 presentaba niveles de
expresion mayores que el E3/E3, y este a su vez superiores que el genotipo

E2/E2, no concordando con la asociacion antes sefalada. [102, 113, 114]

La expresidn encontrada en las formas heterocigotas de Apo E en la
poblacion de estudio, tampoco es coincidente con la reportada en un estudio
realizado en México-Americanos, en el cual se sefala que la expresion de
Apo E es alta en las personas con genotipo E2/E3, es intermedia en el caso
de E3/E3 y son bajas en el genotipo E3/E4; en cambio, los resultados
obtenidos en el presente estudio muestran que la expresién, de mayor a
menor grado, es en el siguiente orden: E4/E4, E3/E3, E3/E4, E2/E2, E2/E3,
E2/E4; coincidiendo con el estudio previamente sefialado, solo en que E3/E3
es mayor a E3/E4, pero divergen en que la expresién en E2/E3 es mayor a

la de los dos genotipos anteriores. [115]
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Hay otro estudio que sefala que la expresion de E2 es menor a la de E3
y E4, y ademas, que en la expresion de Apo E influye la variabilidad
genética, [116] en ese sentido, los resultados obtenidos muestran
coincidencia en cuanto a la comparacidon en los niveles de expresion
respecto a los alelos, sin embargo, en cuanto a la variabilidad genética hay
algunas controversias, pues por un lado se encontré que las frecuencias
alélicas y genotipicas en mujeres sanas y drogadictas fueron muy similares,
sin embargo, la expresién de Apo E en cada grupo fue estadisticamente
diferente, siendo superior en las drogadictas que en las sanas (R?=0.95). Y
por otra parte, la expresiéon de Apo E en sexoservidoras, que en su gran
mayoria estaban sanas, fue mayor a la determinada en mujeres sanas
donadoras de sangre. Ambos grupos tienen una diferente distribuciéon
alélicas y genotipica de Apo E, lo cual apoya la conclusion de que en la

expresion de Apo E influye la variabilidad genética. [116]

Dichas controversias pueden estar relacionadas a que en las mujeres
sanas, en las drogadictas y en las sexoservidoras, prevalecen los
heterocigotos de E3, y no se pudo distinguir en estos casos, cual era el alelo

expresado.

Los niveles de expresion de Apo E no mostraron una variacion

significativa en presencia o ausencia de infeccion por VHC.
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CAPITULO 8

CONCLUSIONES

La prevalencia de infeccién por VIH-1 tanto en las mujeres drogadictas

como en sexoservidoras fue de 0.6%.

Las conductas de riesgo asociados con la adquisicion de infeccién por
VIH-1 en sexoservidoras fue un numero de parejas mayor de 6 (p=1E-5) y
tener relaciones bisexuales (p=2E-5). En drogadictas, estas conductas, y el
uso de drogas inyectables fueron las relacionadas con la adquisicién de esta

infeccion viral.

La prevalencia de infeccion por VHC en sexoservidoras, fue de 1.2%, de

5.7% en drogadictas y de 5.9% en las pacientes VIH-1 POS.

Los factores de riesgo asociados con la infeccién por VHC fueron el uso de
drogas inyectables, la promiscuidad sexual, la bisexualidad y las ETS (p<1E-

5).

El alelo RANTES 3'222T se encontré asociado con la resistencia a la

infeccion por VIH-1 en la poblacion de estudio (p<3.11E-3).
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Se asocio a los haplotipos CTT y GTC de RANTES -28/In1.1/3'222 con la
susceptibilidad a la infeccion por VIH-1 en mujeres del Noreste de México, y

al haplotipo GTT con la resistencia a dicha infeccion.

Se detecto un ligamiento entre los SNPs RANTES -28 y RANTES 3°222,

el cual influye en la expresion de RANTES.

La expresion de los haplotipos de RANTES disminuye en presencia de

infeccion por el VIH-1.

En mujeres mexicanas del Noreste de México, no se pudo establecer la
asociacion del alelo In1.1C con un efecto protector a la infeccién por VIH-1
descrito para poblacion hispana, [36] pero si se establecid una relacion del

alelo In1.1T con la susceptibilidad a esta infeccion. [38, 43]

La expresion de RANTES vari6 en los diferentes subgrupos de estudio en
funcidén de una respuesta antes los factores de riesgo inherentes a cada uno

de ellos.

Se encontré una asociacion de la infeccion por VHC con los genotipos
RANTES -28C/C y -28 G/C (p = 0.00001), los cuales mostraron un efecto
protector contra esta infeccion viral, y ademas queda evidenciada una clara

relacion con el alelo RANTES -28C.
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En las mujeres analizadas se encontré una distribucion genotipica de Apo E
caracteristica, pues es diferente al patrén encontrado en otros grupos

étnicos.

Las frecuencias alélicas de Apo E en la poblacién general que participo
en el presente trabajo fueron: E2 = 0.26, E3 = 040 y E4 = 0.33. Las
frecuencias genotipicas fueron: E2/E2 = 0.07, E2/E3 = 0.21, E2/E4 = 0.18,

E3/E3 = 0.16, E3/E4 = 0.27 y E4/E4 = 0.11.

El alelo E4 se asocié con la susceptibilidad a la infeccion por VIH-1
confiriendo hasta 1.68 veces mas riesgo a ella que los alelos E2 y E3;
mientras que el genotipo homocigoto E4/E4 aumenta hasta 5.6 veces dicho

riesgo.

El alelo E3 se asocid a la resistencia a la infeccién, aumentando
alrededor de un 30% su influencia como factor de proteccién a la infeccion

por VIH-1 cuando se encuentra como homocigoto E3/E3.

Los alelos E2, E3, E4 de Apo E presentaron niveles de expresion

caracteristicos, siendo el alelo E4 el de mayor expresién, seguido por el E3 y

el de menor expresion fue el alelo E2.

En la baja prevalencia de infeccién por VIH-1 en las sexoservidoras y

drogadictas, influyeron factores genéticos del hospedero asociados con la
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prevalencia del alelo E3 de Apo E y su respectiva expresion, asi como con la
presencia del alelo RANTES 3'222T, y niveles de expresion de RANTES

superiores a los encontrados en mujeres con infeccion por VIH-1.

Los niveles de expresion de Apo E no mostraron una variacion

significativa en presencia o ausencia de infeccion por VHC.

La mutacidon A32 en el gen que codifica para CCRS5, solo se encontro

asociada con la resistencia a la infeccion por VIH-1 en drogadictas.
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