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Resumen

El presente trabajo explora la digitalizacion de
imagenes de “western blot”(WB) para extraer mayor
informacionacer cadela respuestainmunehumoral del
pacienteinfectado por el virusde la inmunodeficiencia
adquirida humana (VIH) y analizar de manera
multivariada |0s datos obtenidos.

Serealizéladigitalizacionyandlisisdelasimagenes
de WB de 115 sueros. Con estos datos se hicieron
andlisis tanto cualitativo: dendograma y andlisis de
componentes principales (ACP), como cuantitativos:
ACP con el total de bandastomando sololos antigenos
propios del virus o utilizando los antigenos que no
pertenecen al Virus.

Loresultadosdemuestranla factibilidaddediagnos-
ticar de formamecénica unnimerograndedeimagenes
de WB. Tanto el dendograma como € ACP cualitativo
separaron, de manera adecuada, imagenes blancas,
imagenes con menos de cuatro bandas e imagenes con
patrones mds complejos. El andlisis cuantitativo, que
conserva mas informacion, separa perfectamente
imagenes de diagndstico negativo, indeterminado y
positivo. Ademéas, se encontrd que las imégenes con
patrones complejos correlacionan méas con individuos
asintomaticos. Esteanélisisrevel 6tambiénlaexistencia
de bandas que no parecen corresponder a proteinas
virales, mismas que pudieran corresponder a
autoantigenos o antigenoscruzadosentred VIH yd ser
humano, dando cauce a autoinmunidad.

Bl andlisisdigital deimégenesde WB en el caso del
VIH, prueba asi su gran utilidad en el diagnostico de
caso yenel seguimientode la evolucion y patogenia de
la enfermedad.
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Summary

The present work explores the use of image
digitalization of western blot (WB) aiming to extract
more information about the humoral immune response
of human immunodeficiency virus (H1V) infected
individuals, andtoanal yzeobtaineddatain amultivariate
manner.

The digitalization and analysis of WB images was
performed on 115 sera. Images were analyzed either
qualitatively: dendogram and principal component
analysis(PCA)orquantitatively: PCAofthetotal bands,
taking either zhe antigens, which belong tothe virus, or
only those which do not.

Results show the feasibility of mechanical diagnosis
of alarge number of WBimages. Thedendogramandthe
qualitative PCA satisfactorily separated white images,
imageswith less than four bands, and imageswith more
complex patterns. Quantitative analysis, which keeps
more information separated the images of regative,
undetermined and positive diagnosis quite precisely. It
was also found that the positive images with complex
patterns Of antigen recognition correlate better with
asymptomatic individuals. Image analysisalso revealed
various other bands in WB which do not seem to
correspond to viral proteins and could represent
autoantigens or crossed antigens between HIV and
humans which may cause autoimmunity.

Digital analysis of WB images is thus demonstrated
tobeof greatusefulness inthediagnosisand of potential
great interest in following the evolution and exploring
the pathogenesisof AIDS.
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Introducciéon

Elinmunodiagnésticode lainfecciénpor VIH es
sumamente importante, pues establece el diag-
néstico de caso de infeccién y podria ser el inico
método costeable para sostener una vigilancia
epidemiol6gica masiva y confiable en cuantoa su
sensibilidad y especificidad.

EI WB es la prueba inmunolégica confirmatoria
de infecciénpor VIH™ y aungue provee una sefial
ricay relativamente facil de interpretar visualmente
con respecto a la positividad, no deja de recurrira
la "experiencia" del intérprete. Ademas, la inspec-
cién visualdel WB soslaya aspectos notorios de la
imagen, perdiéndose asimuchainformaciénutil en
el seguimiento fino del curso de la enfermedad*®
y para la investigacion.

El presente trabajo propone una metodologia
imagenoldgicay estadistica original para analizar
todo el conjunto de bandas de WB en cadacasode
infeccion (y no bandas por separado o sélo alguna
combinacion de éstas) que ademas de proporcio-
nar el diagndstico lo correlacionacon el estado
clinico de la enfermedad y sugiere caminos de
investigacion, todo esto ilustrado para el caso del
VIH, peropotencialmenteaplicableacualquierotra
enfermedad con mediacién inmunolégica.

Material y métodos
Sueros

Se utilizaron 115 sueros (92 VIH positivos, 18
VIH negativos y 5 indeterminados) proporcionados
por el Instituto Nacional de Diagnéstico y Referen-
cia Epidemiol6gica(INDRE).

Los sueros se probaron en WB comercialde Du
Pont, que es launicapruebaautorizadapor la Food
and Drug Administration, utilizando el siguiente
procedimiento: se agrega a cadatira de nitrocelu-
losa 2 ml de solucién amortiguadora salina con
fosfatos pH 7.2 y 0.3% de Tween 20 (PBS-Tween
0.3%); se incuba 30 minutos a temperatura am-
biente en agitacion; se remueve por aspiracion; se
agrega a cada tira 2 ml PBS-Tween 0.3%; se
incuba 5-10 min en agitacién y se agrega 20 i
suero; se obtiene asi unadiluciénfinalde 0 1:100;
se incubatodalanoche atemperaturaambienteen
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agitacion; se remueve por aspiraciénaun recipien-
te con hipoclorito de sodio (6%); se lava 3 veces
con 3 ml PBS-Tween 0.3%, 5 min cada vez; se
agrega 2 ml de Proteina A-biotinilada (en PBS-
Tween 0.3%) dilucién 1:400; se incuba durante 60
min a temperatura ambiente en agitacion; se lava
una vez con3ml PBS-Tween0.3% 5miny 2 veces
con 3 ml PBS, 5 min cada vez; se agrega 2 ml de
estreptoavidinaperoxidasadilucién 1:400; seincu-
ba 10 a 15 min en agitacion; se aspirael sustrato y
se detiene la reaccion enjuagando varias veces
con H,0 bidestilada.

Digitalizacién y analisis de WB

Lastirasdenitrocelulosaobtenidasenlaprueba
de WB se analizaron através de un digitalizador de
imagenes, usando el equipo AMBIS OIS.2 El proce-
dimiento seguido fue el siguiente:

1. Digitalizacién de los WB en grupos de 20-30
individuos.

2. Separacionpor individuoagregandounabreve
descripcion que incluye el nimero control del
suero.

3. Eliminacién del fondo, por medio de una sus-
traccion linear de unarectaverticaltangente al
valle més bajo

4. Ajuste del tamarfio de los WB en pantalla, para
guedar todas las imagenes exactamente del
mismo tamafio eliminando asi la diferencia
entre ensayos.

5. Establecer el diagnéstico seroldgico de cada
imagen. Para diagnosticar si un WB es positi-
Vo, negativo o indeterminado existen varios
criterios. En este estudio se aplicaron dos
criterios: a) el criterio de Du Pont, casacomer-
cial de los WB utilizados en el estudio, y b) el
criteriodel InstitutoNacional de Diagnéstico y
Referencia Epidemiolégico (INDRE), centro
de referenciade diagnésticode SIDA en Méxi-
co, que usa el criterio de la Organizacion
Mundial de la Salud. Para definir si unabanda
estapresente, el criteriode Du Pont establece
cierta reactividad del complejo antigeno-anti-
cuerpo formado o banda (la reactividad debe
de ser por lo menos como la de la p24 en el
control débilmentereactivo), mientrasquepara
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el diagndstico del INDRE basta con detectar
visualmente su presencia. El asignar el diag-
néstico correspondiente a cada WB, general-
mente se hace a 0jo, lo que resulta subjetivo,
sobre todo paracriterioscomoel de DuPonten
el que el diagnéstico positivorequiere que las
bandas cumplan con cierta intensidad. Tener
laimagen digitalizadapermite asignar un valor
numérico de corte de intensidad que constitu-
ye uncriterioobjetivoy equitativo para resolver
si la banda esté o no presente.

6. Revision de las imagenes para elaborar un
Patrén Global que incluya todas las bandas
reconocidas por todos los sueros en cuestion.

7. Cuantificacion,conayuda del Patron Global de
bandas, se cuantifica la intensidad de cada
banda de cada suero (lacuantificacién de cada
banda o pico representadoenel histogramaes
el &rea bajo la curva).

8. Conlainformaciénde lacuantificacionde cada
banda se crea una matriz de datos cuantitati-
vos. Se establece un valor de corte por encima
del cual se consideraque existe una banday
por debajo del cualno hay banda, obteniéndo-
se asi otramatriz con datos cualitativos.

Andlisis

Los datos de cuantificacion obtenidos con el
paquete Ambis OIS, se analizan con la ayuda del
paquete estadistico CSS™ que opera en cualquier
computadora personal (386 en adelante) con
coprocesadormatematico, paraobtener: 1. Dendo-
gramausando datos cualitativos. El indice utilizado
paraeste andlisis fue el coeficiente de agrupamien-
to simpley el algoritmode liga simple™: (a+ d)/(a +
b + ¢ + d), en donde: a representa el nimero de
caracteristicasque ambos individuos en cuestion
poseen; b representa el nimero de caracteristicas
quetieneelindividuo 1 pero elindividuo2 no tiene;
crepresentaelnimerode caracteristicas quetiene
elindividuo 2 pero el individuo1 no tiene; d repre-
senta el nimero de caracteristicas de los que
ambos individuos en cuestion carecen;lasumaa+
b +c +d esigual al total de variables medidas. 2.
Andlisis de componentes principales (ACP) con
datos cualitativos. 3. ACP con datos cuantitativos
con: a) elpatrénantigénicocompleto; b) los antige-
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nos propiosdel VIH; c) los antigenos no propiosdel
VIH. El ACP es un anélisis exploratorio que se
aplica a conjuntos de datos con p-variables.'"
Debido a la imposibilidadde graficar en p-dimen-
siones, esteandlisis buscaencontrar la proyeccion
de los datos en un plano en el que se aprecie la
maxima dispersion de éstos. Es decir, se trata de
encontrarprimero la direcciéon de mayordispersion
y colocar en esta direccién un primer eje al que se
le llama primera componente principal; el segundo
eje o segunda componente principal se coloca
perpendicular al primero en la direcciéon de mayor
dispersion después de la sefialada con la primera
componente. Los eigenvalores y eigenvectores se
calculan por una definicibonmatemética y son pro-
pios o caracteristicos de cada matriz. En el ACP,
los eigenvalores son proporcionales a la varianza
(dispersion) reflejadapor cadacomponente princi-
pal. Los eigenvectores, en este caso, son el con-
junto de coeficientes por los que se multiplica a
cada una de las variables originales para obtener
los nuevos ejes (componentes); de aqui que el
analizar cada vector indica la importancia que
asigna a cada variable este tipo de transforma-
cion. 2

Resultados

Lastiras de nitrocelulosaque se obtienen como
resultado en la prueba de WB presentan bandas
gue con eltiempo y al contacto continuo conlaluz,
van perdiendo intensidad. Este problema queda
resuelto con la digitalizacion, pues la informacion
de la imagen queda capturada y no sufre cambio
alguno (Figura 1).

Al hacer la separacion por individuo, el progra-
ma de Ambis OIS crea un histograma en el cual
cada pico representa una banda y su intensidad.
Enelhistogramacorrespondientea cadaindividuo,
se elimina el fondo (Figura 2) de unamaneralineal
para disminuir por igual la intensidad de todas las
bandas del WB. Tratando a todas lasimagenes por
igual se obtuvoun PatrénGlobalcon untotal de 20
bandas, 11 de las cuales coinciden con las sefiala-
das por el manual de Du Pont como antigenos del
virus (en la region de gp41l se distinguieron 3
bandas) y 9 bandas que no son propiamente del
VIH; En la figura 3 se muestran algunos WB que
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ejemplifican la presenciadiferencial de los 20 anti-
genos en la poblacion estudiada. En la figura4 se
muestran los pesosmoleculares correspondientes
a cada antigeno y ejemplos del resultado de la
cuantificacion; obsérvese que la cuantificacionre-
fleja tanto la intensidad como el area de cada
banda. Al no haber banda se obtiene un valor de
cero, o un valor bajo de intensidad.

El dendograma cualitativo (Figura 5) presenta
dos ramas principales. Las tiras de WB que se
encuentran en la parte superior del dendograma
son negativas y conforme se avanza hacia abajo
van apareciendo WB con 1 o 2 bandas, hasta
adquirir un patron muy completoy conbandas muy
reactivas enlaparte centraldel dendograma. Enla
parte inferior se encuentran WB que no presentan
un patrén uniforme pues varios WB reconocen
pocas bandas y algunos tienen un patrén muy
completo. En el dendograma se sefialan dos cor-
tes: Ay B. Tomando el corte Aencontramos que: a)

para el diagnéstico de Du Pont, en el grupo 1A se
encuentran todos los individuos negativos y en el
grupo 2A se encuentran todos los positivos, ha-
biendo individuos indeterminados en ambos gru-
pos; b) usando el diagnéstico del INDRE el grupo
2A esta compuesto exclusivamente por individuos
positivos, en el grupo 1A se encuentran todos los
negativos, 5 indeterminados y 2 positivos (ambos
tienen tnicamente dos bandas). Tratando de estu-
diar con mas detalle los WB positivos, se tom6
como linea de corte la marcada como B. Bajo este
corte se encuentranvarios grupos, alos que clasi-
ficamos como: 1B, 2B, 3By 4B. Enelgrupo 1B, que
correspondeal grupo 1A, se encuentranindividuos
que reconocende 0-4 bandas, que a excepcionde
una, pertenecenal virus. En el grupo 2B se encuen-
tran individuos que reconocen de 7-14 bandas, en
donde 4 de las bandas reconocidas no pertenecen
a los antigenos del virus y, aunque con diferentes
frecuencias, ya son reconocidos todos los antige-

Figura 1. imagen digitalizadade los 115 WB analizados en este estudio.
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de Du Pontlos negativos quedan casitodos sobre-
puestos en un solo punto (INl)y los demas indivi-
duosdel grupo | son o negativos o indeterminados
y enelgrupo Ithay numerosos sueros indetermina-
dos. Para el criterio del INDRE en el grupo | se
encuentrantodoslosindividuosnegativos, los cin-
co indeterminados y en el extremo inferior 2 indivi-
duos positivos. En el grupo Il se encuentran Gnica-
mente individuos positivos.

Analizando con mas detalle, se formaron los
gruposque se muestran en la figura 7A. El cuadro
Il muestra la frecuencia de reconocimiento para
cadabandaenlos gruposmarcados (1 a6). Enella
se observa que conforme se avanzadel grupo 1 al

Figura 2. Eliminacion del ruido de fondo. Izquierda: imagen
original; derecha: imagen obtenida al restar el fondo.

nos del VIH. En el grupo 36 se encuentran indivi-
duos que reconocen de 15-20 bandas, en donde
casi todos los individuos reconocen a todas las
bandas del virus. Los individuos de este grupo no
solo tienen un patr6n muy completo sino que
también son altamente reactivos, tanto para las
bandas propias del virus como para los otros anti-
genos. En el grupo 4B se encuentran individuos
gue reconocen de 4-17 bandas, también en este
grupo se encuentranlas 20 bandas del patron, pero
en general reconocidas con menor frecuencia que
en el grupo 36 (Cuadro I).

Con los mismos datos con los que se hizo el
dendograma (datos cualitativos), se hizo también
un andlisis de componentes principales (ACP)."!
Los eigenvalores del andlisis son proporcionales a
la varianza explicadapor cada componente. Usan-
do las dos primeras componentes se explica un
69% de la varianza. Los eigenvectoresmuestranla
importancia o "peso" de cada banda; para este
caso apenas se observa una pequefia diferencia
entre estos valores, esto es, los 20 antigenos
tienen la mismaimportancia en este analisis. Enla
figura 6 se presenta el resultadodel ACP cualitativo
al clasificar alosindividuos segun el diagnéstico de
Du Pont (superior) y del INDRE (inferior) Se obser-
vaun grupoarribaalaizquierda (grupo ) separado
delresto de losindividuos (grupo If). Parael criterio
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Figura 4. Ejemplo de cuantificacion. Sueros 120 y 415. En la tabla la primera columna es el nimero asignado a cada pico; la
segundacolumna muestra el peso molecular (PM) en kilodaltones que le correspondea cada uno; las columnasterceray cuarta
muestran el area bajo la curva del histograma calculada para cada pico.

6, dichas frecuenciasvan aumentando para cual-
quierade los 20 antigenos. Enlos grupos 2y 3 las
bandas que no pertenecen al virus casi no son
reconocidas y las bandas del virus son reveladas,
pero no por todos los individuos; a partir del grupo
4todas las bandas del virus son reconocidas por la
mayoriade losindividuos;enlos grupos5y 6 se pre-
sentantodas las bandas endiferentes frecuencias.

Se realizétambién un ACP con los datos cuan-
titativos, analizandose entonces la intensidad de
cadabanda del patrontotal para cadaindividuo. En
este ACP se explicael 80% de la varianza con las
dos primeras componentes principales. Teniendo
enel Patron Global 11 bandas pertenecientes alos
antigenosdelvirusintereséversi son éstaslas que
mayormente pesanen el anélisis. Enumerandolas
11 bandas con mayor peso, encontramos que
nueve de éstas pertenecen al virus [las correspon-
dientesalos PM54y 37kD (esta tltima subdivision
de la gp41) que pertenecen al virus no se encuen-
tran]y 2 que no son propiasdel VIH correspondien-
tesalosPM 88y 29 kD. El ACP obtenido con datos
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cuantitativos muestra dos grupos separados: uno
muy compacto que corresponde a imagenes con
muy pocas bandas (de cero a dos) y otro disperso
que corresponde a toda la gama de patrones
obtenidos, tal como se muestra en la figura 8. La
figura 9 muestra los resultados clasificando a los
individuos con el criterio de Du Pont (A) y del
INDRE (B) que, aunque varian en aquéllos diag-
nosticados como indeterminados, éstos se en-
cuentran en zonas definidas. Con respecto al diag-
néstico de Du Pont se encontré que los WB nega-
tivos, agrupados casi en un punto, se separan
perfectamente del resto de los WB (zona A). Si-
guiendo hacia la derecha existe un &area de indivi-
duosindeterminados(zonaB),y enlazona C estan
los positivos. Existen 2 zonas limitrofes angostas
(zonasDy E) en las que la, separacién no es tan
clara. Con respecto al diagndstico del INDRE el
grupo compacto esté formado por todos los indivi-
duos negativos y los cinco indeterminados, en
tanto que todos los individuos positivos quedan
perfectamente separados.

Gac Méd Méx Vol.134 No. 4




sEREEL

L LETS

Figura5 Agrupacionde patronesde acuerdoal dendograma.
Para cada tira de WB se muestra su niimero de suero y su
diagnéstico de acuerdoalcriteriodeINDRE, asi como para el
criterio de Du Pont. P = Positivo; | = Indeterminado; N =
Negativo.

Correlacién de imagenes con datos clinicos

Clasificando a los individuos en asintomaticos
(A) o conalgun sintoma (S) (pérdida de peso, dolor
de cabeza, candidiasis, etc.) y colocandolos en el
ACP cuantitativoobtenido (Figura 8) se obtuvo, la
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Cuadro l. Frecuencia de reconocimiento de cada
antigeno dentro de cada grupo del dendograma
Grupo
PM 1B 2B 3B 4B
160 0.20 1.00 1.00 1.00
*120 0.08 1.00 1.00 1.00
88 0.00 0.81 1.00 075
* 65 0.04 1.00 1.00 079
*54 0.00 0.38 1.00 029
*51 0.04 1.00 098 083
* 46 0.04 0.95 1.00 096
*42 0.08 1.00 1.00  1.00
*37 0.00 0.38 1.00 042
33 0.00 0.05 060 021
*31 0.00 0.86 1.00 0.67
29 0.00 0.33 1.00 042
26.5 0.00 0.00 062 021
*24 0.20 0.90 098 0.75
21 0.00 0.00 076 029
19 0.08 0.00 0.80 025
*17 0.04 0.71 098 079
15 0.00 0.00 098 042
14 0.00 0.00 0.73 0.29
13 0.00 0.19 076 0.50
Individuos 25 21 45 24
en el grupo
NUmero 0-4 7-14  15-20 417
de bandas
Frecuencia = NUmero de individuos cuyo suero
reacciona con determinada banda, dividido entre e/
total de individuos pertenecientesa cada grupo. Los
antigenosmarcados conasterisco correspondenalos
antigenos propios del VIH.

distribucién de la figura 10. No encontrandose
agrupaciones visualmente claras de pacientes, se
dividio el plano en cuatro cuadrantes iguales y se
calcularon los porcentajes de asintornaticos y
sintomaticos colocados en la misma figura. Un
analisis de regresion logaritmica.™ revel6 que la
interaccion cuadrante-sintomaes significativa; es
decir, el ntimero de asintomaticos cambia de acuer-
do al cuadrante, habiendo méas asintomaticos en
los cuadrantes, li y IV que corresponden a las
imagenes mas complejas.
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Discusion

Ladigitalizaciénde imagenespermitiésistema-
tizar con cierta facilidad los resultados obtenidos
enlos WB, conservandosede estamaneraintactas
lasiméagenes, pudiéndose cuantificary crear archi-
vos de datos disponibles para diversos estudios.
Esto es de particularinterés en el caso del SIDA,
pues el WB es la prueba inmunolégica confirmato-
ria parael diagnéstico de caso, y unavez hechoel
diagnéstico la informacion detalladano se aprove-
chaparaestudios de la respuestainmune humoral
en el desarrollo en la enfermedad individual o
colectivamente. El interés principal de este trabajo
es recuperar dicha informacion y proponer proce-
dimientos para su analisis.

Cuadro II. Frecuencia de reconocimiento de cada |
antigeno dentro de cada grupo del ACP con
datos cualitativos

Grupo
PM 1 2 3 4 5 6

'160 0.00 056 100 1.00 1.00 1.00
120 000 022 100 1.00 1.00 1.00
88 0.00 000 038 0.88 100 096
* 65 000 0141 050 09 1.00 1.00
“54 000 000 013 033 040 098
*51 000 0.1 025 092 090 0.98
* 46 000 011 075 1.00 100 1.00
*42 000 022 100 1.00 1.00 1.00
37 000 000 000 042 0.80 094
33 000 0.00 000 004 040 058
31 000 0.00 025 092 0.80 0.98
29 000 000 000 0.33 0.70 0.98
26.5 000 000 000 000 ©0.30 0.63
r24 000 056 025 092 100 0.98
21 000 000 000 004 030 0.77
19 0.00 022 000 004 030 0.79
‘17 000 011 050 071 1.00 0.98
15 0.00 0.00 0.00 004 0.60 098
14 000 000 000 000 030 0.77
13 000 000 013 017 070 0.79
Individuos 16 9 8 24 10 48
en el grupo
Nimero 00 14 48 8-14 12-1616-20
de bandas

Frecuencia = Numero de individuos cuyo suero
reacciona con determinada banda dividido entre e/
total de individuos pertenecientes a cada grupo. Los
antigenos marcados con asterisco correspondenalos
antigenos del VIH.
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Para el manejo de cientos de imagenes de WB
se automatizéenloposible el proceso decaptacion
y manejo de las imagenes. Un punto importante
para automatizar es contar con un buen material
visual, es decir, con un buen WB. En este caso se
utilizé un estuche de WB comercial (Du Pont), con
resultados altamente reproducibles, bandas muy
claras y bien definidas. Aln asi existen pequefias
diferencias en los tamafios de las tiras de nitroce-
lulosay por lo tanto enla posiciénde las bandas. El
programa AMBIS OIS permite mejorar este aspec-
to puesto que ofrece la posibilidad de ajustar las
imagenes de todos los individuos a un mismo
tamafio. Otra ventaja de trabajar con imagenes
digitalizadas es el poder elaborar un Patrén Global
de bandas y sobreponerlo a cada uno de los
individuos, facilitandola identificacionde una ban-
da de acuerdo a su posicién y la cuantificacion de
una misma area en todos los casos.
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Figura 6. ACP con datos cualitativos, substituyendologpuntos
obtenidospor el diagnésticosegun: gréfica superior) el criterio
de Du Pont;gréficainferior)el criteriodel INDRE. P =Positivo;
I=Indeterminado; N = Negativo| | representa 16 sueros
diagnosticados como negativos;|_] representa 8 sueros
diagnosticados como positivos.CP1 Componenteprincipal 1;
CP2 Componente principal 2 (en ambos ejes unidades
relativas).
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Figura 7. ACP condatos cualitativos.A) Formacion de grupos;
B) Los nimeros en la grafica corresponden al nimero de
suero representado por el punto. CP1 Componente principal
1; CP2 Componente principal 2 (en ambos ejes unidades
relativas).

Es conveniente resaltar que el primer paso para
automatizar cualquier procedimiento es fijar una
serie de pardmetros que requieren de un estudio
previo del material en cuestion; el valor 6ptimo de
estos pardmetros conducira a resultados confia-
bles, con un minimo de decisiones erréneas. La
reglautilizadaparaeliminarel fondo del histograma
fue restar de todos los puntos el valor del valle
minimo. En la mayoria de los casos este valor fue
cero, esdecirno se rest6 fondo y por lo tanto no se
alteré enabsolutolaimageninicial. Enlos casosen
que el fondo fue pequefio tampoco se alterd la
informacion; sélo se observaron dos casos en los
que se resté un valor muy alto. Al digitalizar la
imagen se pasa de una informacién visual a una
informacién numérica de posiciény cantidad que
guedarepresentadapor el histograma. La percep-
cion visual registra la intensidad y el grosor de
determinada banda, y es so6lo con la ayuda de la
computadora que se puede efectuar la sumatoria
(&rea bajo la curva) para dar como resultado la
cantidad de esa banda; a partir de este dato se
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establecioun umbral arbitrariopor encimadel cual
se considerd si existe o no unabandaen cada WB.

Elanalizar los resultados del WB resultacompli-
cadopuesto que se trata de informacién multivaria-
da; por lo general se analiza cada banda por
separado. Encontramos un ejemplo de ello en el
articulode Lange’ en el que la atencion se enfoca
ala observacion de lo que ocurre con el antigeno
gp24enlaevolucion de la enfermedad. Otro ejem-
plo es el trabajo de Midthun y colaboradores®
guienes exponen algunos de sus resultados de la
siguientemanerade dificilcomprensién: "El grupo
de losindeterminadostienelas siguientes caracte-
risticas: 85% tiene Unicamente bandas de baja
intensidad; 68% tiene una sola banda (pl7, 6%;
p24, 28%; p55, 17%; p51, 2%; p66, 15%); 32%
tiene dos 0 masbandas (cualquier combinacion de
bandas de gag, 9% ; bandas de po/, 2%; bandas de
gagy pol, 17%; bandas de gagy env 2%; bandas
de gag, poly env, 2%). Las bandas correspondientes
ap24,p55yp66 ocurrieron con lamayorfrecuencia
(47%, 34% y 36%) de los WB, respectivamente y
aquéllascorrespondientes abandas de laenvoltu-
ra ocurrieron menos frecuentemente (4%)".

El sistema de inmunoplot'® organiza la informa-
cién obtenida de los WB en un plano y permite con
mayor rapidez y facilidad, identificar antigenos
especificosy compartidosentredos categorias. En
este trabajo se utilizaron dos tipos de andlisis
multivariados exploratorios: andlisis de agrupa-
mientos (dendograma) y ACP para agrupar a los
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Figura 8. Resultado del ACP con datos cuantitativos. Los
ndmeros en la gréfica corresponden al nimero de suero
representadopor cada punto. CP1 Componente principal 1;
CP2 Componente principal 2 (en ambos ejes unidades
relativas).
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Figura 9. ACP con datos cuantitativos, substituyendo los
puntos obtenidospor el diagnéstico segun: graficasuperior) el
criterio de Du Pont; gréficainferior)el criterio del INDRE. P =
Positivo; | = Indeterminado; N = Negativo. CP1 Componente
principal 1, CP2 Componente principal 2 (en ambos ejes
unidades relativas).

individuos de acuerdo a su Patrén Global de ban-
das y aprovechar la informacién que éstos pudie-
ran proporcionar con respecto a la evolucion de la
enfermedad.

Utilizando la informaciéncualitativade presen-
cia 0 ausenciade cadabanda, el dendogramay el
ACP (Figuras5y 7) dieronresultados satisfactorios
y muy parecidos. Es de notar que el grupo 1A del
dendograma esté constituido por 16 individuos
idénticos, representados en el ACP en un punto
(grupo 1) y el resto de los individuos del grupo 1A
corresponden exactamente a los individuos del
grupo 2 de componentes principales.

Utilizando el criterio de diagnéstico del INDRE
vemos que en 1A se encuentran todos los indivi-
duos diagnosticados como negativos e indetermi-
nados. Hay problemas de clasificacién sélo con
dos individuos positivos que también quedaron
incluidos en el grupo de negativos e indetermina-
dos. En este sentido el ACP es mejor puesto que
estos dos individuos se encuentran separados en
la parte inferior del grupo 2. En el grupo 2A del
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dendograma (grupos 3, 4, 5y 6 del ACP) todos los
individuos son positivos. La subclasificacionde las
individuos positivos en 2B, 3B y 4B (Figura 5),
separaalasiméagenes de patrones muy complejos
(3B) del restode laiméagenes, habiendo agrupaciones
gue a simple vistano son tan obvias. Esto puede
deberseaqueelindicedesimilaridadtoma encuenta
como caracteristicas compartidas entre dos indivi-
duos, elhechode que amboscarezcandeunacierta
banda que aparece en el Patrén Global, y visual-
mente no registramos estainformacion. En cuanto
al ACP las subclasificaciones 3, 4, 5y 6 es méas
gradual: conforme se cambia de grupo aparecen
mésbandasy lafrecuenciade reconocimientode cada
banda esta en orden ascendente (Cuadros i y 1i).

En cuanto a criterios como el de Du Pont que
utilizanlaintensidad de cada banda segun registro
visual, el resultado de ambos andlisis fue menos
satisfactoriopuestoque tenemosindividuosindeter-
minados en todos los grupos. Asi pues, siguiendo
los criterios de diagndstico del INDRE se obtuvie-
ron agrupamientos mas cercanos y consistentes.

A diferencia del dendograma, el ACP permitio
utilizar la informacién rigurosamente cuantitativa
de densidad optica. El andlisis usando las 20
bandas del patrénpropuesto le dio tanto pesoalos
antigenos propios del VIH que efectuando el mis-
mo analisis Gnicamente con los antigenos virales
dio, practicamente losmismosresultados. Encuan-
to al diagnéstico del INDRE se logra en este caso,
unaseparacion obviaentre losindividuos positivos
y los negativos o indeterminados. Si se trabaja con
el criterio de Du Pont se logra también una buena
separacion, a excepcion de las zonas limitrofes
(Figura 9): en la zona D no es tan evidente la
separacion entre negativos e indeterminados pero
en estaregién encontramos solamente indetermi-
nados con muy pocas bandas (1 0 2); enlazona E
se encontrarondos individuos positivos. En reali-
dad, sieldiagnésticose hubieraefectuadoasimple
vista, es probable que se hubiera clasificado a
todos los individuos de esta zona, ya sea como
indeterminados o como positivos.

Existe poca informacion acerca de la relacion
entre el patron global de respuesta observado enel
WB y la evolucion de la enfermedad. Se sabe que
anticuerpos contra p24 desaparecen cuando se
manifiesta el sindrome.” El estudio de Garland y
colaboradores® mencionaqgue aun cuandoel papel
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Figura 10. ACP cuantitativomostrando la distribuciénde los
individuosconforme a su sintomatologia. A= Asintomaticoy
S= algun sintoma. % = porcentaje de asintomaticos. CPI
Componente principal 1; CP2; Componente principal 2 (en
ambos ejes unidades relativas).

de la respuesta humoral ain no ha sido completa-
mente establecido, el tener anticuerpos especifi-
cospuedeinfluirsobreel curso de lainfeccion. Este
estudio investigé la asociacion entre la reactividad
delosanticuerposen las nueve protefinas vistas en
el WB y las cuentas iniciales de células CD4. La
cantidad de anticuerpos la cuantificaron asignan-
dose valores de O a 3 a cada una de las bandas
obtenidas en el WB. Usando regresion multivaria-
da encontraron que los anticuerpos dirigidos en
contra de iap24, p53 y p55 correlacionan positiva-
mente con la cantidadinicial de CD4, en tanto que
la gp41 correlacionanegativamente. En el anélisis
de correlacion de imagenes con datos clinicos
realizadoen estetrabajo, encontramoscorrelacion
entre la posicion del individuoen el plano (Figura
10) y el hecho de ser asintomaéticos o tener algin
sintoma, resultando que hay un porcentaje mayor
de individuos asintométicos que presentan patro-
nesde WB muy complejos, es decir, unarespuesta
humoral intensa y amplia. Esto concuerda con la
existencia de una alta respuesta humoral en el
periodo asintomatico!” y con las observaciones de
que un patrénindeterminadopuede deberse a que
el individuo tiene muy poco tiempo de infecciéno
bien, reflejar el decaimiento de la respuestainmu-
ne que caracteriza al SIDA.”
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El interés por analizar en forma separada a los
antigenos no propios del virus, se basaen laidea
de quelasbandasque no sondel VIHpodrianestar
relacionadascon la presencia de autoanticuerpos.
Observamos que estos anticuerpos no aparecen
en patrones con pocas bandas. Por otra parte, el
79%de los individuos positivos(criterioINDRE) en
este estudio tienen 8 0 9 bandas del patronde Du
Pont. Esto indica que diferencias finas entre patro-
nes complejos, pueden deberse alos antigenosno
propiosdel virus. No se encontrd correlaciénentre
patronesde dichasbandas y los datos de sintoma-
tologia de los que se disponia.

Este trabajo demuestra la posibilidad del diag-
néstico automético del WB en la infeccién por VIH
y, de forma mas importante, muestra un camino
viable para organizar y analizar las imagenes de
WB, como un todo, sin perder las posiblescorrela-
ciones entre los antigenos. La identificacion de
numerosas bandas que no son del VIH exige un
analisis meticuloso de su posible significado fisio-
patogénico, lo que habramenester de expedientes
clinicos completos y de manera ideal, de disefios
en cohorte.
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