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RESUMEN

TITULO: Perfiles de Expresion de los receptores de Cannabinoides tipo 2 en pacientes infectados
con VIH."

AUTORA: KAROL PATRICIA TORRES YEPES™

PALABRAS CLAVE: VIH, Cannabinoides, Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida, Receptor
Cannabinoide CB2.

DESCRIPCION

Introduccion: Los receptores de cannabinoides tipo 2 (CB2) se encuentran en células del sistema
inmune y se sobreexpresan en células crénicamente activadas. Los endocannabinoides modulan la
actividad de las células inmunitarias a través de CB2, sin causar inmunosupresion. El factor de
transcripcion NF-kB induce la transcripcion de genes de proteinas proinflamatorias celulares y del
genoma del Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). In vitro, analogos de cannabinoides inhiben
la replicacion del VIH bloqueando la activacion de NF-«xB. Blancos terapéuticos celulares inhibidores
de la replicacion de VIH tienen menor posibilidad de generar resistencia.

Objetivo: Establecer los perfiles de expresion de los receptores de cannabinoides CB2 en pacientes
infectados con VIH-1 y en individuos sanos y correlacionarlos con los distintos estadios clinicos en
los individuos infectados.

Metodologia: 38 pacientes VIH-1 positivos fueron reclutados de dos centros de atencién de la ciudad
de Bucaramanga, situada al nororiente de Colombia. Igual nimero de individuos no infectados,
pareados por edad y sexo se seleccionaron como controles. Los niveles de expresion de CB2 se
determinaron por gPCR utilizando ARN de células mononucleares de sangre periférica.

Resultados: Se observé una mayor expresion de CB2 en personas infectadas con VIH-1 con
respecto al grupo control. Seis pacientes presentaron una sobre expresion marcada de CB2; tres de
ellos se encontraban en estadio C3 de la infeccién y presentaban comorbilidades tipo SIDA. No se
encontrd correlacion entre los niveles de expresion de CB2 y los estadios de la enfermedad.

Conclusiones: Los receptores CB2 estan sobreexpresados en personas infectadas con VIH. Esta
observacién permite proponer la posibilidad de utilizar farmacos agonistas de CB2, los cuales
podrian actuar como coadyuvantes de la terapia antirretroviral convencional.

* Trabajo de grado
" Facultad de Salud, Escuela de Medicina, Departamento de Ciencias Béasicas Biomédicas, Maestria
en Ciencias Basicas Biomédicas. Director: Herman José Arteaga Narvaez.
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ABSTRACT

TITLE: Expression profiles of Cannabinoid type 2 receptors in patients infected with HIV*
AUTHOR: KAROL PATRICIA TORRES YEPES™

KEYWORDS: HIV, Cannabinoids, Acquired Immunodeficiency Syndrome, CB2 Receptor.

DESCRIPTION

Introduction: Type 2 cannabinoid receptors (CB2) are found on immune system cells and are
overexpressed in chronically activated cells. Endocannabinoids modulate the immune cells
through CB2, without causing immunosuppression. The transcription factor NF-xB induces the
transcription of genes encoding cellular proinflammatory proteins and the genome of the Human
Immunodeficiency Virus (HIV). In vitro, cannabinoid analogues inhibit HIV replication by hampering
NF-xB activation. Cell therapeutic targets that inhibit HIV replication are less likely to generate
resistance.

Objective: To establish the expression profiles of the CB2 cannabinoid receptors in patients
infected with HIV-1 and in healthy individuals and correlate them with the different clinical stages
in the infected individuals.

Methodology: Thirty-eight HIV-1 positive patients were recruited from two care centers of the
Bucaramanga city, at northeastern Colombia. The same number of healthy individuals, matched
by age and sex, were selected as controls. The CB2 expression levels were determined by gPCR,
using RNA from peripheral blood mononuclear cells.

Results: Higher expression of CB2 was observed in the HIV-1 infected group, as compared with
the control group. Six patients had marked overexpression of CB2; three of them were in stage C3
of the infection and had AIDS associated comorbidities. No correlation was found between the
levels of expression of CB2 and the stages of the disease.

Conclusions: CB2 receptors are overexpressed in HIV-1 infected individuals. This observation
allows the possibility to propose the use of CB2 agonist drugs, which could act as adjuvants to
conventional antiretroviral therapy.

* Degree work
* Faculty of Health, School of Medicine, Department of Basic Biomedical Sciences, Master's Degree
in Basic Biomedical Sciences. Director: Herman José Arteaga Narvaez.
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1. IDENTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) ocasiona el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), una de las principales causas de morbi-
mortalidad por enfermedades infecciosas en el mundo. Segun el informe UNAIDS
DATA 2018, para el afio 2017 existian 36.900.000 personas vivas infectadas (Figura
1), se registraron 1,8 millones de nuevas infecciones de VIH y murieron 940,000
personas en el mundo (1). En América Latina en el afio 2016 se estim6 que habia
1,8 millones de personas vivas infectadas por VIH (1) y en Colombia 120,000
personas (2). En Santander en el afio 2016 la prevalencia de la infeccion fue del
0,14% correspondiente a 2,798 personas, con una relacion hombre mujer de 2,3 a
1 (3) y en Bucaramanga para el afio 2010 se reportaron en total 1898 personas
infectadas para una prevalencia 0,362%, con una relacibn hombre mujer de 2,24 a
1(3).

Figura 1. Numero total de personas que viven con VIH a nivel global para 2017.

Prevalence of HIV among adults aged 15 to 49, 2017
By WHO region

Prevalence (%) by WHO region

Eastern Mediterranean: 0.1 [<0.1-0.1] Europe: 0.4 [0.4-0.4]
Western Pacific: 0.1 [<0.1-0.2] Il Americas: 0.5 [0.4-0.6]| Global prevalence: 0.8% [0.6—-0. 9]
South-East Asia: 0.3 [0.2-0.4] I Africa: 4.1 [3.4-4.8] 175 3500 Kaometers

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever Data Source: World Health Organization e
on the part o( mc World Health Organization ooncem ng tho Iogal status of any country, Icmlo«y city or area or of its authorities, Map Production: Information Evidence and Research (IER) { §W°’|d Health
or conceming the delimitation of ts frontiers or bou and dashed lines on maps represent approximate border lines World Health Organization ¥ Organization
for which there may not yet be full agreement t

©WHO 2018. Al rights reserved

Fuente: http://www.who.int/gho/hiv/epidemic_status/cases_all/en/
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Esfuerzos sin precedentes en los campos de la salud han contribuido para poder
convertir progresivamente la infeccion por VIH, de una condicion inevitablemente
fatal a una enfermedad practicamente crénica, la cual, actualmente, puede ser
controlada apropiadamente por medio de una eficaz combinaciéon de farmacos
antirretrovirales denominada terapia antiretroviral de gran actividad (TARGA), la
cual permite un control altamente eficiente y sostenido de la replicacion viral. (4)

Sin embargo, a pesar de contar con un tratamiento altamente efectivo para el control
de la infeccion, el acceso a estos medicamentos estd garantizado solamente a la
fraccion de la poblacion infectada que vive en los paises mas desarrollados,
mientras que la mayoria de la poblacion infectada constituida por habitantes de
paises subdesarrollados y en condicion de pobreza aun esta desprotegida.
Adicionalmente la calidad de vida de los pacientes con el tratamiento TARGA
pudiera verse afectada por problemas, tales como: (i) efectos adversos, los cuales
en algunas oportunidades, pueden poner en riesgo la vida del paciente, (i) la
necesidad de realizar pruebas serolégicas permanentes para detectar
tempranamente alteraciones hepaticas y hematoldgicas, entre otras, que pudieran
obligar a modificar el esquema terapéutico, y (iii) la incapacidad de esta terapia de
actuar en los tejidos reservorio del virus e inhibir la replicacién viral, lo cual permite
gue a pesar del tratamiento se mantenga una produccion pequefa pero permanente
de virus (5, 6) (4, 5) que podria propiciar que en determinado momento se originen
cepas mutantes resistentes a la terapia antirretroviral (7). En consecuencia, ademas
de lo anterior, a pesar de los grandes avances en términos de mejoramiento de la
supervivencia y calidad de vida de los pacientes infectados con VIH alcanzados con
la TARGA, la resistencia al tratamiento, la toxicidad, la aceptacién de la terapia y el
hecho que el tratamiento actual no es curativo porque no tiene efecto en las células

reservorio, se justifica la busqueda de terapias farmacoldgicas alternativas (4, 8).

Una de las posibilidades es la busqueda de farmacos que actien sobre blancos

moleculares de la célula del hospedero, el cual no esta sujeto a los mecanismos de
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resistencia como los que se dan en el virus por su alta tasa de mutacion. Mas aun,
en los afios recientes la atencion se ha centrado en la busqueda de farmacos que
tengan actividad sobre las células reservorio, ya que en teoria estas células podrian
conformar blancos estratégicos para erradicar completamente los provirus del
organismo, y posiblemente llevar a una curacion definitiva de la infeccion en el futuro
(9, 10).

Es importante destacar que la mejor alternativa para el control de esta pandemia es
el desarrollo de una vacuna preventiva, sin embargo, a pesar de que la comunidad
cientifica lleva 30 afios de investigacién en este campo, los modelos que hasta
ahora se han probado no han dado resultados satisfactorios. Por todo lo anterior se
justifica continuar evaluando nuevas aproximaciones terapéuticas adyuvantes de la

terapia convencional para el manejo de la infeccion (11-13).

Los endocannabinoides tienen funciones moduladoras del sistema inmune; estas
funciones son mediadas por vias de sefializacion activadas a través de los
receptores de cannabinoides tipo 2 (CB2), los cuales se expresan sobre diversos
tipos de células del sistema inmune. En condiciones de inflamacion crénica, en las
cuales se da una activacion persistente del sistema inmune, se produce un
incremento de la expresion de los receptores CB2, y es de esta manera como los
endocannabinoides inducen una regulaciéon de los procesos de activacion de las
células del sistema inmune, mediante una via de sefializacion que involucra la
inhibicién del factor nuclear de transcripcién kappa B (NF-xB; del Inglés, nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) (14). NF-xB es un factor de
transcripcion que media la accion de diversas vias de sefializacion inductoras de
respuestas proinflamatorias al igual que la replicacion del VIH-1(15). Recientemente
se ha comprobado en diversos modelos experimentales que los cannabinoides o
sus analogos regulan negativamente la replicacion de VIH- 1 (8, 13, 16-18). NF-«B,
a diferencia de los blancos terapéuticos de los farmacos antirretrovirales usados

actualmente, no estaria sujeto a altas tasas de mutacion y por lo tanto, se podria
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proponer el uso de analogos de cannabinoides especificos para CB2 como posibles
coadyuvantes de la terapia antirretroviral.
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2. JUSTIFICACION

Este trabajo busca establecer el perfil de expresion de los receptores de
Cannabinoides CB2 en individuos sanos y en individuos infectados con VIH. Se
espera encontrar diferencias entre los dos grupos, debido a que estos receptores
son sintetizados principalmente en células del sistema inmune crénicamente

activadas.

Varias investigaciones acerca de los mecanismos fisiopatoldgicos de la infeccion
por VIH que conducen al desarrollo de SIDA, han demostrado que esta infeccion a
lo largo de todo el espectro de su historia natural cursa como un proceso inflamatorio
cronico. Aunque en la actualidad el tratamiento antirretroviral es una herramienta
clinica muy util para el control de la progresion de la enfermedad, este no es curativo
y el analisis de una cohorte de pacientes de un estudio multicéntrico demostré que
el TARGA tampoco inhibe el proceso proinflamatorio caracteristico de la infeccion
por VIH. (19). En este estudio se demostré que a pesar de que el TARGA ejerce un
buen efecto de supresion de la replicacion viral (carga viral inferior a 50 copias/ml
de sangre), los biomarcadores de inflamacion PCR, sCD14, BAFF, CXCL10,
sCD27, sTNF-R2, TNF-alfa, permanecen significativamente elevados en la
poblacién infectada cuando se compara con la poblacién seronegativa para VIH. La
conclusién de este estudio sugiere que algunos biomarcadores como los
anteriormente nombrados podrian ser un blanco terapéutico para combatir la

epidemia del VIH/SIDA y constituiria una medida coadyuvante del TARGA (19).

Aungue en la actualidad no contamos con ninglin medicamento que contrarreste el
estado proinflamatorio mediante el bloqgueo de la expresion de dichos
biomarcadores, si existen estudios en los que se ha comprobado la actividad de
varios compuestos sintéticos con propiedades agonistas del receptor CB2, los
cuales podrian ejercer un efecto inhibitorio del estado proinflamatorio de los

pacientes. Adicionalmente se estan realizando otros estudios que buscan el
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desarrollo de nuevas moléculas de este tipo con mayor actividad farmacoldgica.
(20). Como se expres6 anteriormente los receptores CB2 se expresan en mayor
concentracion en las células del sistema inmunologico durante procesos de
inflamacion cronica y se ha demostrado que, al ser activados, estos receptores

ejercen un efecto inmunomodulador (20).

Considerando que durante la infeccion por VIH la replicacion viral se incrementa
cuando existe un estado sistémico proinflamatorio, los receptores CB2 podrian ser
un blanco terapéutico para manejar esta infeccion (21, 22). Ramirez S. y col,
mostraron que en cultivos celulares infectados con VIH, la actividad de la
transcriptasa reversa disminuia considerablemente en presencia de un agonista
CB2; ademas, este tratamiento inhibi6é parcialmente la actividad de otras proteinas
del gen Pol de VIH y no afecto la expresiéon de CXCR4 y CCR5 de las membranas
celulares (16). Molina P. y cols., utilizando un modelo animal (Macacus Rhesus),
demostraron que la intervencion temprana con THC (agonista no selectivo de los
receptores) en animales infectados por el Virus de Inmunodeficiencia Simiano (VIS),
disminuia la concentracion viral en plasma y la mortalidad temprana, cuando se
comparaba con primates que no recibieron THC. Estos hallazgos sugieren que la

activacion de los receptores CB2 podria inhibir la transcripcion viral in vivo (17).

Toda la informaciéon anterior, en su conjunto, justifica la realizacién de un estudio
para determinar los niveles de expresién de los receptores CB2 en células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) de pacientes VIH positivos con y sin
tratamiento y compararlos con pacientes seronegativos. De esta manera se podria
evaluar la hipotesis de que la expresibn de receptores CB2 se encuentra
incrementada en pacientes VIH positivos (por ser una enfermedad que cursa con
un estado inflamatorio cronico). Resultados positivos servirian para sumar
informacion que apoyaria la posibilidad de realizar intervenciones clinicas, como por
ejemplo, utilizar agonistas CB2, considerando que ya existen moléculas de este tipo

aprobadas para ensayos clinicos y que los agonistas CB2 tienen actividad inhibitoria
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de la replicacién de VIH in vitro debido a su capacidad de inhibir la activacién de
NF-kB selectivamente sobre células activadas cronicamente(18), lo cual disminuye
grandemente los riesgos que tienen otros medicamentos antinflamatorios. Se
esperaria que un tratamiento de este tipo coadyuve a reducir la replicacion

persistente de VIH en los individuos infectados. (23).

Adicionalmente, es posible sugerir que puede existir una diferencia entre los niveles
de expresion de CB2 entre los pacientes VIH positivos sin tratamiento o con un
estadio avanzado de la enfermedad y comorbilidades y aquellos pacientes con VIH
gue estan recibiendo tratamiento y con recuento de células T CD4+ superior a 200
ul y carga viral controlada. Diferencias entre los niveles de CB2 entre estos dos
grupos de individuos infectados pudieran permitir explorar la posibilidad de que
estos receptores se puedan utilizar, ademas, como marcador prondéstico de la

infeccion.
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3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢, Cual es el perfil de expresion de los receptores CB2 en células mononucleares de
sangre periférica de pacientes infectados con VIH-1 con respecto a individuos

sanos?
¢ Existen diferencias significativas en el perfil de expresion de los receptores CB2
en células mononucleares de sangre periférica de pacientes infectados con VIH-1

con respecto a individuos sanos?

¢ Existe correlacion entre los niveles de expresion de los receptores CB2 y el estadio

de evolucion de la enfermedad en los pacientes infectados con VIH-17?
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4. MARCO TEORICO

4.1 LOS CANNABINOIDES

Los cannabinoides fueron descritos inicialmente como un grupo de moléculas
lipofilicas que constituyen los compuestos activos de la planta Cannabis sativa
conocida comunmente como marihuana (24). Los usos medicinales empiricos de
esta planta han sido descritos desde siglos atras para el tratamiento de
enfermedades como el asmay la migrafia, asi como también para el alivio del dolor
en general, manejo de las convulsiones y disminucién de la ansiedad (25). Méas
recientemente, algunos estudios han hecho énfasis en su efecto benéfico sobre
patologias inflamatorias, glaucoma y esclerosis multiple (26). Algunos trabajos de
investigacién sobre compuestos derivados de esta planta han permitido dilucidar
hasta la fecha parcialmente la farmacocinética y farmacodinamica de los
cannabinoides y llevaron al descubrimiento de un sistema de moléculas endégenas
similares, denominadas endocannabinoides (24). En los mamiferos (incluyendo los
humanos) se han reportado dos tipos de receptores de cannabinoides, centrales
(CB1) y periféricos (CB2), los cuales se unen a ligandos de origen enddgeno, los
endocannabinoides, o de origen exdgeno, como compuestos extraidos de la plantas

o sintetizados en el laboratorio (20).

El mecanismo de la inmunomodulacién inducida por los cannabinoides se ha
estudiado tanto in vitro como in vivo; los cannabinoides se unen a los receptores de
CB1 y CB2 y de esta manera pueden inducir una inhibicién de la actividad de la
adenilato ciclasa y la activacion de AMPc por forskolina; este proceso conduce a la
disminucion de la actividad de la proteina quinasa A y posteriormente, a una menor
unién de factores de transcripcion al CRE (del inglés cAMP-response element)

impidiendo que se lleve a cabo el proceso de transcripcion en la célula (14, 27).
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Los cannabinoides modulan claramente respuestas inmunolégicas durante los
procesos inflamatorios y sus efectos inmunomoduladores en enfermedades como
la esclerosis multiple, diabetes, choque séptico, artritis reumatoide, y otras estan
bien estudiados. (14, 28). Estudios in vivo muestran que los cannabinoides ejercen
sus propiedades inmunomoduladoras de cuatro maneras: (i) inducen apoptosis, (ii)
suprimen la proliferacion celular, iii) inhiben la producciébn de citoquinas
proinflamatorias y quimiocinas y aumentan la produccion de citoquinas anti-

inflamatorias, e (iv) inducen la activacion de células T reguladoras (14).

4.2 SISTEMA DE ENDOCANNABINOIDES

Este sistema esta compuesto por los receptores de cannabinoides CB1y CB2y los
endocannabinoides o cannabinoides enddgenos. Estos ultimos son, principalmente,
la anandamida, el 2-arachidonoylglycerol (2AG), el 2 arachidonoylglycerol ether o
Noladin Ether, el O-arachidonoylethanolamine (Virodhamine) y las enzimas que los

sintetizan y los degradan (29).

A diferencia de los neurotransmisores Yy neuropépticos clasicos, los
endocannabinoides no se almacenan en compartimentos intracelulares; sino que se
producen a demanda por estimulos de los receptores, este proceso ocurre a través
de la escision de precursores lipidicos por diversas enzimas y su inmediata

liberacion de las neuronas (30).

La sintesis y degradacién de cada uno de los endocannabinoides esta mediada por
un grupo de enzimas especificas; la anandamida es sintetizada mediante varios
pasos enzimaticos a partir de la hidrolisis de la N-arachidonoil fosfatidil etanolamina
(NAPE), la cual a su vez es sintetizada a partir del acido araquidonico y la fosfatidil
etanolamina (28, 29). La anandamida es degradada en el citoplasma mediante la
hidrolasa especifica para amidas de acidos grasos FAAH (del inglés, fatty acid

amide hydrolase) (31). EI 2AG es generado mediante una lipasa a partir del
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diacilglicerol (DAG) por la accién de una fosfolipasa y es degradado por la lipasa de
monoacilglicerol (MAGL) (29). Se ha sugerido que algunos ligandos de CB2
pudieran inducir la activacion de vias de sefializacidon especifica de manera
selectiva. Por ejemplo 2-AG pareciera que activa preferencialmente la via de las
MAPK-ERK mientras que el 2-araquiidonil glicerol éter o noladin pudiera actuar
preferencialmente inhibiendo la adenilato ciclasa. Esta caracteristica es de
importancia porque pareciera también afectar la funcion de los analogos de

cannabinoides sintéticos (29).

Los endocannabinoides son derivados de &cidos grasos poliinsaturados, esto los
diferencia en estructura quimica de los fitocannabinoides de la planta de cannabis.
De acuerdo a la conformacion de su estructura quimica se clasifican en compuestos
ligados a N 0 O, (figura 2) por ejemplo las amidas tienen estructuras quimicas
simples, mientras que los éteres de glicerilo son compuestos mas complejos en su

estructura quimica (32).

Figura 2. Estructura Quimica de los Endocannabinoides.
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4.3 RECEPTORES CANNABINOIDES

Los receptores cannabinoides son proteinas integrales de membrana cuyas
secuencias de aminoacidos se caracterizan por siete segmentos hidrofébicos que
tienen patron helicoidal y pertenecen al grupo de proteinas de siete dominios
transmembranales (7TM, del inglés seven-transmembrane-helix) y comparten
caracteristicas estructurales de otros receptores acoplados a proteinas G (GPCRS)
como: Un dominio N-terminal extracelular glicosilado, siete alfa-hélices
transmembranales con bucles extracelulares e intracelulares y un dominio C-

terminal intracelular (14).(27).

Figura 3. Representacion esquematica de los receptores CB1 y CB2.

cs1 cB2

Extracelular

o0 W
OO0

0000000

Los receptores tienen siete segmentos transmembrana. Aminoacidos comunes a los dos receptores;
aminoacidos diferentes; sitios consenso de glicosilacion. el,e2,e3 son asas extracelulares; i1,12,13 son asas
intracelulares.

Fuente: Cannabinoides: neurobiologia y usos médicos. Disponible en:

https://elementos.buap.mx/num60/pdf/3.pdf.

Los receptores de cannabinoides CB1 y CB2 presentan similitudes y diferencias
entre ellos. A pesar de ser codificados por diferentes genes, exhiben 44% de

identidad en la secuencia de sus aminoacidos a lo largo de toda la proteina (14). La
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diferencia més importante entre CB1 y CB2 es la capacidad de interaccion con los
lipidos de membrana que es conferida por dominios yuxtamembranales, CB1
presenta una superficie hidrofobica en la interfaz de las hélices I-VII, que favorece
la interaccion especifica con el colesterol y el acido palmitico, comparado con CB2
que tiene una region cargada negativamente dentro en estos dominios lo que lo
hace mas bien desfavorable para cualquier interaccion con lipidos y no esta

disponible para cualquier interaccion con el colesterol o con proteinas G (14).

Esta diferencia existente entre los dos tipos de receptores de cannabinoides hace
que el receptor de cannabinoides CB2 sea independiente del contenido de
colesterol de la membrana celular a pesar de que ambos tengan la capacidad de
ser activados por los mismos endocannabinoides y desencadenar las mismas vias

de sefializacion (14, 28).

4.3.1 Receptor CB1. El receptor de cannabinoides (CB1) fue descubierto por
Devane et al. en 1988 y fue clonado por Matsuda et al. En 1990, valiéndose de la

homologia de CB1 con los receptores acoplados a la proteina G (GPCR) (14, 31).

Existen receptores CB1 en otros vertebrados diferente a los humanos. En humanos
los genes del receptor CB1 estan localizados en la region q14-q15 del cromosoma
6 y codifican para una proteina con una secuencia de 472 6 473 aminoacidos con
una secuencia de aminoécidos diferente de cualquier otro receptor conocido. En
humanos, ademas del receptor de cannabinoides CB1 clasico, existen dos variantes
generadas por corte y empalme diferencial, CBla y CB1b; ambas variantes tienen
propiedades de union a sus ligandos y de activacion diferentes; ademas estas
variables se expresan en niveles muy bajos en algunos tejidos y presentan
diferencias en cuanto a sus caracteristicas farmacoldgicas, tales como la afinidad
de unién, potencia funcional, y la eficacia de respuesta a varios agonistas en

comparacion con el receptor de cannabinoides CB1 de longitud completa (14).
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El receptor CB1 se encuentra en abundancia en las regiones del cerebro
responsables del movimiento (ganglios basales, cerebelo), del procesamiento de la
memoria (hipocampo, corteza cerebral) y de la modulacion del dolor (ciertas partes
de la médula espinal y sustancia gris periacueductal), mientras que su presencia en
el tronco cerebral es baja; también se encuentra presente en drganos y tejidos
periféricos, como glandulas endocrinas, glandulas salivales, leucocitos, bazo,
corazén y en determinadas zonas de los aparatos reproductor, urinario y
gastrointestinal y esta presente en las terminaciones de los nervios, tanto centrales
como periféricos, e inhibe la liberacion de otros neurotransmisores y de esta manera
sSu activacion protege al sistema nervioso contra la sobre-activacion o la sobre-

inhibicion provocada por los neurotransmisores (29).

4.3.2 Receptor CB2. El receptor de cannanbinoides CB2 fue clonado de la linea
celular promielocitica (HL60) en 1993. La proteina codificada por este gen contiene
360 aminoacidos, este receptor también fue identificado en otras especies, tales
como raton, rata y algunos bovinos (14, 27). El receptor CB2 es un miembro de la
superfamilia de las proteinas G y es codificado por el gen CNR2 presente en el
cromosoma 1p36 en los seres humanos. Estructuralmente este receptor esta
compuesto de una Unica cadena polipeptidica con un dominio extracelular N-

terminal glicosilado, TM7 y un dominio N-terminal intracelular (34).

El receptor CB2 se expresa en todas las células del sistema inmune tales como las
células B, células NK, macrofagos, polimorfonucleares, linfocitos T CD4, linfocitos T
CDS8, etc., pero los niveles de expresion varian entre las distintas poblaciones de
células y estados de activacion; esto sugiere un papel critico de este receptor en la
regulacion de las funciones inmunolégicas desempefiado especialmente en la
regulacion de la migracion y proliferacion celular (14, 27, 29, 31). La expresion de
receptores CB2 también ha sido observada en menor cantidad en el timo, las

amigdalas (33).
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4.3.2.1 Regulacién de la Expresion de CB2. Los receptores CB2 también se
expresan en el sistema nervioso central (SNC) durante diversos estadios de
inflamacion, esta expresion ha sido localizada primariamente en células de la
microglia y es detectada en estas células solamente como respuesta a una
activacion por injurias y estimulos pero no es detectada en condiciones basales,
(27, 33) lo cual sugiere un papel regulador de estos receptores durante los procesos

inflamatorios.

La expresion de este receptor puede estar relacionada con la presencia de células
infiltrantes del sistema inmune las cuales ingresan al cerebro como resultado de la
ruptura de la barrera hematoencefalica, contribuyendo asi a la presencia de CB2 en
el SNC (28, 33).

Dentro de las funciones inmunomoduladoras del receptor CB2 se incluyen efectos
sobre la migracion, proliferacion, apoptosis, y la produccién de citoquinas de las
células del sistema inmune. Su funciéon inmunoldgica en la migracion celular es
importante ya que este receptor muestra un patrén de regulacion complejo con
algunos ligandos CB2 promoviendo en unos casos y en otros inhibiendo la
quimiotaxis (14, 28, 29, 33).

4.3.2.2 Sefalizacion del receptor de cannabinoides CB2. El receptor CB2, como
el resto de los GPCRs, envian sefiales a través de los tres componentes principales
de la via de las MAPK (del inglés mitogen-activated protein kinases): ERK (del inglés
Extracelular signal-Regulated Kinases), JNK (del inglés Jun N-terminus Kinases) y
p38, sin embargo, la activacion y el acoplamiento de los receptores de
cannabinoides a la via de las MAPKs depende del contexto celular. Para que ocurra
la sefalizacion a través de la cascada de las MAPK se requiere una amplia gama
de factores a nivel de la membrana plasmatica que determinan la activacion e
inhibicion de la célula y esto depende del tipo de célula, del estado de diferenciaciéon

celular y de los co-moduladores de las cascadas MAPK (14, 31).
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Ademas después de la activacion del receptor por agonistas, este transduce sefiales
intracelulares a través de su acoplamiento a las proteinas Gi/Go, un subtipo de
proteinas G, regulando asi la actividad de multiples efectores intracelulares como
algunos ya mencionados previamente, incluyendo la adenilciclasa, componetes de
la via ERK-MAPK, Ca2 +, la sintesis de ceramida y la via del PI3K/Akt (35). La via
que desencadena la sefalizacién que inhibe la actividad de la adenilciclasa y reduce
los niveles de AMPc y la falta de acumulacién de AMPc atenda la activacion de la
proteina quinasa A (PKA). La activacion de PKA es importante porque esta fosforila
la proteina de respuesta a AMPc, el cual es un factor de transcripcion que tiene
como funcién la regulacion de una variedad de genes que promueven la
supervivencia, proliferacion y diferenciacion de las células del sistema inmune, por
tal razén el resultado final de este proceso es la inhibicion de varios componentes

de la respuesta inmune (33).

Diferentes agonistas del receptor CB2 se unen exclusivamente a este y regulan
distintamente a multiples efectores; este tipo de sefalizacidn intracelular es descrito
como el trafico de respuesta dirigida por agonistas (ADTR, del inglés, agonist-
directed trafficking of response) (35); este tipo de respuesta es importante debido a
la capacidad que tienen los ligandos de los receptores CB2 de generar respuestas
intracelulares de trafico selectivo aunado a un perfil de expresion selectivo de
receptores en tejidos inflamados, y sus propiedades antiinflamatorias vy
neuroprotectoras. Estas observaciones sugieren que se pudiera emplear las
cualidades de este tipo de receptor para el desarrollo de una nueva clase de
farmacos, con actividad muy selectiva, para el tratamiento de una variedad de

desérdenes inflamatorios (35).

Dependiendo de la via de sefializacion utilizada por los endocannabinoides, el
receptor de cannabinoides CB2 puede tanto inhibir como promover distintas
funciones celulares de la respuesta inmune (33). Un ejemplo de esto es el del

endocannabinoide Anandamida, el cual activa vias de sefalizacion que son
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parcialmente dependientes del receptor de cannabonoides CB2 y de esta forma
ejerce algunas funciones como: (i) atenuacion de la produccion de IL-12 e IL-23
inducida por LPS e IFN-y, de una manera parcialmente dependiente de CB2, en las
células microgliales, las cuales son células mieloides; (ii) accion selectiva a través
de las vias ERK1 / 2 y JNK, pero no a traves de p38; (iii) inhibe la activacion de NF-
kB, bloqueando la fosforilacion del I-xB e inhibiendo de ese modo su degradacion
y previniendo la translocacién de NF-xB al nucleo; y (iv) de manera similar, 2-AG
induce una liberacion transitoria de Calcio intracelular en algunas células de una

manera dependiente de CB2 (33).

Como moléculas que participan en diferentes eventos proinflamatorios los
cannabinoides estan asociados por ejemplo en la infeccion por VIH en la regulacién
de procesos tales como: (i) la quimiotaxis de células del sistema inmune, (ii) la
activacion del endotelio y la infiltracion de leucocitos en los tejidos y (iii) estan
presentes en la lesibn de las barreras endoteliales, como la barrera
hematoencefélica. Por tal razén seria posible utilizar estas moléculas o sus

anélogos como blanco terapéutico en los pacientes con infeccion por VIH (14, 36).

4.4 ANALOGOS DE CANNABINOIDES

Ya desde los afios 40, se pudo aislar, a partir de la planta original C. sativa, algunos
cannabinoides como el cannabinol, sin embargo esta molécula tenia una pobre
actividad; posteriormente Mechoulam y Gaoni en 1965 identificaron y sintetizaron
completamente la molécula principal que tenia las caracteristicas psicoactivas
propias del cannabis, esta molécula fue denominada delta-9 tetrahidrocanabinol
(THC) (37, 38), luego fueron sintetizadas otras moléculas con mejor actividad
cannabinomimética y con un futuro farmacol6gico mas prometedor tales como el
cannabidiol (38).
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El conocimiento de la estructura de estas moléculas permitié la posterior sintesis y
evaluacion en modelos animales de analogos con diferentes potencias
canabinomimética. Aunque a menudo muchas de las sustancias son
estructuralmente relacionadas con el THC, los agonistas de los receptores de
cannabinoides forman un grupo diverso y se dividen en diferentes grupos tales como
los llamados cannabinoides clésicos, los cuales se relacionaban estructuralmente
con el THC, y otros grupos estructuralmente diferentes con actividades
farmacocinéticas distintas, tales como los cannabinoides no clasicos, los

aminoalkilindoles y los eicosanoides (39).

Algunos de estos compuestos poseen actividad canabinomimética y afinidades mas
altas por los receptores CB1/CB2 que el THC (40). En la década de los 90 se
comprobd la existencia de los dos tipos de receptores de cannabinoides y esto
amplio la posibilidad de probar farmacos con actividad selectiva en el sistema
endocannabinoide y asi eliminar los efectos indeseables que muchos de los

compuestos tenian al activar el receptor CB1 (31).

Actualmente, se han sintetizado muchas moléculas con actividad agonista selectiva
sobre CB2, las cuales ademas se han ensayado en modelos animales para
determinar su utilidad en el tratamiento de diferentes enfermedades. Los resultados
de estos estudios han demostrado que estos compuestos tienen actividad biologica
atil para el control de diferentes patologias como la obesidad y el control de la
inflamacion en procesos de caracter agudo y cronico (41).

Aunque por el momento Unicamente se encuentran en el mercado y en ensayos
clinicos, compuestos con actividad agonista no especifica, se espera que por medio
de métodos farmacoldgicos avanzados se puedan descubrir nuevas moléculas con
actividad agonista especifica CB2, que faciliten el desarrollo de medicamentos
viables para el control de enfermedades caracterizadas por cuadros inflamatorios

cronicos (42).
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4.5 VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es el agente causal del Sindrome de
la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Se conocen 2 tipos de este virus: VIH-1y
VIH-2, siendo VIH-1 el responsable fundamental de la epidemia en todo el mundo.
VIH-2 es un virus que comparte Unicamente el 40% del codigo genético con VIH-1
y Se caracteriza por ser menos virulento y generar una progresiéon mas lenta hacia
SIDA (43, 44); la prevalencia de VIH-2 en Europa, Norteamérica y América Latina
es muy baja (43, 45, 46).

VIH pertenece a la familia retroviridae, género lentivirus segun ICVCN (Del inglés
International Code of Virus Classification and Nomenclature), su conformacion
estructural es la de un virus envuelto e icosaedrico; segun la clasificacién Baltimore
lo ubica en el grupo VI ya que su material genético consta de dos cadenas simples

idénticas de ARN de sentido positivo asociado a una transcriptasa reversa (TR) (47).

La conformacion proteinica del virus tiene una organizacién compleja compuesta
por varias proteinas entre las que se encuentran las estructurales, las reguladoras
y las accesorias. En su envoltura se encuentra un complejo glucoproteinico
conocido como Gpl60 el cual esta conformado por dos subunidades, Gp120 y
Gp41l, agrupadas trimericamente en su estructura cuaternaria. Las glucoproteinas
de la envoltura permiten a la particula viral reconocer su receptor celular, la molécula
CD4 y su respectivo correceptor (CCR5 - CXCR4), ademas de permitir la fusién viral
con la célula. Este complejo proteico es una molécula dinAmica que cambia
estructuralmente al entrar en contacto con el receptor de la célula blanco y presenta

un alto grado de variabilidad fenotipica entre los diferentes serotipos virales (48).
Se han realizado grandes esfuerzos para dilucidar la estructura tridimensional, las

regiones inmunogénicas Yy la variabilidad genética de la gp160 con el fin de poder

usar estas moléculas como inmunogenos efectivos para el desarrollo de anticuerpos
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neutralizantes contra VIH; sin embargo, estos esfuerzos han sido infructuosos y no

han dado como resultado una vacuna efectiva como se esperaba (12).

La proteina pl7, p24 y p7 conforman la matriz viral, la capside y la nucleocapside,
respectivamente. La proteina p17 funciona tanto al inicio como al final del ciclo viral,
tiene como funcion la conformacion y la estabilizacion de la envoltura lipidica del
virion; adicionalmente, se ha propuesto que una region conocida como cariofilica
(afin al nacleo), permite a pl7 dirigir el genoma viral al nucleo de las células,

promoviendo asi la infeccion viral (49).

La proteina p24 es el principal constituyente de la capside, se utiliza como un
marcador de diagndstico y de replicacién viral en experimentos in vitro, es la
proteina mas abundante en el virion y se encuentra en suero, tanto en estadios
tempranos como tardios de la infeccién, su funcién principal es la de dar estructura
al virion y permitir que este pueda ser viable e infectante (50) . La proteina principal
de la nucleocapside p7 es una pequefia proteina con dos dedos de zinc que se
mantiene junto al genoma viral y participa en el proceso de transcripcion inversa
(51). En el nucleo, ademas del genoma viral, se encuentran algunas proteinas de
interés con actividad enzimatica como la proteasa, la integrasa y la transcriptasa.
(51)

El genoma viral esta constituido de los genes estructurales env, gag y pol. Estos
genes producen poliproteinas que se encargan de la produccion de las proteinas
estructurales (gag), integrasa, proteasa, polimerasas (pol) y proteinas de envoltura
(env) ademas el virus cuenta con una serie de pequefios genes reguladores
accesorios (tat, rev, nef, vif, vpr, vpu, vpx y tev), muchos de los cuales regulan la
transcripcion y replicacion viral y se han asociado con el nivel de virulencia de
diferentes cepas virales (47). Estos genes y sus productos proteinicos han sido
ampliamente estudiados, sin embargo, este tema excede las implicaciones del

presente trabajo.
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Como todo retrovirus VIH posee la enzima transcriptasa inversa, la cual se ha
utilizado como principal blanco terapéutico. Un aspecto importante es que esta
enzima tiene baja eficacia al momento de realizar réplicas exactas del genoma,
ademas de no tener la capacidad de reparar los errores que comete, en
consecuencia el virus tiene una muy alta tasa de mutaciones, lo cual ha sido un
obstaculo muy importante para el control de la epidemia ya que esta tasa de
mutacion es una de las principales causas por las que se generan viriones que

escapan al control de los farmacos antirretrovirales (52, 53).

4.5.1 Dindmica de la infeccion viral. Actualmente se tiene bastante informacion
sobre el proceso por medio del cual VIH ingresa a la célula hospedera, inserta su
genoma Y libera viriones infectantes. Las etapas de la infeccion por VIH son:
Adherencia y entrada, transcripcion reversa del genoma viral, integracion del
genoma pro viral en el genoma de la célula hospedera, replicacion del RNA viral y
generacion de las proteinas virales, ensamblaje y liberacién de nuevas patrticulas.
VIH utiliza como ligando principal para adherirse a receptores de la célula hospedera
la proteina de la envoltura gp120 la cual tiene una alta afinidad de interaccién con
el receptor CD4. Este receptor esta presente en los linfociticos T CD4+ y todas las
células de la linea monocitica. La interaccion de estas células con el VIH-1 también
involucra a los receptores de quimiocinas CCR5 y CXCR4, los cuales actuan como
correceptor para la entrada viral. Algunas cepas VIH-1, denominadas R5, tienen
afinidad para el receptor CCR5 y es el tipo de virus predominante en la transmisién
a través de las mucosas y se encuentra circulante en el individuo infectado en los
primeros afios de la infeccién; otras cepas de VIH-1 denominadas X4 utilizan
principalmente el correceptor CXCR4 y estan mas asociadas con la transmision por

via sanguinea (54).
La regién V3 de gp120 es el segmento mas importante para la interaccion con CD4,

este segmento proteinico es altamente conservado y no esta expuesto en la

superficie del virion y Unicamente es expuesto al momento de la interaccion con el
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receptor CD4, y se sugiere que los anticuerpos neutralizantes no pueden entrar en
contacto con la molécula antes de que esta se encuentre en contacto directo con el
CD4, este es un importante mecanismo por el cual se perpetua la infeccion viral y
se imposibilita el control de la respuesta inmune humoral de la transmision del virus
de célula a célula (55). Una vez la proteina Gp120 interacta con CD4 permite la
expresion de la proteina hidrofobica Gp4l, la cual contiene unos dominios que
aproximan la membrana viral a la membrana celular generando un poro de fusion y
la posterior unién de las membranas con la consiguiente liberacidon de la capside al
citoplasma celular (56). Aunque esta via de infeccion es la que se conoce
cldsicamente, algunas lineas de investigacion sugieren que en ciertos tipos
celulares la via endocitica es la predominante para llevar a cabo la infeccion viral
(57).

La etapa comprendida entre la fusion viral y la insercién del genoma al nuicleo celular
es algo que aun no se ha dilucidado claramente. Sin embargo, se conoce que
inmediatamente realizada la liberacion viral comienza el proceso de transcripcion
inversa en el que la capside cumple una funcion fundamental al generar un entorno
adecuado para llevar a cabo la sintesis gendmica reversa en lo que se conoce como

el complejo de transcripcion inversa (CTI).

Con respecto a la degradacion de la capside, la cual se lleva a cabo en el citoplasma
celular, el tiempo en el que esta se realiza es variable y se cree que los factores
citoplasmaticos de cada célula determinan el proceso de enucleacién de la capside
(58).

Tras las desintegracion parcial o completa de la capside el CTI por medio de factores
celulares como también de proteinas accesorias (cariofilicas) del virus como la
proteina Vpr, se acopla a la maquinaria de importacién nuclear propia de la célula,
esto permite la union del genoma viral con el poro nuclear de la célula,

posteriormente diversas sefales celulares y virales ayudan a promover el traspaso
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del genoma viral al interior del nacleo en contra de la corriente de concentracion de
acidos nucleicos que hay al interior de este (59). Una vez dentro del nucleo celular
el genoma es insertado en el genoma de la célula hospedera por medio de la

proteina viral integrasa (59).

VIH tiene la capacidad de infectar tanto células en estado de replicacion como
células en estado de reposo; al incluirse en su genoma viral los provirus pueden
replicarse desde alli a partir de células del sistema inmunoldgico, pero solamente
cuando estas se activen, asi como también permanecer en estado de latencia en
aquellas células inactivas a la espera de factores que activen en las células del

sistema inmunoldgico y posteriormente inicien la replicacion viral (59).

4.5.2 Papel de la activacion celular en la patogenia del VIH. El resultado de la
infeccion por VIH es una inmunodeficiencia severa, sin embargo, paraddjicamente,
la infeccidn por VIH se asocia con una hiperactivacion del sistema inmune durante
la mayor parte de la evolucion de la enfermedad. VIH destruye el sistema inmune al
inducir activacién inmune vy utilizar este medio para su propio beneficio replicativo.
Aungue se han descrito alteraciones en la funcion de todas las lineas celulares del
sistema inmune, incluyendo los linfocitos T y B, las células dendriticas, los
macrofagos, las células NK y los neutrdéfilos, las células de la linea monocitica
desempefian un papel fundamental en la inmunopatogenesis de la infeccién por
VIH. Estas células sirven como reservorios del virus y median distintos procesos
patologicos en distintos tipos de tejidos. A diferencia de su efecto después de la
infeccion de células T CD4+, VIH es relativamente no citopatico para las células del
linaje de monocito-macréfago y por lo tanto puede replicarse extensamente en estas
células y durante los periodos de inactivacion actian como reservorios de la

infeccion (59).

Algunas células mononucleares infectadas crénicamente pueden sobrevivir por

largo tiempo, y los agentes antirretrovirales actuales no tiene actividad sobre las
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células con infeccion latente; aunque se estan realizando esfuerzos en busca de
estrategias que permitan controlar este problema (13, 60), estas células,
actualmente, representan un desafio muy grande para la erradicacion de VIH. Los
macrofagos de tejido linfoide pueden ser productores abundantes de VIH cuando el
paciente sufre infecciones oportunistas, durante las cuales las citoquinas en el tejido
favorecen un estado altamente productivo de particulas virales por las células
infectadas (60).

Hay suficientes evidencias que demuestran que la activacion inmunitaria optimiza
la replicacion del virus y empeora el desenlace de la infeccion; aunque se sabe que
la replicacion de VIH es mas eficiente en la células activadas, la mayor parte del
dafio que produce el virus no es consecuencia de lesion directa sobre la células sino
que es secundaria al estado de activacion cronica, el cual induce mayor sensibilidad
a la apoptosis y debilitamiento de la capacidad del sistema inmune para restaurar

las pérdidas secundarias a la muerte celular continuada (54).

Aunque aun es cuestion de debate, varios estudios sugieren que la permanencia
concomitante de otros procesos infecciosos, los cuales evidentemente aumentan la
activacion celular, asi como la elevacion de biomarcadores asociados con
hiperactivacién inmune, generan picos en la carga viral y en consecuencia son

factores asociados con una mas rapida progresion de la enfermedad (61-63).

Los individuos infectados por VIH-1 con infecciones recurrentes tienen aumentos
transitorios en la viremia plasmatica que se correlacionan con el grado de activacion
inmune inducida; se han hecho observaciones similares en individuos que fueron
infectados por VIH y que recibieron inmunizaciones contra distintos patdogenos. La
cantidad de replicacion viral observada después de la inmunizacion con vacuna
contra la influenza o durante la infeccion activa por M. Tuberculosis se correlaciono

con un incremento de la carga viral tras la exposicion (62, 64, 65). Los estudios
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sugieren que el nivel de replicacion viral se correlaciona con el nivel de activacion

del sistema inmune en respuesta a un antigeno.

4.5.3 Papel de Nf-kB en lainfeccidon por VIH. NF-xB es un factor de transcripcion
complejo que controla la expresion de un gran nimero de genes implicados en la
apoptosis, el crecimiento, la supervivencia, la diferenciacion celular y la respuesta
inmune. El aumento de la expresidn de citoquinas asociada a la activacion de NF-
kB es un proceso crucial en muchas condiciones inflamatorias como el cancer,
infecciones y diferentes enfermedades inflamatorias cronicas tales como la
ateroesclerosis, entre otras (66). Mingyan Y. y col. demostraron que NF-xB juega
un papel muy importante en la transcripcion génica de VIH, y que controla en cierta

medida la transcripcion viral (23).

Actualmente se estan realizando esfuerzos para dilucidar adecuadamente las vias
de sefalizacidon de NF-kB y comprender exactamente la relacion gue tiene este
factor con distintos tipos de enfermedades, con el fin de disefiar nuevas estrategias
terapéuticas contra las enfermedades inflamatorias mediante el control de las vias
de sefalizacién de NF-kB. Orange y col. publicaron en 2008 un trabajo en el que
muestran que por medio de péptidos con capacidad de penetrar en las células se
puede inhibir directamente la sefializacién mediada por NF-xB (67). El uso de estos
péptidos podria ser una forma de controlar la replicacién viral a través de NF-kB.
Ademas de lo anteriormente expuesto, se ha evidenciado que por medio de la
activacion de los receptores cannabinoides se puede regular negativamente la via
de sefalizacion de NF«B (68), por lo que el uso de analogos de cannabinoides
podria tener un efecto homélogo a la actividad de reguladores directos del NF-«B,
con la diferencia de que debido a que CB2 se expresa fundamentalmente en células
cronicamente activadas tendria un efecto antinflamatorio muy selectivo, sin los
efectos inmunosupresores marcados de los inhibidores directos de NF-xB. Esta

aproximacion tendria una ventaja adicional debido a que este tipo de control de la
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replicacion viral no induciria resistencia, ya que su blanco terapéutico no es un
componente viral si no una molécula de la célula hospedera como tal. Se esperaria
que la regulacion de la actividad de NF-xB mediada por cannabinoides tenga
efectos benéficos retardando la evolucién de la infeccion hacia el estadio de SIDA,
como lo sugieren los resultados de diversos estudios in vitro (17, 69, 70).

4.5.4 Tratamiento antirretroviral. TARGA se compone de una combinacion de
farmacos que actian preferencialmente en una etapa distinta del ciclo viral. Dentro
de los compuestos antirretrovirales utilizados actualmente para este tipo de terapia
estan: Los Inhibidores de la transcriptasa inversa, analogos de nucledsidos y
nucledtidos (NRTI, del inlgés Nucleoside/nucleotide reverse-transcriptase
inhibitors), los cuales inhiben la transcripcién inversa por competicion directa con
los nucledtidos naturales; los inhibidores de la transcriptasa inversa no nucleosidos
(NNRTI, del inglés, Non nucleoside/nucleotide reverse-transcriptase inhibitors),
cuya funcién se basa en la inhibicion de la transcriptasa inversa por un mecanismo
competitivo indirecto, mediante la unién a un lugar préximo al centro catalitico de la
enzima impidiendo la actividad de la misma y de esta forma inhibiendo la replicacién
viral; los Inhibidores de la proteasa (IP), estos inhiben la proteasa por competencia
directa con el substrato en la unién al centro activo de la enzima, bloqueando la
produccion de los monémeros conformacionales del virion; los inhibidores de la
entrada viral (IE), entre los cuales estan los inhibidores de CCR5 y un farmaco
bloqueador de la fusidbn que actia sobre GP41 y por dltimo se encuentran los
inhibidores de la integrasa (ll), los cuales evitan la insercion del genoma viral con el
de la célula hospedera. Usualmente el tratamiento consta de la combinacion de tres
de estos medicamentos, generalmente dos NRTI mas un NNRTI, IP o un Il. La
escogencia del esquema terapéutico esta sujeto a las caracteristicas individuales

del paciente a tratar y del perfil de resistencia/susceptibilidad viral (71).

A pesar de los grandes avances en términos de mejoramiento de la calidad de vida

alcanzados con el TARGA en los pacientes infectados con VIH, la resistencia al
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tratamiento, la toxicidad, la aceptacion de la terapia y sobre todo el hecho de que el
tratamiento no es curativo, muy probablemente debido a su pobre actividad sobre
las células reservorio, siguen siendo problemas que justifican la busqueda de

terapias farmacoldgicas alternativas (71).

Una de las posibilidades es la busqueda de farmacos que actien sobre blancos
moleculares de la célula hospedera los cuales no estarian sujetos a los mecanismos
de resistencia generados por la alta tasa de mutacion del virus, y en especial
farmacos que tuvieran actividad sobre las células reservorio. Dentro de los
mecanismos de evasion se conocen en el caso de resistencia a los NRTI y NNRTI
la aparicion de mutaciones que permiten a la transcriptasa la discriminacion entre
nucledtido natural y el sintético que impiden la incorporacion del farmaco, también
generan mutaciones que conducen a un aumento de pirofosfolisis, con el cual se
revierte el bloqueo de la cadena y se permite que continte la sintesis de ADN;
también se ha observado mutaciones asociadas a nucleosidos (NAM) que
disminuyen la sensibilidad a casi todos los NRTI (71). Asimismo el virus genera
resistencia contra los antiretrovirales NNRTI incorporando mutaciones que permiten
la discriminacion entre el sitio hidrofébico de union de la transcriptasa con el NNRTI,
con lo cual impide la unién del farmaco; en este caso una mutacion puede conferir
un alto nivel de resistencia a uno o a todos los farmacos de la misma familia; el
mecanismo de resistencia a estos farmacos se relacionan con mutaciones que
inducen cambios en el centro activo de la enzima que hacen que se prefiera la
poliproteina viral al farmaco en si, también se crea resistencia mediante mutaciones

gue inducen cambios en los puntos de corte de la proteasa (71).

La disponibilidad de nuevos farmacos menos toxicos, con dosificacion conveniente
facilita siempre la aceptacion generalizada de la terapia temprana. Las actuales
condiciones epidemiologicas a nivel mundial consideran que la aceptacion del
tratamiento es fundamental para reducir la morbilidad y mortalidad de la infeccion

por VIH y lograr el control a nivel global. La vigilancia y el seguimiento al tratamiento
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de la infeccion del paciente con VIH, se hacen necesarias y se deben realizar a
través de pruebas de laboratorio, que permitan evaluar la efectividad y la tolerancia

al tratamiento (71).

44



5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL
Establecer los perfiles de expresion de los receptores de cannabinoides CB2 en
pacientes infectados con VIH-1 y en individuos sanos y correlacionarlos con los
distintos estadios clinicos en los individuos infectados.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar los niveles de expresion de los receptores de cannabinoides CB2 en
células mononucleares de sangre periférica en pacientes infectados con VIH-1

y en individuos sanos.

e Establecer la diferencia entre los perfiles de expresion de los receptores CB2

sangre periférica de pacientes infectados con VIH-1 y en individuos sanos.
e Establecer la diferencia de los perfiles de expresiéon de los receptores CB2 en

sangre periférica de pacientes infectados con VIH-1 entre los diferentes estadios

clinicos de la enfermedad.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio epidemiologico observacional analitico tipo casos y controles.

6.2 DETERMINACION DEL TAMARNO DE LA MUESTRA

El tamafio de la muestra se calcul6 para la poblacibn de Bucaramanga
(aproximadamente 1 millébn de habitantes), teniendo en cuenta una prevalencia de
infeccion de 0.362%, con una relacion hombre mujer de 2,24/1. Se escogi6 un nivel
de confianza de 95%, un poder estadistico del 80%, una razén de 1 caso por 1
control y una proporcion hipotética de niveles de expresion del receptor en los casos
con respecto a los controles de 76/38. Segun estos parametros el estudio incluyé
un tamafio de muestra de 76 individuos, los cuales fueron agrupados en casos (38
pacientes) y controles (38 individuos sanos) pareados por edad y sexo. El calculo
de tamafio de muestra se estimé con el paquete estadistico OpenEPI. La seleccién
de la muestra se realiz6 de manera no probabilistica, durante el periodo de
reclutamiento, se incluyeron secuencialmente los participantes de acuerdo con los

criterios de elegibilidad y quienes dieron su consentimiento para participar.

6.3 DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Se estudiaron 38 pacientes con diagnéstico confirmado de infecciéon por VIH,
residentes en el municipio de Bucaramanga y su area metropolitana que son
atendidos en el servicio de Infectologia del Hospital Universitario de Santander
(HUS) y en la IPS Vidamedical. Como controles se estudiaron 38 personas
seronegativas confirmadas por prueba rapida para VIH, residentes del municipio de

Bucaramanga y su area metropolitana, que hacen parte de la comunidad UIS.
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7. METODOLOGIA

7.1 CONSENTIMIENTO INFORMADO, RECOLECCION DE INFORMACION Y
TOMA DE MUESTRA

7.1.1 Casos. Pacientes con diagnostico confirmado de infeccion por VIH-1 segln
la guia Nacional para el manejo de VIH/SIDA. A dichos pacientes se les realizé una
entrevista por parte del médico tratante, quien le explico las intenciones del estudio
y en aguellos pacientes que estuvieron de acuerdo con la participacion en el estudio
se pidio la firma del consentimiento informado, los datos relevantes se tomaron

directamente de las historias clinicas de los participantes.

7.1.2 Controles. A los individuos controles se les realiz6 una entrevista y se les
explicé igualmente el propésito del estudio, y de aquellos quienes estuvieron de
acuerdo en la participacién y cumplieron los requisitos de inclusién, y se obtuvo la
firma del consentimiento informado para la realizacion de una prueba rapida para
diagnéstico de infeccion por VIH. La informacion relevante del participante se obtuvo
utilizando un instrumento de recoleccion de datos para identificar diferentes

aspectos tanto clinicos como socio- demogréficos.

Tanto a casos como a controles después de la firma del consentimiento informado,
se les tomd una muestra de 24 cc de sangre periférica en tubo con anticoagulante
EDTAkK3. Los procedimientos realizados desde el contacto de los pacientes o los
controles hasta la obtencion de los resultados de laboratorio estan descritos en la

Figura 4.
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Figura 4. Diagrama de flujo de la metodologia usada en el estudio.
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7.2 TAMIZAJE PARA DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE INFECCION POR VIH

A los controles se les realiz6 una prueba rapida de infeccién por HIV utilizando el
estuche comercial para un Inmunoensayo cromatografico de flujo lateral “ad-bio”
(CTK Biotech, Inc, San Diego, CA USA), para corroborar la seronegatividad de los
individuos controles. Los resultados de la prueba rapida fueron entregados por

escrito a cada participante bajo estricta confidencialidad.

7.3 PRUEBAS DE LABORATORIO

7.3.1 Extraccion de células mononucleares de sangre periférica. Se
obtuvieron células mononucleares de sangre periférica (CMSP) mediante la
separacion Ficoll (Linphodex), el cual tiene un pH entre: 7.1 -7.4 y densidad de
1,077-1080 gr/ml. Una vez se obtuvo la separacién del gradiente de densidad por
centrifugacion se recogié con micropipeta la capa de leucocitos que se encuentra
por encima del Ficoll y se adicioné en un tubo de Ependorff de 1.5 ml para realizar
2 lavados con solucion salina estéril y posteriormente el pellet se utilizé para realizar

la extraccion de RNA.

7.3.2 Extraccion de RNA. Una vez obtenido el pellet de CMSP por el método de
Ficoll, este vial se dej6 en hielo y se comenzé la extraccion de RNA total por el
método del Trizol como se describe brevemente: al pellet de CMSP se le adicioné
el reactivo comercial Trissure (color Verde) (72), se homogenizé y esta mezcla se
incub6 por 5 minutos a temperatura ambiente, esta incubacion permite la completa
disociacion de los complejos nucleoproteicos; posteriormente se adicionaron 200 pl
de cloroformo frio y se incubd por 10 minutos, una vez transcurrido este tiempo se
centrifugd y se separo la fase superior acuosa incolora que es la de interés ya que
es donde se encuentra el RNA. Hasta aqui se siguié el método convencional pero

a partir de este momento se realizé un cambio en la técnica adicionando otra técnica
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en la cual la purificacion del RNA es optimizada utilizando una columna de silica
para obtener RNA de mejor calidad y cantidad (73).

El RNA obtenido se mezclé en relacion 1:1 con etanol al 96% y se adiciond en una
columna de silica, se centrifugo y se realizaron lavados. El primer lavado se realiz
con Acetato de sodio 3M para eliminar los polisacaridos, pigmentos y proteinas,
posteriormente se realizd un segundo lavado con etanol al 70% para eliminar las
sales que se encuentren en exceso, se centrifugo e inmediatamente se adicionaron
a la columna 10 ul de una mezcla de DNAsas (Buffer 5x+Dnasas+agua+ribolock);
esta columna cargada se incub6 a 37 °C por 45 m; una vez culminado este tiempo
se realizd un lavado con etanol al 70%. (73). Después se sec6 la columna por
centrifugacion méxima por 2 veces. Se adicion0 a la columna un tubo colector nuevo
y se realizé la elucion con agua tratada con DEPC para obtener el RNA total en un
volumen final 30 ul. Este RNA se cuantific6 en nanodrop. (Por esta técnica se

obtuvieron entre 200 — 700 ng/ul de RNA total). EI RNA se almacené a -80 °C.

7.3.3 sintesis de cDNA. La sintesis de cDNA se realiz6 a partir de 1ugr de RNA
total para una reaccion con un volumen final de 20 pl, segun el estuche de
retrotrascripcion comercial New England. Una vez realizada la retrotrascripcion se
cuantificd el cDNA. A partir de esta concentracién se realizaron los célculos para
realizar 3 alicuotas de 30 ul a una concentracién de 100 ng/ul para ser utilizadas
como fuente de templetes para amplificacion por PCR. Las alicuotas de trabajo se

guardaron a -40 °C.

7.3.4 Ensayos de PCR en tiempo real. La reaccién de PCR semicuantitativa se
realizdé con el kit SSo Advanced Universal SYBR Green Supermix, utilizando 10
microlitros de volumen final, los cebadores se usaron a una concentracion de 500
nM y como templete 300ng de DNAC; el proceso de gPCR se realizé en el equipo
Step One de Applied Biosystems bajo las siguientes condiciones; 1 minuto de

temperatura sostenida de arranque a 95°C, 15 segundos a 95 °C de amplificacion y
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15 segundos de hibridacion a 60°C, se realizaron 40 ciclos, seguidos de un ciclo de
temperatura creciente para determinar la curva melting (74). Como control negativo,
se realizd NTC que es el control donde se usaron pozos que no contienen muestra
sino agua o buffer y cebadores. Para el gen CB2, se utilizaron los siguientes
cebadores: secuencia sentido, 5-catggaggaatgctgggtgac-3; secuencia anti sentido
5gaggaaggcgatgaacaggag-3. Para el gen de referencia de la B-actina se utilizaron
los siguientes cebadores: secuencia sentido, 5'-attgccga-caggatgcagaag-3’,

secuencia anti sentido, 5'-tagaagcatttgcg-gtggacg-3' (75).

7.4 METODOLOGIA PARA EL ANALISIS DE RESULTADOS

Para el analisis de los resultados se utilizé el método de determinacion de los niveles
de expresion génica relativa, empleando la férmula para calcular la relacion de la
expresion génica relativa del gen de interés con respecto al gen regulador (GED,
Gene Expression’s CT Difference) descrita por Shefe y cols (76). Los datos crudos
de la curvas de expresion de la PCR en tiempo real se exportaron del equipo y se

procesados con el software LinRegPCR.

El programa LingReg importa los datos sin sustraccion de la linea base, luego
establece la linea base corregida para cada muestra por separado. Después
identifica en cada curva una ventana de linealidad, usando analisis de regresion
lineal para determinar la eficiencia de la PCR por muestra a partir de la pendiente
de la regresion lineal. Con valores de eficiencia individual (E) y el ciclo umbral (Ct)

se procedi6 a realizar el analisis de cuantificacion relativa.

La relacion entre las expresiones relativa (rER) del gen de interés (GOI), CB2
(relativo a B actina) en nuestras muestras de interés, (SOI), es decir, del paciente o
del control (relativas a la muestra de referencia, ref, es decir, DNA gendmico), donde
se divide sobre la eficiencia, multiplicada por housekeeping gene (HKG) 6 gen

constitutivo en este caso f actina. La formula con la que se realiza el calculo de rER
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= (1 + E (GOI)) - ACT (GOIl)/ (1 + E (HKG)) - ACT (HKG)), donde ACT (gen) =CT
(gen; SOI) — CT (gen; ref) y E en este caso, se tomd como la media de todos los
valores de E de la PCR para cada gen. De esta manera los niveles de expresion
relativa de los receptores CB2 se calcularon como el nimero de veces que se
expresa el gen de interés (CB2) en relacion con el gen normalizador en las muestras
de los pacientes y los controles. Como espécimen de referencia se utilizé6 una
muestra de DNA gendémico de un individuo normal. Se realizaron dos experimentos

similares y cada determinacion se realizé por triplicado.

Debido a la gran variabilidad y dispersion de los datos, la diferencia entre los niveles
de expresion de los receptores CB2 entre el grupo de pacientes y el grupo control y
entre los grupos de en pacientes infectados con VIH-1 en diferentes estadios
clinicos (infeccién crénica y estadio de SIDA) se evalué comparando los promedios
de los logio del nivel de expresidon y sus respectivas desviaciones estandar (DS)
obtenidos en los dos grupos mediante la prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney. Los
analisis de correlacion entre los niveles de expresion de los receptores CB2 y los
recuentos de LT CD4+ y carga viral se realizaron mediante un andlisis de correlacion

de Pearson utilizando el programa de excel.
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8. CONSIDERACIONES ETICAS

8.1 PERFILES DE EXPRESION DE LOS RECEPTORES
DE CANNABINOIDES EN PACIENTES INFECTADOS CON VIH

Este estudio se llevé a cabo en dos instituciones que brindan asistencia médica a
pacientes residentes en el Nororiente Colombiano: El servicio de Infectologia del
Hospital Universitario de Santander (HUS) a través del jefe del Servicio de
Infectologia, médico Infectélogo del HUS se accedié a los pacientes; y en la
Corporacién Milagroz y/o Vidamedical, a través del Doctor Marcos Contreras de
Viomedical quien gestiond los permisos para acceder a los pacientes. Estas
instituciones cuentan con los recursos humanos y la infraestructura necesaria para
garantizar las condiciones apropiadas para la atencion del tipo de pacientes que
participaron en el estudio. Para realizar el estudio se solicitd el aval ético y

administrativo de cada institucion.

Este estudio de investigacion se ha realizado teniendo en cuenta la Declaracién de
Helsinki promulgada por la Asociacion Médica Mundial (AMM), como una propuesta
de principios éticos para investigacion médica en seres humanos, incluida la

investigacién del material humano y de informacién identificables.

La AMM insta a los involucrados en la investigacion médica en seres humanos a
adoptar principios que tienen por objetivo velar por la salud, bienestar y derechos
del paciente incluidos los que participan en investigacion médica, ademas se tiene
en cuenta que el progreso de la medicina se basa en la investigacion que, en altimo

término, debe incluir estudios en seres humanos.
Considera ademas que el propdsito principal de la investigacibn médica en seres

humanos es comprender las causas, evoluciéon y efectos de las enfermedades y

mejorar las intervenciones preventivas, diagnosticas y terapéuticas (métodos,
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procedimientos y tratamientos). Considera ademas que incluso, las mejores
intervenciones probadas deben ser evaluadas continuamente a través de la

investigacion para que sean seguras, eficaces, efectivas, accesibles y de calidad.

Aclara también que la investigacion en seres humanos esta sujeta a normas éticas
que sirven para promover y asegurar el respeto a todos los seres humanos
protegiendo sus derechos individuales, la salud la dignidad, la integridad, el derecho
a la autodeterminacion, la intimidad y la confidencialidad de la informacién personal
de las personas que participan en investigacion. Un aspecto de crucial importancia
es que estos estudios de investigacion en seres humanos deben ser llevados a cabo
s6lo por personas con la educacién, formacion y calificaciones cientificas y éticas
apropiadas. A su vez la investigacion en pacientes o voluntarios sanos necesita la
supervision de un médico u otro profesional de la salud competente y calificado
apropiadamente, debido a que la mayoria de las intervenciones implican algunos
riesgos y costos solo debe realizarse cuando la importancia de su objetivo es mayor

gue el riesgo y los costos para el participante en la investigacion.

Este estudio también se realiz6 teniendo en cuenta los principios éticos basicos de
toda investigacion médica donde participan seres humanos que son: Autonomia,

Justicia, beneficencia y no maleficencia.

Los principios éticos basicos se garantizaron en este estudio en todo momento. El
principio de autonomia se cumplié garantizando la libertad que tienen las personas,
después de ser invitados hacer parte del estudio, de ejercer su derecho de eleccion
de participar o no en el estudio sin influencia, ni presiones de ninguna indole;
respetandoles en todo momento su capacidad de autodeterminacion, como

personas autonomas.

El principio de beneficencia se cumplié considerando que el estudio se realizé de

acuerdo al precepto de actuar directa o indirectamente en beneficio de los
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participantes como una obligacion moral, en este sentido la motivacion ultima de
esta investigaciéon es contribuir a encontrar mejores formas de ayudar a los
pacientes infectados por VIH, esto siempre, respetando y en beneficio de los
legitimos intereses de los participantes y suprimiendo todo prejuicio que pueda

excluir a algun participante de este beneficio o ir en detrimento de éstos.

De igual forma se actud de acuerdo con el principio de no maleficencia, teniendo en
cuenta que este estudio busca el beneficio de los participantes infectados por VIH
en general y ha considerado cuidadosamente evitar el incurrir en actos que puedan
causar dafo o perjudicar innecesariamente a los participantes, y adicionalmente se
han considerado acciones concretas para proteger a los participantes contra
posibles consecuencias negativas evitables, siendo uno de los puntos mas
sensibles y delicados a proteger en este estudio, la confidencialidad absoluta de la
informacion. Las consideraciones de este principio van de la mano con los principios
de beneficencia y autonomia, para que prevalezca el beneficio sobre sobre posibles
efectos negativos de la participacion, los cuales pudieran ser efectos negativos
derivados de un mal manejo de la confidencialidad de la informacién sobre el

paciente.

El principio de justicia también se mantuvo siempre presente asegurando que todos
los participantes fueran tratados como iguales, sin que la buena atencién, la
consideracion y el respeto maximo por cada uno de los participantes se vieran
afectadas por conceptos ideoldgicos, sociales, culturales, econdmicos raciales, etc.
y que los conocimientos que se generen en la investigacion, si son de aplicacion
inmediata, beneficien al grupo de personas participantes o al grupo del cual sean

representativos los participantes.
Los procedimientos de recoleccion y analisis de muestras fueron realizados por un

Bacteriélogo entrenado especialmente, quien es la investigadora Karol Patricia

Torres Yepes quien tomé las muestras de sangre siguiendo todas las normas de
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bioseguridad preestablecidas. Para descartar todo riesgo bioldgico, después de
realizarse las pruebas a las muestras de los participantes, estas se descartaron en
contenedores que posteriormente se llevan a la empresa de residuos biologicos

EDEPSA con la cual la universidad tiene contrato.

De acuerdo con lo establecido en la Resolucion 8430/93 del Ministerio de Salud, en
su articulo 11 este estudio se clasifica como investigacion con riesgo minimo ya que
pertenece al grupo de “estudios prospectivos que emplean el registro de datos a
través de procedimientos comunes consistentes en: examenes fisicos o sicolégicos
de diagnéstico o tratamientos rutinarios, entre los que se consideran la extraccion

de sangre por puncion venosa en adultos”.

Debido a que para establecer el perfil de expresién de los receptores CB2 se hace
necesario la extraccién de sangre por puncién venosa y considerando que este
procedimiento no es altamente invasivo y en la persona solo causa un pequefio
malestar debido a la venopuncion, teniendo en cuenta ademas que este
procedimiento es realizado por personal profesional y entrenado y el balance costo-
beneficio se inclina a favor del paciente, se considera que las posibilidades de

afectar negativamente al sujeto no son significativas.

Este estudio se puede enmarcar dentro del modelo casos y control y su objetivo es
conocer el perfil de expresion de los receptores de cannabinoides en un grupo de
pacientes infectados con VIH y en un grupo control de personas sanas no
infectadas. La informacion obtenida eventualmente se pudiera utilizar para valorar
la evolucién de los pacientes con esta infeccion o mas adelante, como ya se ha

propuesto, por otros grupos, evaluar algun tipo de intervencion terapéutica.
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8.2 PROCEDIMIENTO PARA TOMA DE MUESTRA DE CASO (VIH POSITIVO)

El jefe del Servicio de Infectologia en el HUS delego a los Doctores Pedro Martin
Ochoa y Santiago Sanchez quienes les hablaron del proyecto de investigacion en
la consulta externa a los pacientes y les preguntaron acerca de su disponibilidad
para participar en el estudio. Los pacientes interesados se incluyeron en un listado
y fueron contactados por la investigadora para brindar informacién adicional sobre
el estudio y para obtener la firma del consentimiento informado de quienes
decidieron participar. La investigadora realizd, en aquellos pacientes que aceptaron
la participacion la toma de una muestra de sangre periférica, siguiendo las medidas

de bioseguridad correspondientes, en 6 tubos de sangre total con EDTA (4 ml/tubo).

De igual forma los pacientes VIH positivo de la corporacion Vidamedical fueron
contactados inicialmente por el médico tratante autorizado por el Gerente Doctor
Marcos Contreras y se siguio el mismo procedimiento. Posteriormente los datos del
participante fueron colectados por el Dr. Steven Fuentes Abreu médico que
pertenece al grupo de investigacion IMM utilizando un instrumento de recoleccion
de datos clinicos disefiado para el proyecto con fin de obtener informacion del
paciente a través de la revision de la historia clinica de los pacientes. Los resultados

de estas pruebas que arrojen datos relevantes se enviaran al médico tratante.

8.3 PROCEDIMIENTO PARA TOMA DE MUESTRA DE CONTROLES (VIH
NEGATIVOS)

Los participantes que actuaron como controles, quienes son personas sanas con
caracteristicas similares como edad y sexo, fueron informados sobre el proyecto por
la investigadora y a quienes aceptaron participar, después de la firma del
consentimiento informado, se les tom6 una muestra de sangre siguiendo las

medidas de bioseguridad correspondientes, en 6 tubos de sangre total con EDTA (4
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ml/tubo), la informacién se recolecto utilizando el instrumento de recoleccién de

datos disefiado para obtener informacion de los controles, anexo No.4.

Se garantiz6 a las personas que participaron en este estudio total confidencialidad
con respecto a cualquier informacion sensible. Para los participantes que son
pacientes como los casos se considerd lo citado por la ley estatutaria 1581/2012
gue menciona que la informacién sensible del paciente sera conocida solo por el
meédico tratante sélo si es necesario, es decir informacién obtenida a lo largo del
estudio que pueda ser Util para el manejo del paciente, teniendo en cuenta que el
paciente lo autorice previamente y en ningln caso se suministrara informacién sobre
la identidad del paciente a ninguno de los miembros del equipo investigador que no
tengan que ver con las actividades asistenciales directas del paciente. Por tal razon,
una vez fue codificado el participante, la forma en que se aseguro la confidencialidad
de la informacion fue a través del manejo de la informacion que tenian los
profesionales que manejan los instrumentos de recoleccion de datos, como ya se
menciono en el procedimiento de toma de muestras para controles, quien obtuvo la
informacion en el instrumento de recoleccion de datos de los participantes fué el
medico Steven Fuentes Abreu que pertenece al grupo de investigacion IMM del cual
hace parte este proyecto de investigacién. Los registros que contienen la
informacion sensible de los participantes del estudio fueron almacenados en un
folder del proyecto en la oficina 206, ubicada en el segundo piso correspondiente a
ciencias basicas del edificio de administracion asignada al profesor Herman José
Arteaga tutor de la estudiante de maestria quien realiz6 el proyecto de investigacion.
También se almacend la informacion digitalmente en bases de datos en el
computador ubicado en la oficina del Doctor Arteaga, todo con el fin de salvaguardar

de forma segura la informacion obtenida de los participantes del estudio.
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9. RESULTADOS

9.1 DESCRIPCION DE LA POBLACION ESTUDIO

La poblacién de estudio correspondio a pacientes provenientes dos instituciones
que atienden diferentes grupos poblacionales como se describen en las Tablas 1y
3. Los pacientes del HUS son pacientes en estadio avanzado de la infeccion por
VIH es decir fase SIDA, en su mayoria del grupo C y con multiples comorbilidades
propias de su condicion. La mayor parte de estos pacientes son del sexo masculino,
es decir diecisiete fueron hombres y dos fueron mujeres. Los pacientes de la IPS
VIDAMEDICAL estan bajo tratamiento, tienen recuentos de linfocitos T CD4+ mayor
de 200/ul y carga viral controlada y en su mayoria estéan clasificados en el grupo A,
de acuerdo a la clasificacion del CDC. En este grupo, doce fueron mujeres y siete
fueron hombres. En estos pacientes algunos no presentan comorbilidades y otros
presentan comorbilidades como Herpes zoster, hipertrigliceridemia, diabetes tipo 2,
pero no comorbilidades tipo SIDA. El rango de edad de los dos tipos de pacientes
fue de 18-67 afios. En la tabla 2 se caracterizaron los participantes sin VIH
(controles) quienes pertenecen a la comunidad universitaria UIS quienes 8 fueron
estudiantes y 30 trabajadores, veinticuatro fueron hombres y catorce fueron
mujeres, con rango de edades entre 20-69 afios, la edad de los controles se escogio
de acuerdo a la edad de los casos en un rango de cuatro afios por encima de la

edad o cuatro afios por debajo de la edad de los casos.

Como se muestra en la Figura 5 la poblacion de pacientes se pudo segregar en dos
grandes grupos bien definidos un grupo de poblacién con carga viral controlada y
recuento de linfocitos TCD4+ por encima de 200/ul, en su mayoria provenientes de
la IPS Vidamedical y un segundo grupo con cargas virales muy altas, recuento de

linfocitos TCD4+ por debajo de 200/ul en su mayoria atendidos en el HUS.

59



Tabla 1. Caracterizacion de la poblacion de pacientes infectados con VIH (casos)

de acuerdo con la institucion de donde se reclutaron los participantes.

CARACTERIZACION DE PACIENTES PARTICIPANTES
INFECTADOS CON VIH

PROCEDENCIA HUS IPS* VIDAMEDICAL
NUMERO DE PARTICIPANTES 19 19
RANGO DE EDAD ANOS 26-67 18-67
PROMEDIO DE EDAD 46,5 42,5

HOMBRE 17 (89,5%) 7 (36,8%)
SEXO

MUJER 2(10,5%) 12(63,2%)
PROMEDIO DE CARGA VIRAL** 540,212,063 25,06
DS DE CARGA VIRAL* 959702,36 25,03
PROMEDIO LTCD4+ 215 507,53
DS LTCD4+ 256,61 223,63

*IPS: Institucién prestadora de servicios de salud del sistema de seguridad social colombiano.
** Namero de copias de RNA viral por de ul sangre.

Tabla 2. Caracterizacion de la poblacion de participantes sin VIH (controles).

CARACTERIZACION DE PARTICIPANTES SIN VIH CONTROLES
PROCEDENCIA COMUNIDAD UIS
ESTUDIANTES 8(21,1%)
TRABAJADORES 30(78,9%)

RANGO DE EDAD ANOS 20-69
HOMBRE 24(63,2%)
SEXO
MUJER 14(36,8%)

Tabla 3. Estadio de la enfermedad de los pacientes segun el centro de atencién

médica del cual proceden.

IPS NUMERO DE PACIENTES SEGUN ESTADIO
Al A2 B2 B3 Cc1 C2 C3
n|% n| % n| % ni% |(n|% |n|% |[n |%
HUS* 0|0 0|0 0|0 0|0 |1]|59|1|59|15]88,2
VIDAMEDICAL | 6 [ 352 |7 |41,2|2|118|1|59|0|0 [2|2 |1 |59

*2 pacientes no tienen clasificacion.
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Figura 5. Correlacién entre carga viral y linfocitos t cd4+ del grupo de pacientes

analizados.
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9.2 EVALUACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE CB2 EN PACIENTES
VIH-1 POSITIVOS Y EN INDIVIDUOS SANOS

En la Tabla 4 se indican las concentraciones y la pureza promedio del ARN obtenido
de CMSP de los dos grupos de estudio y en la Figura 6 se observa su integridad.
La extraccion del RNA se realiz6 por el método de Trizol pero el método fue
optimizado mediante una purificacion en columnas de silica y sus resultados se
aprecian en la buena concentracion, pureza e integridad del RNA obtenido. En la
figura 7 se observa una muestra de las electroforesis de los amplicones obtenidos
a partir de la reaccién de PCR de algunos cDNAs sintetizados a partir del RNA de
algunos pacientes e individuos controles. Como se observa en la electroforesis la
expresion de CB2 tanto en las CMSP de los pacientes como de los controles es

relativamente baja con respecto a la expresion del gen de referencia B-actina.

Tabla 4. Concentraciones y pureza del ARN obtenido a partir de CMSP.

GRUPOS Promedio de [RNA] ng/ul 280/260
Casos 694,20 2.0
Controles 579,2 2.01
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 2,5 % de RNA obtenido a partir de

cmsp de un paciente (caso) y un individuo control (control).
MP CASO CONTROL

4 ARNr 285

<« ARNr 185

ARNr: ARN ribosomal de coeficiente de sedimentacion de 28 y 18Svedbergs.
MP: marcador de peso molecular de 1 kb

Figura 7. Electroforesis de los amplicones obtenidos de la reaccion de PCR de

cDNAs sintetizados a partir del RNA de algunos pacientes e individuos control.
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PM: Marcador de peso molecular de 50pb; lineas 1: control negativo; 2: CB2 caso 21; 3: CB2 caso 22, 4: CB2
ADN gendmico, 5: CB2 control 2, 6: CB2 control 22, 7: control negativo de -actina, 8: $-actina caso 21, 9: -

actina caso 22, 10: B-actina ADN gendmico; 11: B-actina control 21; 12: B-actina control 22.

Para el analisis de los datos de los resultados de los experimentos de la prueba de
PCR en tiempo real, a partir de los datos de fluorescencia obtenidos para cada ciclo,
por cada PCR, se determiné mediante el programa LinRegPCR 12148 la lineal basal
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(Figura 8) y los valores de eficiencia (E) y ciclo umbral (Ct) para cada muestra (Tabla
5).

Figura 8. Analisis de datos de PCR en tiempo real.

A

Ciclos

Linea basal (en verde) corregida para las amplificaciones de los genes Ch2 (A) y B-actina (B).

Los valores de E y Ct fueron utilizados para calcular los niveles de expresion del
gen CB2 (gen de interés) en relacién con el gen B-actina (gen de referencia) en las
muestras de los pacientes y los individuos controles. Para calcular los niveles de
expresion relativa (rER) se tom6 como muestra de referencia interna, para cada
plato de PCR, una misma muestra de DNA gendmico de un individuo normal y los
valores de expresion de CB2 se expresaron como el porcentaje de rER de cada

muestra con respecto al promedio de expresion del grupo control.
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Tabla 5. Determinaciones de eficiencia (e) y ciclo umbral (ct) para las diferentes

muestras.

CB2 X EFICIENCIA DS E XCT DS CT

DNA GENOMICO 0,89 0,00000 21,853 0,00000
CASO 5 0,98 0,00074 24,493 0,00680
CASO 16 0,97 0,00499 25,612 0,10557
CASO 24 0,98 0,00537 25,647 0,09539
CASO 32 0,96 0,00928 25,382 0,21663
CONTROL 5 0,97 0,00152 23,686 0,01429
CONTROL 16 0,96 0,01482 23,507 0,01145
CONTROL 24 0,97 0,00471 23,869 0,29839
CONTROL 32 0,95 0,00014 24,430 0,05589
BETA ACTINA X EFICIENCIA DS E XCT DS CT
DNA GENOMICO 0,88 0,00000 18,841 0,00000
CASO 5 0,99 0,02713 13,747 0,00619
CASO 16 0,96 0,00529 17,061 0,47946
CASO 24 0,93 0,00023 16,313 0,03716
CASO 32 0,95 0,01372 16,212 0,09840
CONTROL 5 0,96 0,01109 14,092 0,58045
CONTROL 16 0,95 0,00436 14,535 0,12914
CONTROL 24 0,95 0,00210 13,618 0,38424
CONTROL 32 0,90 0,03759 13,113 0,50198

X EFICIENCIA: promedio de la eficiencia de las réplicas de cada muestra. DS E: desviacion estandar del
promedio de la eficiencia. XCT: promedio del ciclo umbral de las réplicas de cada muestra. DS CT: desviacion
estandar del promedio del ciclo umbral de las réplicas.

La tabla muestra los valores obtenidos para un grupo representativo de la muestra de 4 casos y 4 controles

Los niveles de expresion de CB2 fueron en general mas altos en el grupo de
pacientes que en los individuos normales. Tanto en el grupo de pacientes como en
los controles se observo una gran variabilidad de los valores de rER y una gran
dispersion de los datos, siendo la variabilidad mucho mas grande en el grupo de los

pacientes (tablas 6 y 7). Por lo anterior se decididé realizar la transformacién
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logaritmica los datos (Figuras 9 A y B). Llama la atencién los niveles de
sobreexpresion en los casos 3, 10 y 11 con respecto al promedio de los controles.

Tabla 6. Niveles de expresion relativa rER del gen cb2 en pacientes infectados por
VIH-1.

CASOS rErR CASOS rer
RCCAS 1 0,04109508|RCCAS 20 0,01073477
RCCAS 2 0,00286473|RCCAS 21 1,91719789
RCCAS 3 6,7068667 |RCCAS 22 166,450851
RCCAS 4 0,00240651|RCCAS 23 0,02041536
RCCAS 5 0,00548891|RCCAS 24 0,00876491
RCCAS 6 0,18026862|RCCAS 25 0,00934675
RCCAS 7 0,00725104|RCCAS 26 0,04007844
RCCAS 8 0,00594741|RCCAS 27 0,62413646
RCCAS 9 0,00050406|RCCAS 28 0,00496481
RCCAS 10 290,730176|RCCAS 29 0,02653832
RCCAS 11 476,016564|RCCAS 30 0,08520788
RCCAS 12 0,00877449|RCCAS 31 0,02131779
RCCAS 13 0,00235344|RCCAS 32 0,01409279
RCCAS 14 0,00588416|RCCAS 33 2,16577131
RCCAS 15 0,00452348|RCCAS 34 0,30786896
RCCAS 16 0,01962069|RCCAS 35 0,18791103
RCCAS 17 0,00439057|RCCAS 36 0,01255332
RCCAS 18 0,00161706|RCCAS 37 0,4829558
RCCAS 19 0,00546344|RCCAS 38 0,00266684
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Tabla 7.Niveles de expresién relativa rER del gen cb2 en los individuos del grupo

control.

CONTROLES rER CONTROLES rER
RCCON 1 0,00379755|RCCON 20 0,74618486
RCCON 2 0,00203229|RCCON 21 0,00881282
RCCON 3 0,3410269|RCCON 22 0,0098594
RCCON 4 0,0190938/RCCON 23 0,01036078
RCCON 5 0,00955629|RCCON 24 0,00613347
RCCON 6 0,00997039|RCCON 25 0,01409445
RCCON 7 0,03171965|RCCON 26 0,01019006
RCCON 8 0,0157098/RCCON 27 0,01125322
RCCON 9 0,00127481|RCCON 28 0,00404227
RCCON 10 0,01304163|RCCON 29 0,00581872
RCCON 11 0,01196269|RCCON 30 0,06868908
RCCON 12 0,02918084|RCCON 31 0,00312577
RCCON 13 0,03520418|RCCON 32 0,00282867
RCCON 14 0,00905094|RCCON 33 0,01031678
RCCON 15 0,0227633|RCCON 34 0,0062292
RCCON 16 0,01509361|RCCON 35 0,00690004
RCCON 17 0,03603505|RCCON 36 0,01190841
RCCON 18 0,00327235|RCCON 37 0,0013498
RCCON 19 0,01214261|RCCON 38 0,00177461
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Figura 9. Niveles de expresion de cb2 en los grupos de pacientes infectados por
VIH-1 y en individuos sanos. a) diferencias entre los promedios del logio del
porcentaje expresion relativa de cb2 en los dos grupos de poblacion (p=0,072).b)

histograma de grupo de casos. c¢) histograma de grupo control.
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Estos tres casos son pacientes del HUS, de sexo masculino y en estadio de SIDA
avanzado, C3 segun la clasificacion del CDC aplicada para la época del diagndstico
(77) y presentan comorbilidades propias del estadio SIDA como histoplasmosis,
neumocistosis y criptococosis, respectivamente. Los casos 21,22 y 33 también
sobrexpresaron niveles altos de CB2. Estos dos casos son pacientes de la IPS
Vidamedical, los casos 21 y 33 son de sexo femenino y el caso 22 es de sexo
masculino y los tres pacientes se encuentran en el estadio A2. En la tabla 8 se
describen las comorbilidades encontradas en los pacientes con sobreexpresion de
CB2.

Tabla 8. Comorbilidades presentes en los pacientes con sobreexpresion de CB2.

DETALLE PACIENTES VIH POSITIVO (CASOS) QUE SOBREEXPRESAN CB2
Participante RCCAS3 | RCCAS10 | RCCAS 11 |RCCAS 21|RCCAS 22| NGRS
Edad 26 58 67 29 55 24
Sexo Masculino Masculino Masculino | Femenino | Masculino |Femenino

No
Estadio Inicial C3 Clasificado C3 A2 Cc2 A2
(RI)
No
Estadio Final C3 Clasificado C3 A2 A2 A2
(RI)
Tratamiento No No Sl Sl Sl Sl
Histoplasmosis Diabetes
Comorbilidades y Hepatitis ¢ | Criptococosis No tino 2 No
Neumocistosis P
Carga Viral Inicial SD <40 9906 15145 SD 11339
copias
Carga Viral Final
copias 304841 <40 61417 <20 20 <20
Conteo CD4 Inicial 12 321 76 298 SD 285
Conteo CD4 Final SD 321 76 459 476 672

A pesar de la gran variabilidad y dispersion de los datos al comparar los niveles de
expresion promedio de CB2 utilizando los Logio del porcentaje rER en los dos
grupos de poblacion (Figura 9C), se observé un nivel de expresion
significativamente mas alto el grupo de pacientes (%rER= 2.31117138; SD:
1.436242394) con respecto al grupo control (%rER: 1.588340277; SD: 0.443618892

y p=0,06).
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9.3 CORRELACION ENTRE LAS CONDICIONES CLINICAS DE LOS
PACIENTES INFECTADOS POR VIH-1 Y LOS NIVELES DE EXPRESION DE
CB2

A pesar de las grandes diferencias observadas en los niveles de linfocito T CD4+,
carga viral y comorbilidades entre los pacientes del estadio Ay B con respecto a los
pacientes del estadio C, no se observé ninguna diferencia significativa de los niveles

de expresion de CB2 entre los tres grupos. (Figura 10).

Figura 10. Niveles de expresion de CB2 en pacientes infectados por vih-1, en los

distintos estadios de la infeccion.
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La grafica muestra el promedio y la DS del Logl0 del porcentaje de expresion
relativa (rER) de CB2 en CMSP de pacientes infectados con VIH-1 que cursan en

los distintos estadios de la fase de SIDA
El andlisis de correlaciéon entre los niveles de expresion de CB2 y los recuentos de

células T CD4+ o la carga viral no mostraron ninguna correlacién (Figuras 11 Ay
B).
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Figura 11. Correlacion de los niveles de expresion de CB2 con el recuento de

linfocitos t cd4 + y la carga viral.
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El recuento del numero de linfocitos T CD4+/ul de sangre (A) y el nimero de copias

de RNA viral/ul (B) porcentaje de rER de CB2 en CMSP de los pacientes Logao.
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10.DISCUSION

Los fitocannabinoides como la marihuana medicinal y analogos de cannabinoides
se han explorado desde hace algunos afios como tratamientos potenciales para los
pacientes infectados con VIH. Una primera aplicacion fue el manejo del sindrome
constitucional del paciente infectado, debido a los efectos neurologicos de los
cannabinoides sobre distintos aspectos de la conducta tales como la anorexia y el
estado de animo. Los resultados de estos trabajos no han sido concluyentes hasta
ahora(78-80).

El sistema de los endocannabinoides es un mecanismo fisiolégico antiinflamatorio
gue inicialmente ha sido caracterizado por su funcién protectora en condiciones con
componente neuroinflamatorio o de tipo neurodegenerativo. Todo esto condujo a la
identificacion de las funciones inmunomoduladoras y antiinflamatorias del sistema
de cannabinoides y a la caracterizacién de sus mecanismos moleculares. Estudios
preliminares sirvieron para proponer el sistema de los endocannabinoides como un
blanco terapéutico para el manejo de afecciones con componente neuroinflamatorio
(82, 83). Como consecuencia de estas investigaciones el A (9)-THC fue aprobado
para coadyuvar en el manejo del sindrome constitucional asociado al SIDA.
Posteriormente se encontr6 que los receptores CB2 median su efecto
antiinflamatorio a través de vias que inhiben NF-kB, entre otros mecanismos (85).
Adicionalmente se han sintetizado analogos de cannabinoides, algunos de ellos con
gran selectividad para CB2, lo cual los hace muy convenientes, por cuanto se evita
el efecto neurologico indeseado (86). Con estos analogos se han demostrado
adicionalmente un sinnimero de efectos inmunomoduladores de los cannabinoides
(14). Sin embargo, hasta donde conocemos, extrafiamente, adn no se han
estudiado los perfiles de expresion de los receptores CB2 en CMNSP de los
pacientes con infeccion por VIH-1y en los distintos estadios del SIDA.
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I. Aumento de niveles de expresion de CB2 en pacientes con VIH

En este trabajo hemos evaluado la expresion de los receptores CB2 en CMSP de
un grupo relativamente pequefio de pacientes con SIDA y lo hemos comparado con
un grupo control de individuos sanos apareados por edad y por sexo. Los resultados
obtenidos muestran que los niveles de expresion del gen CB2 son bastante bajos
en la mayoria de los casos solo se observé la sobreexpresion desproporcionada en
seis pacientes, estas diferencias al ser comparadas con el grupo control que no
presento ninguna expresion aumentada, confirma la hipétesis que los pacientes con
VIH presentan una expresion mas elevadas del CB2 con respecto a individuos sin

esta infeccion.

a) Activacion cronica del sistema inmune. En este trabajo Presento evidencia de
un incremento en los niveles de expresion de los receptores de cannabinoides tipo
2 en los pacientes infectados con VIH, con una diferencia de p=0,072 muy
aproximada a el valor de p significativo comparando los niveles expresados en el
grupo de casos con el grupo control. Esta diferencia se debe a que este receptor se
encuentra activado o sobre-expresado debido a la activacién crénica del sistema
inmune, como lo han sugerido en sus investigaciones sobre el rol de la inflamacion

en la progresion y prondstico de la enfermedad por VIH-1 (21, 22).

b) Aumento del tamaino de la muestra. También se estima que para estudios
posteriores se debe aumentar el tamafo de la muestra para que aumentando el
poder estadistico los datos las diferencias entre los dos grupos de casos y de
controles sean significativas probablemente dada la heterogeneidad de las
condiciones clinicas de los pacientes con SIDA, quienes en algunos casos cursan
en el momento de la toma de muestra con enfermedades propias de esta condicion,
la variabilidad y la dispersién de los datos fue extremadamente alta hizo que se
realizara un manejo especial de datos para su analisis, como es la transformacién

logaritmica.
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c) CB2 como blancos terapéuticos / uso de agonistas. Con base en estos
hallazgos creemos que el uso de receptores CB2 como blancos terapéuticos podria
beneficiar los tratamientos con agonistas que actuen selectivamente sobre blancos
celulares como lo demostraron experimentalmente in vitro, Ramirez S. y col. Ellos
demostraron la disminucion de la actividad de la transcriptasa reversa en cultivos
celulares infectados por VIH, en presencia de un agonista CB2; ademas inhibi6
parcialmente la actividad de otras proteinas del gen Pol del VIH sin afectar la
expresion de CXCR4 y CCR5 (16). De igual manera Molina P. y cols., demostraron
in vivo, en un modelo animal (Macacus Rhesus), que la intervencién temprana con
THC en animales infectados por el Virus de Inmunodeficiencia Simiano disminuia la
concentracion del virus en el plasma y la mortalidad temprana, comparado con los
primates que no recibieron THC. Todo esto sugiere que la activacion de los

receptores CB2 inhibe la transcripcion viral (17).

d) Regulacién negativa de la replicacion. En este sentido, los cannabinoides o
sus analogos regulan negativamente la replicacion del VIH-1 por inhibicion de NF-
kB, por lo cual el uso de agonistas podria funcionar como coadyuvante junto a la
terapia tradicional, como Perdsidsky et al., (2015) observaron en macréfagos y en

endotelio cerebral (18).

Il. Se observé mayor expresion de CB2 en pacientes del HUS

Se encontroé que los pacientes infectados que tuvieron mayor expresion de CB2,
pertenecian al subgrupo del HUS, y que estos presentaban comorbilidad o
infecciones concomitantes debido a su avanzado estado en fase SIDA, a diferencia
de los pacientes del otro subgrupo de la IPS Vidamedical que son pacientes con la

infeccion por VIH controlada que no presentaban ni comorbilidad, ni concomitancia.

a) Consulta tardia. Creemos que la consulta tardia puede ser la causa de este
deterioro en la salud de los pacientes del HUS, aunque reciban toda la atencién
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meédica y el tratamiento por parte del personal de salud, el estado avanzado de la

enfermedad condiciona el detrimento acelerado de su condicion.

b) Falta de cultura de la prevencion. La falta de una cultura preventiva podria ser
en parte responsable del estado avanzado de deterioro de los pacientes del HUS,
porque en instituciones como la IPS Vidamedical los pacientes se hacen
responsables de todo sus controles y su tratamiento al igual que los miembros de la
institucion que realizan capacitaciones para que tomen conciencia de la importancia

de cuidarse.

lll. No existe correlacion entre expresion y nivel de infeccion

a) Eficiencia del sistema endocannabinoide. No se observaron correlaciones
realizando la prueba estadistica de Pearson entre los niveles de expresion de CB2
y carga viral (r=-0,0730029) y el recuento de linfocitos T CD4+ (r= 0,01378387);
todos los pacientes infectados por VIH-1 tuvieron expresion del receptor CB2 sin
importar la carga viral o el recuento de linfocitos, esto demuestra en cierta forma la
eficiencia del sistema endocannabinoides (81). Aunque en este estudio contamos
con dos subgrupos de pacientes bastante diferentes. Los cuales se agrupan
claramente por sus niveles de carga viral, recuento de linfocitos T CD4+ y
comorbilidades, no se observé correlacion entre los niveles de expresion de CB2 y
carga viral o recuento de células T CD4+. Es probable que los pacientes en el
estadio de SIDA sufran alteraciones profundas en el funcionamiento del sistema de
cannabinoides como se ha observado a nivel del sistema nervioso central con el
efecto deletéreo sobre este sistema mediado por gpl20 sobre las células de la

microglia(81).
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IV. No se hall6 diferencia entre los estadios clinicos de los pacientes con VIH

Aunque no se pudieron establecer diferencias entre los distintos estadios clinicos
de los pacientes con SIDA con respecto a la expresion del receptor CB2. No
obstante, aunque no se pudieron establecer diferencias entre los distintos estadios
clinicos de los pacientes con SIDA, llama la atencidbn que se observaron
incrementos desproporcionados en la expresion de CB2 en algunos pacientes que
cursaban con comorbilidades propias del SIDA durante el momento de la toma de

muestra.

a) Tamafno de la muestra. Esto se debe en parte al tamafo de la muestra que fue
muy pequefio en términos de poder estadisticos, pero como podra entenderse
conseguir una muestra de pacientes con VIH no es un trabajo facil y en estudios
posteriores se hace evidente para realizar comparaciones estimar un tamafo de

muestra mas grande.

b) Estado inflamatorio crénico. También podria deberse a que una vez instaurado
el virus en el organismo genera en el paciente un estado inflamatorio cronico de
base, sin importar el estadio en que se encuentre el paciente incluso

independientemente que esté recibiendo terapia antiretroviral(19).
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11.CONCLUSIONES

Este trabajo demostrd los pacientes con VIH/SIDA tienen niveles de expresion de
CB2 incrementados, lo cual es compatible con su condicion de pacientes que sufren

un proceso de inflamacion crénica.

A pesar de la profunda afectacién del sistema inmune durante la infeccion por
VIH/SIDA, los pacientes aun conservan las respuestas mediadas por el sistema

endocannabinoide, uno de los sistemas antiinflamatorios mas eficientes.
Existe la posibilidad de intervenir a estos pacientes a través de este sistema, bien

sea mediante la utilizaciéon de fitocannabinoides o analogos de cannabinoides

sintéticos.
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12.RECOMENDACIONES

Se debe tener en cuenta que el tamafio de la muestra debe ser mayor para
demostrar que existen diferencias entre los diferentes estadios de la infeccion por
VIH.

La posibilidad de que los niveles de expresion de CB2 pudieran utilizarse como un
marcador pronostico requiere explorarse mas ampliamente, probablemente
estudiando también pacientes infectados que cursen distintos estadios de la fase

cronica.

Se hace necesario realizar estudios de cohorte que permitan el seguimiento de los
pacientes con VIH desde el momento que ingresan a la institucion de salud, con el
fin de clasificarlos, medir la expresion de receptores CB2, ademas de observar la

progresion con el tratamiento convencional.

Se podrian realizar mediciones de otros marcadores inflamatorios que puedan
predecir el progreso del estado inflamatorio crénico del paciente y estos hallazgos
ser correlacionados con los niveles del receptor CB2 para la evaluacion de la

evolucion del paciente con VIH.
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Anexo A. Aprobacion por los comités de ética. Declaracion de consentimiento
informado para la participacion en el estudio.

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER (UIS)
. FACULTAD DE SALUD ]
MAESTRIA EN CIENCIAS BASICAS BIOMEDICAS

Versién N° 3

Cédigo del participante:

Este estudio se realizara tanto en personas portadoras del VIH quienes seran los casos y en personas
sanas que no son portadoras del VIH con las mismas caracteristicas de edad y sexo de los casos

quienes seran llamados controles.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
PERFILES DE EXPRESION DE LOS RECEPTORES DE CANABINOIDES EN

PACIENTES INFECTADOS CON VIH

El presente estudio tiene como objetivo determinar si en las células de la sangre de las personas
infectadas con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana, también llamado VIH hay mayor cantidad
de unas sustancias denominadas receptores de cannabinoides que en las células de aquellas personas
que no tienen la infeccién. Ademés queremos saber si la cantidad de estas sustancias tiene alguna

relacion con el hecho de recibir tratamiento antirretroviral.

Nuestro interés en realizar esta investigacion se debe a que en algunos estudios realizados
anteriormente se ha descrito que estas sustancias Ilamadas receptores de cannabinoides, se unen a
otras sustancias que produce nuestro organismo, |lamadas cannabinoides y estas Gltimas pueden
hacer que el VIH se multiplique menos dentro de las células de las personas infectadas. Por tal razén
queremos saber si los receptores de cannabincides se encuentran aumentadas en las células
sangufneas de las personas infectadas con VIH y si al tratar con cannabinoides las células de personas

infectadas con VIH se pedria reducir la multiplicacién del virus.
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Para realizar este estudio necesitamos la participacién de personas infectadas con VIH ¥y personas
sanas. A todas las personas que participen en este estudio se les medir4 la cantidad de receptores de
cannabinoides que estan presentes en las células de la sangre.

Este estudio de investigacién se ha preparado teniendo en cuenta los principios éticos bésicos de
toda investigacion en la que participan seres humanos. Teniendo en cuenta que estos principios son:

Autonomia, Justicia, beneficencia, ¥y no maleficencia.

Queremos invitarlo a participar de nuestro estudio. Para esto solo se fe tomard una muestra de
sangre, lo cual no representa ningln riesgo y solo en escasas oportunidades si hay alguna ligera
dificultad en fa toma de la muestra, se le formara un pequefio “moretén” que desaparecers dias

después.

Adicionalmente un miembro de nuestro grupo de investigacién registrard en una encuesta datos
sobre su residencia, estrato, nivel educativo, estado de salud actual y/o enfermedades previas,
conductas sexuales e informacién sobre tratamiento antirretroviral si es el caso; contando con la

autorizacion del participante. Toda esta informacién es absolutamente confidencial.

Si tiene alguna duda con respecto a los procedimientos por favor hédganosla saber, La participacion es
voluntaria por lo cual en cualquier momento se podrd retirar del estudio, sin que esto impida que
usted pueda continuar con la atencién médica o tratamiento que viene recibiendo. Se guardar4 la
privacidad absoluta de los datos de acuerdo a la ley estatutaria 1581 de 2012 del Congreso de
Colombia. Su identidad solo seré conocida por su médico tratante, ¥ no se suministrard ninguna
informacién sobre su identidad personal a ningtn miembro del equipo de investigacién y las muestras
serdn marcadas Onicamente con un ndmero. Es importante resaltar que en este estudio se asegura la
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confidencialidad de la informacién por parte de los profesionales que manejan los instrumentos de
recoleccién de datos y la informacién de datos médicos.

Quien obtendré a través de entrevista con el participante la informacién del instrumento de
recoleccién de datos serd médico Steven Abreu quien pertenece al grupo de investigacion IMM al
cual pertenece este proyecto de investigacion. Y la persona que diligenciara el consentimiento
informado y marcara codificando las muestras es la bacteridloga Karol Patricia Torres Yepes
investigadora del proyecto y miembro del grupo de investigacion, estos dos profesionales son

quienes tienen la responsabilidad de salvaguardar toda la informacién que se recolecte,

Quien participe en este estudio no recibird ninguna retribucién econémica, sin embargo la
participacién de fas personas que participen como controles es que sus resultados sirven para realizar
una comparacion con respecto a los de los casos (pacientes infectados con VIH) y de esta forma
contribuirdn con la investigacién médicay se espera gue con los resultados del estudio se favorezca

y ayude a2 mejorar fa calidad de vida de la poblacién general infectada con VIH

Entiendo lo anteriormente explicado y acepto voluntariamente la participacion en el estudio de
investigacién y estoy de acuerdo que después de realizar las pruebas a mi sangre fa muestra sea
descartada por la empresa de residuos biolégicos que los miembros del estudio determinen, ademas
autorizo ¢ potencial uso de los datos que se obtengan en este estudio en futuras investigaciones,

previa aprobacién del comité de Etica de la Universidad Industrial de Santander; en constancia,

Yo, de

Con CC de Firma
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o “";‘: UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER (UIS)
£ . FACULTAD DE SALUD ,
MAESTRIA EN CIENCIAS BASICAS BIOMEDICAS

Fecha

Nombre del testigo | dd Firma

INVESTIGADOR/SUBINVESTIGADOR O PERSONA que toma ef consentimianto informado

Ya confirmo que personalmente expliqué fa naturaleza y el propésito del presente consentimiento,
y por tanto certifico que la persona que firma este consentimiento entiende la naturaleza, beneficios
y riesgos de participar en este estudio y que su firma es vélida. Ningin problema médico o barrera

de lenguaje o educacién se ha interpueste en el entendimiento de este documento.

Nombre Firma Fecha

En caso de alguna duda favor contactar a: Investigadora: Karol Patricia Torres Yepes al teléfono
6344000 Ext. 340] - 3175357051 6 a el Doctor Herman José Arteaga al teléfono 6344000 Ext.
3401. Comité de Etica en Investigacién Cientifica (CEINCI) UIS. Contacto: 6344000-Extension: 3808,
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Anexo B. Instrumento para recoleccion de datos de los sujetos (casos) VIH

positivos que conforman parte del estudio.

RCCAS - NUM NOMBRE - ID

T
O
T
Py
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o

SAT

TIPO INICIO FREC ULT DOSIS
NO NO NO NO
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Bl B2 B3 Cl1 C2 C3 DESC
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FARMACO DOSIS TIEMPO

I
C
n

P
.|

ENTREVISTA REALIZADA POR: FERNANDO STEVEN FUENTES ABREU MD
UIS RM 1098752704

REVISION DE HC REALIZADA POR: FERNANDO STEVEN FUENTES ABREU
MD UIS RM 1098752704

TOMA DE MUESTRA REALIZADA POR: KAROL PATRICIA TORRES YEPES
BACT UIS RP 10307/2001

FECHA:
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Anexo C. Instrumento para recoleccion de datos de los sujetos (controles) que

conforman el estudio.

RCCON- NUM NOMBRE - ID

SAT
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o

TIPO INICIO FREC ULT DOSIS
NO NO NO
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Anexo D. Consentimiento informado para la realizacion prueba rapida diagnéstica
de VIH.

Fecha:

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA REALIZAR LA PRUEBA PRESUNTIVA O
DIAGNOSTICA DE VIH

Yo, , certifico que he leido, o que se me ha
leido el documento sobre Consentimiento Informado que contiene informacion sobre el
propodsito y beneficio de la prueba, su interpretacion, sus limitaciones y su riesgo, y que
entiendo su contenido, incluyendo las limitaciones, beneficios y riesgos de la prueba.

He recibido consejeria PRE-TEST (actividad realizada por un profesional de la salud para
prepararme y confrontarme con relacion a mis conocimientos, practicas y conductas, antes
de realizarme las pruebas diagnésticas).

También certifico que dicha persona me brindé la asesoria y que segin su compromiso, de
ella también recibiré una asesoria prosprueba (procedimiento mediante el cual me entregaran
mis resultados) y que estoy de acuerdo con el proceso.

Entiendo que la toma de muestra es voluntaria y que puedo retirar mi consentimiento en
cualquier momento antes de que me sea tomado el examen. Fui informado de las medidas

que se tomaran para proteger la confidencialidad de mis resultados.

Acepta realizarse la prueba presuntiva o diagnéstica de VIH:  Sl: NO:

Firma de quien da el consentimiento

Nombre:
Cédula de Ciudadania No. de
Edad: Teléfono:

Firma y RM del Profesional que Realiz6 la Consejeria
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Anexo E. Formato de reporte de resultado de la prueba rapida para diagnostico de
VIH.

FECHA:
NOMBRE:
IDENTIFICACION: EDAD:

PRUEBA RAPIDA HIV 1/2 ad-bio

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Inmunoensayo Cromatografico de flujo lateral

RESULTADO:

KAROL PATRICIA TORRES YEPES
BACTERIOLOGA Y LABORATORISTA CLINICO
REGISTRO: 10307/2001
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