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ABREVIATURAS



ADCC: Citotoxicidad dependiente de anticuerpos

ADVP: Adictos a drogas por via parenteral.

ANITI: Analogos de nucledsidos inhibidores de la transcriptasa inversa.
APC: Célula presentadora de antigeno.

CAF: CD8+ T-cell antiviral factor (Factor antiviral de células T CD8+).
CDC: Centers of Diseases Control (Centros de control de enfermedades).
CMV: Citomegalovirus.

CRS: Complejo relacionado a SIDA.

CTL: Linfocitos T citotoxicos.

CV: Carga viral.

DCs: Células dendriticas.

DNA: 4cido desoxirribonucleico.

EBV: virus Epstein-Barr.

ElA: Enzime immunoassay.

ENI: Expuesto al VIH y no infectado.

ENIyu: Expuesto a hemoderivados contaminados con VIH y no infectado.
ENIlsx: Expuesto via sexual al VIH y no infectado.

ETS: Enfermedad de transmision sexual.

FDA: Food and Drug Administration.

G-CSF: Factor estimulante de colonias granulociticas.

GM-CSF: Factor estimulante de colonias granulociticas y macrofagos.
gp: Glicoproteina.

HAART: highly active antiretroviral therapy.

HLA: Human leucocytes antigen (antigeno de leucocitos humanos).

HLA-I: Antigeno de histocompatibilidad clase I.
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HLA-II: Antigenos de histocompatibilidad clase II.
HTLV-Ill: Human T-cell lymphotropic virus type Il .
ICAM-1: Molécula intracelular de adhesion-1.

IF1: Indirect immunofluorescence.

IFNs: Interferones.

Ig: Inmunoglobulina.

IL: Interleucinas.

IP: inhibidores de proteasas.

IPCs: Células productoras de interferon tipo 1.
IQR: Interquartile range (rango intercuartil).

LAV: Lymphadenopathy-associated virus.

LB: Linfocitos B.

LGP: Linfadenopatia generalizada persistente.
LIA: Line immunoassay.

LT: Linfocitos T.

LTNP: No progresor a largo plazo.

MAC: Complejo Mycobacterium avium.

MACS: Multicenter AIDS cohorte study.

MBLs: Mannose-binding lectins (lectinas unidas a manosa).
MHC: Major complex histocompatibility (Complejo principal de
histocompatibilidad).

MHC-I: Moléculas clase | del MHC.

MHC-II: Moléculas clase Il del MHC.

MIP-1a: Macrophage inflammatory protein-1c.

MIP-1B: Macrophage inflammatory protein-1p.
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M-tropic: Macrofagotrépicas.

NK: natural killer.

NNITI: No nucledsidos inhibidores de la transcriptasa inversa.

NP: Normo-progresor.

NSI: Non syncytium-inducing (no inductora de sincitios).

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

ONUSIDA: Organizacion de las Naciones Unidas (SIDA).

OR: Odds ratio.

p: proteina.

PBMCs: Peripheral blood mononuclear cells (Células mononucleares de
sangre periférica)

PCP: neumonia por Pneumocystis carinii

PCR: polimerase chain reaction

PHA: Phytohemaglutinin (fitohemaglutinina)

RANTES: Regulated on activation, normal T expressed and secreted.
RIPA: Radioimmunoprecipitation assay.

RNA: Acido ribonucleico.

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa mediante retrotranscripcion
previa de ARN a ADNc.

SDF-1: Stromal-cell-derived factor-1.

Sl: Syncytium-inducing (inductoras de sincitios).

SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

Tc: Célula T citotoxica.

TCR: Receptor de célula T.

Th: Célula T cooperadora.
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Th1: linfocito T cooperador 1 (helper 1).

Th2: linfocito T cooperador 2 (helper 2).

TI: Transcriptasa inversa.

TNF: Factor de necrosis tumoral.

T-tropic: Linfocitotrépicas.

USA: Estados Unidos de América.

VHB: Virus de la hepatitis B.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia adquirida.
VIS: Virus de la inmunodeficiencia del simio.
V3: Variable 3.

WB: Western blot..
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1 INTRODUCCION.

1.1 INFECCION POR EL VIH/SIDA.
1.1.1 DEFINICION.

Infeccion por virus de la Inmunodeficiencia humana (VIH).- Esta
caracterizada por un periodo asintomatico prolongado de afios o décadas,
a la que sigue la enfermedad fatal, SIDA (Sindrome de inmunodeficiencia
humana).

Aunque el SIDA primero fue identificado en hombres homosexuales
en los Estados Unidos de América (USA), pronto fue observado en otros
grupos, incluyendo adictos a drogas por via parenteral (ADVP),
hemofilicos, receptores de transfusiones sanguineas, heterosexuales vy
eventualmente en hijos de madres con la enfermedad; tales hallazgos
sugieren que el SIDA es transmisible. Lo que comenzd con cinco casos
reportados a los Centers of Disease Control (CDC) en 1981, alcanzo
proporciones inesperadas en pocos afnos.

El desarrollo de SIDA en hemofilicos que recibieron inyecciones de
factor VIl de plasma humano? comenzaron a apuntar hacia un agente viral;
asi un retrovirus nuevo fue identificado y asociado a SIDA por varios
grupos independientes. Uno de ellos® aisl6 un virus asociado
persistentemente a la linfadenopatia y lo llamaron LAV (lymphadenopathy-
associated virus). En 1984 Popovic et al*, identificaron otro retrovirus al
que llamaron HTLV-Ill (human T-cell lymphotropic virus type Ill). Este virus
fue identificado de manera independiente por otro grupo®. Estudios
subsecuentes demostraron que los tres virus aislados independientemente
eran el mismo. Para evitar confusién un comité internacional, en 1986,

llamé al virus, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH); en el mismo
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afo se descubrid una variante y el virus original fue designado como VIH-1
(VIH) y la variante, VIH-2%; ambos son capaces de producir SIDA en seres
humanos’. Los dos estan genéticamente relacionados al virus de la
inmunodeficiencia en simios (SIV), el cual se encuentra en primates de
Africa. El VIH-1 es mas frecuente en Africa central, USA, Europa y
Australia, y el VIH-2 se encuentra en Africa occidental y algunas partes de
Europa. A nivel, molecular el VIH-2 se asemeja mas al SIV. Cuando se
compara con VIH-1, el VIH-2 tiene un mayor periodo de latencia clinica de
la infeccion hasta que se desarrolla los sintomas.

El SIDA representa la expresion patologica final de la infeccion por
el VIH; la destruccion del sistema inmunitario es la caracteristica mas
importante del paciente infectado. Varias complicaciones caracterizan la
infeccién por el VIH, incluyendo una grave alteracion del estado general,
“wasting”, dafio neuroldgico, e infecciones oportunistas® y ciertos tipos de
neoplasias; a partir de este momento se dice que el paciente tiene
SIDA®™. A partir de entonces el prondstico, al menos en pacientes no

tratados con anti-retrovirales, suele ser malo.
1.1.2 EPIDEMIOLOGIA.

Hace dos décadas, médicos de las ciudades Nueva York, San Francisco, y
Los Angeles, en Estados Unidos de Norteamérica, identificaron un nuevo
sindrome de inmunodeficiencia entre varones jovenes homosexuales.
Inicialmente, la enfermedad fue Illamada GRIDS (por, Gay-Related
Immunodeficiency Syndrome). Sin embargo, pronto se vio que la
enfermedad no estaba confinada a un sélo grupo de poblacién, y tuvo
diseminacion silenciosa a través de otras poblaciones de alto riesgo,

incluyendo ADVP; hemofilicos, receptores de transfusion de sangre;
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heterosexuales de alto riesgo. Para fines de 1981, varios cientos de casos
habian sido identificados, la enfermedad fue Illamada SIDA y la
investigacion fue encaminada a la identificacion de su causa. Tres afios
después se descubrio el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y las
pruebas diagndsticas pronto estuvieron disponibles para identificar
aquellos individuos infectados. En ese momento se tenia ya el agente
causal, las pruebas diagnésticas para detectarlo y la via de transmision,
con gran optimismo se pensd que la infeccidén, pronto seria controlada;
unicamente habia que convertir esos conocimientos en accion para
prevenir futuras expansiones de la enfermedad. Pronto nos dimos cuenta
gue nos enfrentamos a la peor pandemia del Siglo XX.

En la situacion actual, los epidemidlogos no pueden predecir con
certeza a qué velocidad se expandira una epidemia determinada ni cuando
alcanzara su maximo, aunque si pueden realizarse predicciones a corto
plazo basadas en las tendencias del VIH y en la informacion sobre

comportamientos de riesgo.
1.1.2.1 SITUACION MUNDIAL.

A partir de datos disponibles la Organizacion de Naciones Unidas contra el
SIDA (ONUSIDA) y la Organizacion Mundial para la Salud (OMS) estiman
que, a finales del afo 2000, el numero de personas que viven con el VIH o
con SIDA, es mas de un 50% superior al que proyectdé en 1991 el
Programa Mundial sobre SIDA de la OMS. Para este mismo afio, cerca de
60 millones de personas han sido identificadas como VIH+, de ellas se
estima que 22 millones han muerto, 36 millones viven con VIH/SIDA y 5.3
millones se han infectado en afio 2000 (TABLA 1 y FIGURA 1)"'"'2 La

mayoria de ellos con menos de 25 afos de edad y el 95% viviendo en
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paises en desarrollo” ™. Sélo en 1999, 3.0 millones de personas murieron a
causa del SIDA, y en la década de los noventa 13 millones de nifios
quedaron huérfanos debido a la muerte prematura de sus padres; las
estadisticas son crueles, pero el impacto sobre la humanidad es aun peor.
Los mas golpeados por la epidemia tienen edades entre 15 y 49 anos, la
etapa mas productiva de su vida. En los paises mas afectados, el SIDA
esta afectando completamente las expectativas de vida de la poblacién
infectada; este impacto repercutira en cada sector de la sociedad, de salud
a agricultura, educacion y el sector privado mermando las economias de

las fuentes vitales y las contribuciones de una generacién completa.

TABLA 1. ESTIMACION MUNDIAL DEL VIH/SIDA EN 2000.
ADULTOS Y NINOs ™.

Personas que viven con VIH/SIDA Adultos 34.7 millones
Nifios 1.4 millones
Total 36.1 millones
Numero acumulado de Adultos 17.5 millones
defunciones por causa del VIH/SIDA Nifos 4.3 millones
Total 21.8 millones
Nuevas infecciones por el VIH en 2000  Adultos 4.7 millones
Nifos 600 000
Total 5.3 millones
VIH/SIDA en 2000 Defunciones por Adultos 2.5 millones
causa del Nifios 500 000
Total 3.0 millones

Fuente: Report on the Global HIV/AIDS Epidemic, UNAIDS, WHO Working Group on
Global HIV/AIDS and STD Surveillance, 2000.
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FIGURE 1. Number® of adults and childran estimated to be infected with HV and AIDS
— waorldwide, 2000

* n=36.1 million.
Source; Jointed United Mations Program on AIDG.

1.1.2.2 SITUACION EN ESPANA.

Durante el ano 2000 se estima que se diagnosticaron en Espafia 2 511
nuevos casos de SIDA, segun datos corregidos por el retraso de
notificacion (TABLA 2)°.

El numero de nuevos diagndsticos ha disminuido un 13% respecto al
afo anterior, continuando la tendencia iniciada en 1995 (TABLA 2) El
numero de casos nuevos de SIDA ha disminuido un 64% en los ultimos
cinco anos debido al conjunto de los avances de la lucha contra el SIDA,
tanto en la prevencion como en la asistencia sanitaria, pero

fundamentalmente es atribuible a los nuevos tratamientos anti-retrovirales.
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La mayor caida se registro entre 1996 y 1997, mientras que en los ultimos
afios el descenso se ha ido suavizando'.

El SIDA es una consecuencia tardia de la infeccién por el VIH, y por
tanto, no refleja necesariamente la incidencia actual de nuevas infecciones.
En cualquier caso, el descenso en la incidencia de SIDA es un dato
positivo que indica una mejoria importante en el pronéstico y calidad de
vida de las personas infectadas por el VIH'.

Desde 1981, afio en el que comenzo la epidemia, se han acumulado
un total de 59 466 casos de SIDA en Espana, pero en el 53,3% de ellos se
ha notificado ya su fallecimiento. Hasta la fecha se ha recibido informacién
de 1 744 casos diagnosticados en 2000, entre los cuales siguen
predominando los hombres (77,9%). La edad media al diagnostico de SIDA
ha ascendido a 37,4 afos. La proporcion de casos pediatricos (menores de
13 anos) ha seguido descendiendo y se situa a solo el 0,5%. La via de
transmision mas frecuente ha sido el compartir material de inyeccién para
la administracion parenteral de drogas (56%), lo que se confirma tanto en
hombres (59%) como en mujeres (48%). La transmisién por relaciones
heterosexuales no protegidas asciende al 22%, pero adquiere especial
relevancia en las mujeres, donde representa el 39% de los casos. La
tercera via de transmision mas frecuente ha sido las relaciones
homosexuales no protegidas entre hombres, suponiendo el 11% de todos
los casos y el 15% de los hombres™.

Los casos atribuidos a la transmision heterosexual del VIH siguen
aumentando en porcentaje respecto al total, y en 2000 han alcanzado el

22% de todos los casos nuevos diagnosticados. Ademas, esta categoria es

26



la unica en la que en 2000 no ha disminuido el numero de casos nuevos
respecto a 1999. Aproximadamente una tercera parte de los casos de
SIDA diagnosticados en 2000 no conocian su infeccion por VIH hasta que
desarrollaron el SIDA, y este porcentaje supera el 50% entre los casos que
adquirieron la infeccion por transmisién sexual. Esto demuestra la

necesidad de mejorar el diagnéstico precoz de la infeccion por el VIH™.
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TABLA 2. CASOS DE SIDA EN ESPANA POR CATEGORIAS DE
TRANSMISION Y ANO DE DIAGNOSTICO

Datos corregidos por retraso de notificacion. Situacion a Diciembre de
2000.

HOMO- ADVP HEMODERIVADOS TRANSFUSION MADRE- HETEROSEXUAL

BISEXUAL HIJO

ANO N N N N N N TOTAL
1981 1 0 0 0 0 1
1982 0 0 0 4
1983 4 5 2 0 0 15
1984 11 20 12 1 1 0 50
1985 37 108 18 1 6 2 174
1986 88 307 43 9 23 15 493
1987 209 706 47 19 32 45 1084
1988 340 1568 77 31 90 94 2254
1989 520 2151 84 31 88 182 3137
1990 585 2694 67 41 68 295 3885
1991 699 3032 76 44 85 377 4540
1992 789 3282 56 44 81 508 5031
1993 799 3535 55 3 84 635 5440
1994 907 4969 68 24 80 975 7323
1995 941 4608 56 22 80 1015 7014
1996 759 4223 49 16 48 1075 6470
1997 520 2970 22 14 37 841 4671
1998* 428 2079 10 5 19 694 3476
1999* 351 1654 9 9 16 551 2285
2000* 287 1403 4 5 12 559 2511

*Estimaciones corregidas por retraso de que pueden sufrir modificaciones conforme se

complete la notificacion '>.
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1.2 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS Y MOLECULARES DEL VIH.
1.2.1 RELACIONES EVOLUTIVAS DE VIH.

Los retrovirus pueden ser divididos en dos grupos: transformantes vy
citopaticos. Los primeros inducen cambios en el crecimiento celular y estan
asociados a cancer. Los retrovirus citopaticos son miembros de la familia
de lentivirus en donde estan incluidos el VIH-1, VIH-2 y VIS. La propiedad
fundamental de su replicacién, a través de la transcripcion inversa, de ahi
su nombre, la comparten con otros virus animales y con algunos de

plantas, asi como con muchos elementos genéticos maéviles celulares.
1.2.2 ESTRUCTURA DEL VIH.

Todos los miembros de la familia lentivirus de los retrovirus comparte
numerosas estructuras y caracteristicas moleculares como es el hecho de
poder integrar su material genético en el genoma de células no
proliferantes como macréfagos o lineas celulares cuyo ciclo celular ha sido
modificado’®'® El VIH (FIGURA 2), esta formado por una particula esférica
de 80 a 100 nm, con una estructura en tres capas; interna o nucleoide, que
contiene RNA (acido ribonucleico), la nucleoproteina y algunas enzimas
necesarias para el ciclo vital’, una capside icosaédrica y una envoltura
derivada de la célula huésped donde se insertan las glicoproteinas (gp) y
antigenos de histocompatibilidad clase | (HLA-l) y clase Il (HLA-II). El
genoma de este virus es una cadena unica de RNA constituido por dos
hebras idénticas de polaridad positiva y que contiene los genes
estructurales y reguladores' y moléculas de TI, las cuales catalizan la
transcripcion inversa de RNA viral a DNA (acido desoxirribonucleico)
provirus que se integra en el genoma de la célula huésped. A partir de este

provirus se transcriben los RNA mensajeros que codificaran las proteinas
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correspondientes que, uniéndose al RNA gendmico viral, constituyen la
particula que emerge por gemacion a través de la membrana celular
incorporando lipidos de ella y las glicoproteinas de envoltura, que a su vez
incorporan azucares derivados de la célula del huésped.

Las cadenas del genoma viral forman una proteina cilindrica, core.
En el VIH estas proteinas (p) core son llamadas p17 y p24: el core es una
envoltura que el virus adquiere de la célula infectada del huésped por un
proceso llamado budding. La membrana de las células del huésped se
modifica por la insercién de dos glicoproteinas (gp) del VIH, gp120 y gp41.
La gp41 expande la membrana; la gp120 se une a la gp41 pero extiende
mas alld la membrana. Tanto la gp120 como la gp41 tienen papeles
importantes en la unién del VIH a la célula huésped en el proceso de
infeccion®.

La caracteristica mas importante de estos virus es la riqueza de
genes y proteinas reguladoras, que condicionaran la complejidad de la
interaccion virus célula y de ahi la patogenia de la enfermedad. Asi como
otros retrovirus poseen genes estructurales gag, pol y env, el VIH posee
seis genes adicionales, reguladores y accesorios, en contraste con los

HTLV que sélo poseen tres (TABLA 3).
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FIGURA 2. ESTRUCTURA DEL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA
HUMANA(VIH)
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TABLA 3. GENES DEL VIH"®.

Gen Proteinas Funciones

Proteinas estructurales

gag p55. Precursora de Proteinas estructurales del core
p17 Proteina miristilada de la matriz
p24 Proteina de la capside
p15. Precursora de Proteina de la nucleocapside
p9 Proteina unida al acido nucleico
p6 Ayuda a la maduracion del virus
pol p90. Precursora de Enzimas
p15 Proteasa
p13 RNasa H
p63, p55 Transcriptasa inversa
p11 Integrasa Integracion del DNAc viral
env p160. Precursora de Proteinas de envoltura
gp120 Proteina de envoltura (superficie)
gp41 Proteina de envoltura (fransmembrana)

Proteinas reguladoras

vor p18 Acelerador del ciclo de replicacion.
Transporte nuclear

vif p23 Proteina asociada a la infecciosidad del virion.
tat p14 Activa la transcripcién de todos los genes
rev p19 Regulador de la expresidon post-transcripcional de

los genes gag y env
Transporte selectivo de RNAm en el citoplasma.

nef  p27 Regulaciéon negativa de CD4 y MHC-1. Parece
inhibir la transcripcién del VIH y retardar la
transcripcién viral

vou p15 Solo en VIH. Aumenta la liberacién de viriones de
la célula infectada. Podria aumentar el titulo de
virus presente en la persona infectada.

MHC, major histocompatibility complex.
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1.2.3 CICLO DE REPLICACION DEL VIH.

La entrada del VIH a la célula diana involucra dos pasos: 1) el primer paso
en la infeccién por el VIH es la unién de la glicoproteina (gp) 120 a los
receptores de la célula diana. El principal receptor celular para le VIH es el
CD4%'?2. Debido a que las células T cooperadoras (Th, por T helare)
expresan niveles elevados de CD4, se ha dicho que el VIH es
linfocitotrépico?®. Otras células que se unen al VIH incluyen macréfagos,
monocitos, células dendriticas (DCs)**?°, células de Langerhans, células
de la vagina y recto®. Entre las funciones de los macréfagos figuran
procesamiento y presentacién de antigenos extrafios, sintesis de citocinas
y factores de crecimiento necesarios para generar una respuesta inmune
eficaz de células By T, y el soporte de tipos celulares especializados como
los del sistema nervioso central (SNC).

La importancia del CD4 en la unién al VIH pudo ser demostrada por
transfeccion del gen que codifica CD4 en ciertas células en cultivo de tejido
que carece de CD4; tales células previamente resistentes a la infeccion por
el VIH, se hicieron susceptibles al VIH después que el gen CD4 fue
transfectado en ellas®.

Aunque el CD4 es el receptor de alta afinidad para el VIH, varios
estudios han demostrado que la presencia de CD4 no es suficiente para la
célula diana sea infectada por el VIH. Por ejemplo, cuando el gen para el
CD4 humano fue transfectado en células de raton, éstas aun no pueden
ser infectadas por el VIH aun cuando expresan CD4 en su membrana. Esto
permitié la especulacion que algunas otras moléculas de membrana
podrian participar en este proceso de entrada del VIH a la célula y 2),

después de la union del VIH a su receptor, la envoltura viral se fusiona son
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la membrana plasmatica de la célula diana®®. La fusién parece estar
inducida por una region hidrofoba.

Dentro del ciclo de replicacion del VIH se pueden distinguir varias
fases: adsorcion, fusiéon e internalizacion del viridn, transcripcion inversa e
integracion, latencia, expresion temprana de genes reguladores, expresion
tardia de genes estructurales y enzimaticos y morfogénesis y salida del
virion'®. La fase inicial el VIH comprende la interaccién entre regiones
definidas de la gp120 y epitopos especificos de la molécula CD4, primer

2122 y |os co-receptores de tipo CC y CXC%?° que

receptor en identificarse
se encuentra en la membrana de la célula diana. La contribucion de estos
co-receptores al proceso de entrada del virus no es la fijacion per se, de la
envoltura del virus, que es la funcion de CD4. Una vez producida la
interaccion de gp160 en forma trimérica al CD4, se opera un cambio
conformacional que permite la interaccion de dos dominios del virus, la
region variable 3 (V3) y una nueva region que permanecia enmascarada
por V3 los co-receptores. Esta segunda interaccion entre dominios ocultos
de la envoltura y el co-receptor permite que se ponga en marcha el
mecanismo que permite la fusion entre las membranas viral y celular y la
entrada del core vital en la célula. Después de esto, el VIH penetra a la
célula y se desenvuelve. Entonces la Tl usa RNA viral como plantilla para
fabricar una pequefia copia de DNA, formandose un hidrido RNA/DNA,; el
RNA se degrada; se sintetiza DNA y molécula de DNA lineal de doble
cadena cambia su conformacién y se hace circular. Parte de este DNA

migra al nucleo y, subsecuentemente, se integra al DNA celular para

formar el provirus de VIH por medio de la accién de la integrasa viral. La
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replicacién posterior de del VIH depende de los cambios dentro de la
célula. El ciclo de replicacion continua con la traduccion de RNA gendmico
viral. Dentro del citoplasma ocurre la etapa final de ensamble de proteinas
virales y es seguida por gemacion del virion maduro a través de la

membrana celular, con adquisicion simultanea de una envoltura.
1.2.4 CLASIFICACION DEL VIH.

El fenotipo de las cepas de HIV-1 esta definido por las células en las
cuales se replican in vitro, aunque éstos pueden cambiar in vivo con
profundas implicaciones para la transmisién viral, patogenia y progresion
de enfermedad.

Uno de los principales logros obtenidos a partir del descubrimiento
de los co-receptores de VIH ha sido la comprension de la base molecular
del tropismo celular del virus y que ha permitido una nueva clasificacion del
VIH, basada en el uso de co-receptores. Hasta el presente tres
clasificaciones estaban en uso. La primera define a las cepas primarias
como a) macrofagotrépicas (M-tropic) y b) linfocitotrépicas (T-tropic),
adaptadas a lineas celulares T. Sin embargo, este sistema disfraza el
hecho que todas las cepas primarias replican en linfocitos T CD4+
activados. El segundo sistema categoriza las cepas como inductoras o no
inductoras de sincitios (Sl, syncytium-inducing é NSI, non syncytium-
inducing, respectivamente) con base de si forman sincitios en células MT-

2, las cuales expresan CXCR4 pero no CCR5%"

. Sin embargo, los virus
NSI pueden faciimente formar sincitios con células CCR5+. El tercer
sistema define a los virus como lentos/bajos o rapidos/altos, dependiendo

de la cinética de crecimiento en cultivos®. Estas clasificaciones se usan de

una manera intercambiable, pero no son sinénimas; de tal forma que la
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identificacion del papel crucial de algunos receptores de quimiocinas en la
entrada del VIH a las células diana, ha permitido el desarrollo de un
sistema mas preciso para identificar las propiedades fenotipicas de cepas
virales. Un determinante principal del tropismo del VIH (fenotipo) esta
gobernado por la expresion de co-receptores conjuntamente con CD4;
CCR5 y CXCR4 6 ambos.

El uso de CXCR4 es una caracteristica de virus que forman sincitios
en lineas celulares T, mientras que el uso de CCR5 es una propiedad de
virus NSI, (M tropic)**>°. Asi, una nomenclatura basada en el co-receptor
usado proveeria designacion molecular precisa de una cepa dada que
explica mejor su fenotipo. Se propone que las cepas que usan el CCR5
pero no CXCR4 se llamen variantes R5 y que las cepas que usan CXCR4
pero no CCR5 sean designadas X4 y aquellas que utilizan ambos son
variantes multitropicas o R5X4°. La variante viral R5 se aisla en el 90-95%
de las infecciones primarias por el VIH3",

Los virus X4 son mas citopaticos, in vitro, que las cepas RS5,
haciéndose la especulacién que in vivo también podrian ser mas virulentas
y citopaticas para las células T CD4+*', ésto podria explicar el colapso tan
rapido de la poblacion de células T CD4+ que ocurre después que los virus
X4 empiezan a predominar*'*?.

Los mecanismos responsables de la emergencia de virus X4
durante la progresion de enfermedad se desconocen®'**. Es posible que el
nivel de expresién de CXCR4 y CCRS en células T CD4+ activadas pueda
influir en el uso del co-receptor. Asi, un fallo en el mecanismo de

disminucion de CXCR4 en células T activadas puede favorecer el uso de
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este co-receptor por el VIH*. Las cepas duales podrian emerger como un
estado transicional entre R5 y X4%. Se postula que una sola mutacion
puntual en el grupo N-terminal del loop extracelular-2 hace accesible

CXCR4 a las variantes R5*%47 .

1.3 HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR EL VIH.

La historia natural de la infeccion por VIH incluye la infecciéon aguda que va
seguida de una fase asintomatica de infeccidén croénica, la cual finalmente
desemboca en la fase de crisis SIDA*®, que se inicia con el declive (por
debajo de 500/ul), rapidamente progresivo de las células CD4+
circulantes*. Durante la fase inicial, conocida como primoinfeccion,
caracterizada por una infeccion aguda de varias semanas de duracion y en
la cual el virus presente en el indculo inicial replica en el huésped
infectando las células que expresan CD4 y el co-receptor apropiado,
usualmente el receptor de quimiocinas CCR5*'; en el estado precoz de la
infeccion por el VIH, los linfocitos T CD4+ parecen ser las principales
células diana®®. Pocas semanas después de la primera exposicion se
desarrolla una viremia acompafada, en algunos pacientes, de sintomas
parecidos a una mononucleosis o una meningoencefalitis, los cuales se
autolimitan en dos o tres semanas y posteriormente el paciente queda

asintomatico con o sin un sindrome linfadenopatico durante varios afios®"

58-60 61-64

*_Esta latencia clinica no se acompafa de una latencia virolégica® ™",
existiendo una gran interaccion entre el VIH y el sistema inmunitario del
paciente durante este periodo®>®. Algunos estudios sobre dinamica viral

durante la infeccion primaria por el VIH y SIV, sugieren que la poblacion
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viral se duplica entre 6-10 horas en el estado inicial de la infeccién, con lo
cual cada célula infectada da origen a 20 nuevas células infectadas.
Durante la infeccion primaria sintomatica, los niveles de virus infecciosos y
de células infectadas en circulacién son muy altos®®. La concentracién de
particulas virales en la sangre es >10°%ml y puede ser tan alta como10%/ml.
La infeccion sistémica inicial de los érganos linfoides periféricos con el VIH
podria ocurrir como resultado de los altos niveles de viremia que se
desarrolla durante la infeccién primaria®’. A las pocas semanas, el nivel de
virus en sangre disminuye; esta disminucién coincide con el desarrollo de
una respuesta inmune al VIH. De forma precoz aparecen linfocitos T
citotoxicos (CTL) especificos al virus y pueden representar un factor del
huésped crucial en el control de la infeccidn primaria del VIH%®'",
Empleando como modelo el SIV se ha demostrado la importancia de los
CTL CD8+ en el control de la viremia de la infeccién primaria; los monos
depleccionados de células T CD8+ con anticuerpos monoclonales son
incapaces de controlar la infeccion primaria™. Los efectos combinados de
los CTL y de otros elementos de la respuesta inmune disminuyen la
cantidad de virus en la sangre a un nivel mas bajo que set point, definido
éste como la estabilizacion de la carga viral (CV) después de la
primoinfeccion; reflejando un balance tenue entre produccion y destruccion
de viriones; sin embargo, nunca se consigue una inmunidad protectora’?.
La existencia de sintomas clinicos o no durante la primoinfeccion, y
al salir de ésta, condiciona su posterior evoluciéon’?".

La segunda fase de la infeccién por el VIH o de latencia clinica, en

general, de varios anos de duracién, es el gran periodo asintomatico entre
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la infeccién primaria y el desarrollo clinico de inmunodeficiencia (SIDA)®>
57,67.

En la fase asintomatica de la infeccidbn hay dos caracteristicas
fisiopatolégicas relacionadas: replicaciéon viral en tejidos linfoides
periféricos y una pérdida gradual de células T CD4+. Aunque la fase
asintomatica puede representar un periodo de latencia clinica, el virus
replica continuamente durante este tiempo; mediante métodos adecuados
puede detectarse virus libre en circulacion®®, estos niveles son mas bajos
que los detectados en la fase sintomatica de la infeccién o en pacientes
con SIDA, en el estado final de la infeccion. Las células infectadas se
detectan facilmente en tejidos linfoides periféricos y, su numero
correlaciona directamente con niveles plasmaticos del virus, sugiriendo que
el tejido linfoide es la principal fuente de virus en plasma®®>"¢"" Como los
pacientes con set point de virus plasmaticos mas alto progresan a SIDA
mas rapidamente, la disminucion de las células CD4+ podria estar
determinada por el nivel de replicacién viral alcanzado’®. Aun no estan
claros los mecanismos mediante los cuales se presenta la depleccion de
las células T CD4+ pero probablemente incluye una produccion disminuida
de células T por el timo y a un incremento en la tasa de destruccion de las
células T en la periferia®®"®.

La fase final de la infeccibn por el VIH se caracteriza por
inmunodeficiencia clinica con la presencia de enfermedades definitorias de
SIDA. Un afio o dos antes del desarrollo de SIDA, frecuentemente se

presenta una disminucion mas rapida de las células T CD4+ precedida por
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un incremento de la CV?°, presentandose replicacion viral en otros sitios
aparte del tejido linfoide®”.

Desde el comienzo de la epidemia de SIDA se ha logrado entender
las complejidades del curso clinico de la enfermedad por el VIH. Ademas
de la caracterizacién de las diferentes fases de la infeccion por el VIH,
estudios prospectivos que involucran grandes cohortes de individuos
infectados por el VIH han indicado claramente que la velocidad de
progresion de la enfermedad por VIH puede ser substancialmente diferente

entre individuos infectados por VIH (TABLA 4)°%:60.73.82:87
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TABLA 4. DEFINICION Y QARACTERiSTICA$ DE LOS PACIENTES
INFECTADOS POR VIH SEGUN LA PROGRESION®®.

Progresores rapidos (5%-10%)

e Definicién

Caracteristicas
¢ Inmunoldgicas

e Virologicas
Normo-progresores (80-90%)

e Definicion

Caracteristicas
e [nmunolégicas

e \Virologicas

No progresores (5-10%)
e Definicion

Caracteristicas
e inmunoldgicas

e Virologicas

- Progresién a SIDA entre 1y 5 arfios de la infeccion
- Disminucion rapida en los niveles de linfocitos CD4

- Bajos niveles de anticuerpos contra proteinas del
VIH

- Niveles bajos o0 ausencia de anticuerpos
neutralizantes de las variantes autologas del VIH

- Disminucion rapida de la respuesta CD8 no citolitica
que suprime la replicacién virica.

- Niveles muy altos de marcadores biolégicos de
progresion a SIDA.

- Carga viral alta (> de 10 000 copias de RNA/ml) que
no cae de forma importante tras la infeccién primaria.

- Progresion a partir de los 5 afios con mediana de
progresion a SIDA de 10 afios
- Disminucioén progresiva de los niveles de CD4

- Niveles altos de anticuerpos neutralizantes

- Respuesta CD8 citotdxica importante tras la
primoinfeccion, que posteriormente disminuye de
forma progresiva.

- Caida muy importante de la CV tras la
primoinfeccion.

- En la infecciéon primaria las cepas son homogéneas.
- Durante la fase clinica latente las cepas que se
aislan son NSI se replican lentamente.

- Durante la fase de progresion a SIDA las cepas se
replican mas rapidamente.

- Pacientes asintomaticos infectados por el VIH con
mas de 10 afios de seguimiento sin inmunosupresion
celular (>500 linfocitos CD4/mm?®) y sin haber recibido
tratamiento antirretroviral.

- Fuerte respuesta inmunolégica humoral y celular
(CD8y TH1 > TH2).

- No predominio HLA clase /1l

- Carga viral muy baja o negativa

- VIH de fenotipo no inductor de sincitios (NSI)

- Gen NEF intacto

HLA.- Human leucocyte antigen
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En ausencia de terapia anti-retroviral de alta eficacia (HAART, por
highly active antiretroviral therapy), aproximadamente, el 10% de los
pacientes infectados por el VIH tienen una progresién de enfermedad
inusualmente rapida a SIDA en los dos o tres primeros anos de la infeccién
(PR, por progresores rapidos)®®®. Otro grupo de sujetos (5%-10%, con
base en diferentes cohortes) que no experimentan enfermedad progresiva
durante varios afos (8 a 10) después de la infeccidén primaria y a los que
se llama no progresores a largo plazo (LTNP, Jong-term
nonprogressor)*®73828487.  definidos estrictamente como quienes, en
ausencia de tratamiento permanecen asintomaticos y tienen cuentas de
células T CD4 normales y CV baja o indetectable a pesar de periodos
prolongados de infeccibn con VIH vy preservacion del sistema

inmu n658,60,73,82-87,89

, Y aquellos que progresan a SIDA. La mayoria (70-
80%) de los individuos infectados por el VIH pertenecen al grupo de
normo-progresores tipicos (NP). La progresién a enfermedad clinicamente
aparente o a enfermedades definitorias de SIDA ocurre entre 8-10
afios®*®%%%% Cuando la cuenta de células T CD4+ esta por debajo de 200
células /ml, el panorama clinico puede ser caracterizado por signos y

sintomas persistentes y severos®.

1.4 CLASIFICACION DE LA INFECCION POR EL VIH.

Hasta la fecha han habido tres clasificaciones de los CDC para los adultos
con infeccion por el VIH, la de 1986 21651%™" y, la dltima en 1993%
(TABLA 5). Cuyo objetivo fundamental de esta nueva clasificacion vy

definicion de SIDA fue reflejar la importancia clinica de un recuento de
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linfocitos CD4+ inferior a 200/mm>. La categoria clinica A se aplica a la
infeccion primaria y a pacientes asintomaticos con o sin linfadenopatias
generalizadas persistentes (LGP). La categoria clinica B se aplica a
pacientes que presenten o hayan presentado sintomas debidos a
enfermedades no pertenecientes a la categoria C, pero relacionadas con la
infeccidén por VIH o cuyo tratamiento y cuidado puedan complicarse debido
a la presencia de la infeccién por el VIH (TABLA 6). La categoria clinica C
se aplica a pacientes que presenten o hayan presentado alguna de las
complicaciones ya incluidas en la definicién de SIDA de 1987%. Mas otras
3 nuevas que se han anadido y han sido aceptadas también por la OMS
para Europa. (TABLA 6). Los pacientes incluidos en las categorias C1, C2,
C3, A3 y B3 se consideran afectados de SIDA. Las dos ultimas categorias
(A3 y B3) representan una ampliacién respecto a la de 1987, basada
exclusivamente en el recuento de linfocitos CD4 que, por el momento, no
ha sido aceptada por la OMS para Europa. Si no se dispone del recuento
de linfocitos CD4 en valor absoluto, puede utilizarse el porcentaje respecto

a la cifra de linfocitos totales.
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TABLA 5. CLASIFICACION DE LA INFECCION POR VIH Y CRITERIOS
DE DEFINICION DE SIDA PARA ADULTOS Y ADOLESCENTES
(MAYORES DE 13 ANOS). Propuesta por los CDC. Entré en vigor en
enero de 1993%,

Categorias clinicas

Cifra de linfocitos T CD4+ A B C (SIDA)
3
1. > 500/mm
(> 29%) A1 B1 C1
3

2. 200-499/ mm
(14-28%) A2 B2 Cc2

3
3. < 199/ mm® (SIDA)
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TABLA 6. SITUACIONES CLINICAS DIAGNOSTICAS DE SIDA,
CORRESPONDIENTES A LA CLASIFICACION DE 1993, CUANDO EL
PACIENTE TIENE UNA INFECCION POR EL VIH BIEN DEMOSTRADA Y
NO EXISTEN OTRAS CAUSAS DE INMUNODEFICIENCIA QUE
PUEDAN EXPLICARLAS. Contiene las 23 categorias aceptadas en las
anteriores clasificaciones (1986 y 1987) mas 3 nuevas (sefialadas con
asterisco)® %%,

. Candidiasis traqueal, bronquial o pulmonar.
. Candidiasis esofagica.

. Carcinoma de cérvix invasivo.*

AW N

. Coccidioidomicosis diseminada (en una localizacion diferente o ademas de los pulmones y
los ganglios linfaticos cervicales o hiliares).

5. Criptococosis extrapulmonar.

6. Criptosporidiasis, con diarrea de mas de un mes.

7. Infeccidon por citomegalovirus de un érgano diferente del higado, bazo o ganglios linfaticos,
en un paciente de mas de un mes de edad.

8. Retinitis por citomegalovirus.

9. Encefalopatia por VIH.

10. Infeccion por virus del herpes simple que cause una ulcera mucocutanea de mas de un
mes de evolucién, o bronquitis, neumonitis o esofagitis de cualquier duracion, que afecten
a un paciente de mas de un mes de edad.

11. Histoplasmosis diseminada (en una localizacion diferente 0 ademas de los pulmones y los
ganglios linfaticos cervicales o hiliares).

12. Isosporidiasis crénica (mas de un mes).

13. Sarcoma de Kaposi.

14. Linfoma de Burkitt o equivalente.

15. Linfoma inmunoblastico o equivalente.

16. Linfoma cerebral primario.

17. Infeccion por M avium-intracellulare o M kansasii diseminada o extrapulmonar.

18. Tuberculosis pulmonar.*

19. Tuberculosis extrapulmonar o diseminada.

20. Infeccién por otras micobacterias, diseminada o extrapulmonar.

21. Neumonia por Pneumocystis carinii

22. Neumonia recurrente.*

23. Leucoencefalopatia multifocal progresiva.

24. Sepsis recurrente por especies de Salmonella diferentes de S. tiphy.

25. Toxoplasmosis cerebral en un paciente de mas de un mes de edad.

26. Wasting syndrome.
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1.41 MARCADORES DE EVOLUCION EN PACIENTES INFECTADOS POR

VIH.

Los factores que influyen en la evolucion a SIDA y las causas de por qué
los progresores rapidos evolucionan a SIDA en menos de dos o tres afios
de la infeccion, mientras que en otros este proceso dura mas de diez afos
no se conocen con exactitud® . Se han descrito diversos factores que
pueden influir en esta evolucion (TABLA 7); algunos dependen del huésped
como la expresion genotipica y fenotipica de los co-receptores de entrada
del VIH (CCR5 y CXCR4)"%"% e grado de respuesta citotdxica y
proliferativa de los linfocitos CD4+ frente a antigenos del VIH'%%7 ¢|

grado de activacién inmunitaria'®®'%®

y los niveles circulantes de lectinas
unidas a manosa (MBLs, por mannose-binding lectins).En varios estudios,
los individuos con bajos niveles circulantes de MBLs tienen un riesgo
superior de infeccion por VIH y wuna realzada progresion a
enfermedad’'®""".

En algunos casos la progresion de la enfermedad esta asociada con
la evolucién de cepas virales (X4) mas patdégenas que utilizan el co-
receptor CXCR4 en lugar de co-receptor CCR5 (cepas R5)*"121* Asi, la
infeccion precoz por el VIH esta caracterizada por la presencia de cepas
R5, mientras que las X4 tienden a emerger durante estados avanzados de
la infeccion por el VIH"* 7.

Varios reportes fuertemente sugieren que un virus atenuado puede

d"8120  Infeccion

disminuir la velocidad de progresion de enfermeda
progresiva muy lenta ha sido reportada en personas portadoras de cepas

de VIH con una deleccidon en el gen nef®'2"'23 Asi, portar un virus
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atenuado puede retardar pero no prevenir la progresion a
inmunosupresion ',

Como al caer la cuenta de células CD4 (< 200 células /ul), aparecen
infecciones oportunistas, el grado de disminucion de las células T CD4+ es
un excelente predictor de riesgo de una infeccion particular, provee un
fuerte apoyo para la nocién que la pérdida de células T CD4+ es la causa
principal de inmunodeficiencia en esta enfermedad®®’'%°.

Estudios realizados en la cohorte MACS (multicenter AIDS cohorte
study), han demostrado con total claridad que el nivel de viremia
plasmatica es mejor marcador para predecir la progresion a SIDA y la
supervivencia. Aunque el set point viral no es absoluto, se ha visto que
esta inversamente correlacionado con el tiempo de progresion de
enfermedad’* 12129,

La cifra de linfocitos CD4+ tiene menor valor predictivo, quizas
porque los cambios se producen con retraso respecto a los cambios en la
viremia. Hay que destacar, sin embargo, que no existe un tope inferior, por
debajo del cual no haya progresion, y que para cualquier nivel de linfocitos
CD4 hay una gran dispersion de viremias.

En el caso particular de la primoinfeccion, existe una serie de datos,
que si se identifican, hacen prever una evolucion bastante rapida; como por
ejemplo, la progresibn es mas rapida si la viremia, durante la

primoinfeccion, alcanza cifras superiores a 100.000 copias/ml de plasma o

si, al estabilizarse tras la primoinfeccion, es mayor de 10.000 copias /ml.
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TABLA 7. MARCADORES DE MALA EVOLUCION DE LA INFECCION
VIH/SIDA®130:131

- Primoinfeccion sintomatica, incluyendo erupcion cutanea.

- Linfocitos CD4 relativamente bajos que no se recuperan.

- Deteccion de antigeno p24 y retraso en la aparicién de anticuerpos anti-p24.
- Retraso en la positivizacidon de las pruebas de enzimoinmunoanalisis (ELISA)
para anticuerpos.

- Deteccidon de cepas resistentes o formadoras de sincitios (Sl) desde el
principio.

- Menos tropismo para los macréfagos.

- Virus que escapan a la accion de los anticuerpos neutralizantes.

-Viremia plasmatica RNA superior a 100.000 copias /ml o superior a 10.000

copias/ml de forma persistente (mas de una determinacion).

1.5 MECANISMOS DE TRANSMISION DEL VIH.

1.5.1 TRANSMISION POR VIiA SEXUAL.
Relaciones homosexuales en las que haya intercambio de secreciones.
Como factores de riesgo asociados con esta via de transmision destacan el
elevado numero de contactos; la promiscuidad sexual; las relaciones
anales activas y principalmente receptivas y la coexistencia de otras
enfermedades de transmisién sexual (ETS)"*?'®. El riesgo es mayor en la
penetracién anal, con un riesgo de transmisién del 0.08 a 3.2%"**, que en
la vaginal; y a su vez mayor en ésta que en el sexo orogenital; aunque se
ha comprobado que puede ser la via de transmision hasta en el 6.6% de
los casos de pacientes primoinfectados ',

La transmision heterosexual del VIH ocurre de modo muy
heterogéneo. Las relaciones heterosexuales son las responsables de la

mayoria de las transmisiones por via sexual en el mundo'"12"3¢137: de| 6-
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10% de los casos en USA y Europa y en el caso particular de Africa, es la
. P . .. 138
principal via de transmision .

La informacion disponible sugiere que la relacion durante la

menstruacion y la presencia de ulceras genitales facilitan la transmision del

VIH en la relacién heterosexual’® 2,

Por otra parte, algunas
circunstancias ajenas a la propia relacién sexual se asocian a una mayor
transmisibilidad, como es un estadio mas avanzado de la infeccién en la

142-144

pareja seropositiva un mayor numero de relaciones sexuales con

e"a145 y la CV142’144.

1.5.2 TRANSMISION POR VIiA PARENTEAL.

Los mecanismos involucrados a esta via son: drogadiccion parenteral,
transfusién de sangre y hemoderivados vy, trasplante de o6rganos y
tejidos143‘146'148’149.

Los factores asociados con la transmision por drogadiccidon
parenteral son los siguientes: intercambio de jeringuilla; intercambio de
otros objetos de uso personal entre ADVP; elevado tiempo de adiccion y
elevada frecuencia de consumo; clase social baja y ambito penitenciario;
contacto sexuales con otros drogadictos'®.

El grupo de hemofilicos representa el 1% de los casos de SIDA en
Estados Unidos y en torno al 3% de los casos en Europa. Entre los
factores de riesgo asociados con este grupo destacan el empleo de
factores de coagulacién elaborados antes de deteccién sistematica de VIH
o distribuidos sin desactivar el virus y la gravedad del trastorno de
coagulacion que implicaria mayor nimero de transfusiones'.

En el momento actual, el riesgo de transmisién del VIH a partir de

sangre sometida a las técnicas habituales de screening en Estados Unidos
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es de 1/450,000 a 1/600,000. En paises subdesarrollados contintia siendo
una forma de transmision de gran importancia y se situa en torno al 10%.
La seroconversion se produce en el 90% de los receptores de sangre
infectada por el VIH'%14°

Se asocian a esta forma de transmision factores como:
transfusiones realizadas entre 1978 y 1985; existencia de un elevado
numero de transfusiones, inadecuada seleccibn de donantes y la
posibilidad de transfusién de sangre testada durante el periodo ventana.

También se ha descrito la transmision del VIH a partir de trasplante

renal™’, hepatico, cardiaco, pancreatico y 6seo’*?.

1.5.3 TRANSMISION VERTICAL
La tasa de transmision materno-infantil oscila entre 14 y 35%. Con la
introduccién a partir de 1994 de la Zidovudina (AZT) como profilaxis de
transmision vertical se ha reducido a 3.7-8%'>*"%8,

Son tres los momentos en que puede presentar la transmision del
VIH de manera vertical:

Prenatal: La infecciéon durante la gestacion tiene lugar por el paso
del VIH materno a través de la placenta a partir de la octava semana'*®"®".

Perinatal: Durante el parto el recién nacido puede infectarse por
exposicién directa de sus mucosas al VIH o por via ascendente; la
infeccion puede verse favorecida por las contracciones uterinas'®. El 65%
de las infecciones ocurren durante el parto, aumentando esta proporcion
cuando se trata de partos prematuros'®,

Posnatal: El factor involucrado en esta forma de transmisién del VIH
es la lactancia materna y el riesgo de infeccidn por esta via aumenta con el

163,164

tiempo de amamantamiento , con la lactancia mixta y en caso de
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mastitis. De tal forma que el riesgo anadido de adquirir la infeccion por VIH
en los ninos amamantados al pecho es del 14%, en las madres infectadas
prenatalmente, y del 26% en caso de que la infeccion de la madre ocurriera
inmediatamente después del parto y coincide con niveles elevados de
viremia163'165'172.

Entre los factores asociados con la transmision vertical destacan los
maternos: madres sintomaticas durante la gestacion con relaciones
sexuales no protegidas e infecciones en el tracto genital; la ruptura
prematura de membranas amnidticas; el sangrado vaginal y las
expulsiones prolongadas'”>'"®. Varios estudios han demostrado que la CV
de las gestantes es un factor predictivo de la transmisién vertical. Asi, las
madres con CV elevada corren mayor riesgo de transmitir la infeccién al

producto’’®; mientras que las viremias bajas o indetectables se asocian con

177-179

un riesgo muy bajo de transmision , aun cuando se ha reportado

casos de transmision materno-infantil en madres con CV indetectable 2.

1.6 DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR VIH.
Sélo a través de métodos de laboratorio puede establecerse, de modo
definitivo, el diagnéstico de la infeccion por el VIH ya que las
manifestaciones clinicas, aunque sugestivas, no son especificas en ningun
estadio de la enfermedad.

Pruebas seroldgicas.- La identificacion de sujetos infectados por VIH
180-182- Sin

se hace a través de la investigacion de anticuerpos en suero

embargo, la presencia de anticuerpos anti-VIH, lejos de reflejar una
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exposicion y erradicacion inmune del virus en el pasado, significa el estado
de portador actual.

El disefio de algunas pruebas de laboratorio permite realizar un gran
numero de analisis a la vez; a éstas se les conoce como de screening.
Otras son de realizacion mas compleja y se utilizan para la confirmacién de
la reactividad de la prueba inicial de screening, las cuales proporcionan
mayor especificidad. TABLA 8.

La seropositividad se define por la demostracion de anticuerpos
frente a las proteinas viricas, con reactividad repetida en las pruebas de
screening y, ademas, con alguna de las pruebas de confirmacion'8%"82,

El analisis inmunoenzimatico (EIA) es el método mas utilizado como

prueba de screening'®®'®!

. Los antigenos provienen del lisado viral de un
cultivo (EIA de 12 generacién), o bien corresponden a proteinas
recombinantes o péptidos sintéticos (EIA de 22 generacion), que
reproducen epitopos del virus. Los EIA de 22 generacién son mas sensibles
y, sobre todo, mas especificos que los de 12 generacion. Estos pueden
presentar falso positivos, especialmente en pacientes con enfermedades

A180,181

autoinmunes o con determinados fenotipos HL . En general, los EIA

indirectos son mas sensibles y los EIA competitivos mas especificos'8% 8",
El Western blot (WB) es la metodologia mas empleada para la
confirmacion de resultados obtenidos con pruebas de screening. De modo
ventajoso permite discriminar frente a qué antigenos viricos se dirigen los
anticuerpos presentes en la muestra problema. Otras metodologias de

confirmacion, como la inmunofluorescencia indirecta (IF1) o el analisis por

radioinmunoprecipitacion (RIPA) presentan una alta subjetividad vy
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complejidad, respectivamente, que dificultan su utilizacion rutinaria como

pruebas de confirmacion'®18",

TABLA 8. PRUEBAS SEROLOGICAS PARA EL DIAGNOSTICO DE LA
INFECCION POR EL VIH.

Pruebas de screening:
EIA

Indirecto

Competitivo

Tipo sandwich

De captura
Prueba de aglutinacion
Método de adherencia (por ejemplo, GACPAT, Wellcome)
Analisis por dot-blot (por ejemplo, HIVCHEK, Ortho)
Otros (por ejemplo, IMX, Abbott)

Pruebas de confirmacién
Western blot
IFI
RIPA
LIA y variantes (por ejemplo, RIBA, Ortho; PEPTI-LAV,
Pasteur; Matrix, Abbott; INNOLIA Boehringer).

En 1987 la Food and Drug Administration (FDA) propuso unos
criterios de positividad del WB muy restrictivos: sélo debian considerarse
positivas las muestran con bandas frente al menos una proteina de cada
uno de los tres genes estructurales. La especificidad de los criterios de la

FDA es muy elevada, aunque su escasa sensibilidad proporciona un
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inaceptable nimero de resultados indeterminados'®'. Por ejemplo, muchos
pacientes con SIDA presentan una pérdida de anti-p24 que impide su
correcta identificacion serologica. En 1989 los CDC revisaron los criterios
de positividad del WB que definieron por la presencia de al menos dos de
las tres bandas correspondientes a los genes estructurales que codifican
las proteinas p24, gp41 y gp120/gp160. Estos criterios ofrecen una mayor
sensibilidad, conservandose la especificidad. En una nueva reunion de
expertos de la OMS en abril de 1990 se redactdé una nueva nomenclatura
de las bandas del WB (TABLA 9), y una nueva interpretacion de los
resultados'®.

Los criterios de la OMS para la interpretacion del WB parecen ser
mas especificos que otros. La OMS'™® ha hecho las siguientes
recomendaciones para tres situaciones especiales: a) Presencia aislada de
la banda de la matriz nuclear p17. Esta reactividad puede considerarse
como negativa y no es necesario un seguimiento posterior; b) Una banda
de la envoltura con o sin otra(s). Este patron es infrecuente y puede
observarse durante la seroconversion, en la infeccién por VIH-2 (si se
utiliza el WB para VIH-1) o viceversa. Es necesario repetir el WB sobre la
misma muestra. Si persiste el mismo patron, debe esperarse dos semanas
y repetir el WB en una nueva muestra de ese momento; c) Otros patrones
(gag y/o pol sin env). Pueden sugerir una seroconversion; una infeccién por
VIH-2 (si se utiliza el WB para VIH-1) o viceversa; o reactividad
inespecifica. Deben repetirse analisis periédicos durante al menos 6
meses. Si por entonces el WB continua siendo indeterminado y el paciente

niega factores de riesgo y esta asintomatico, puede considerarse negativo.
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TABLA 9. NOMENCLATURA DE LAS BANDAS DEL WESTERN BLOT.

Gen Proteina Denominacion
env Precursora de la envoltura® gp160
Glucoproteina externa gp120
Glucoproteina transmembrana gp41
gag Precursora del core p55
Precursora del core p40
Proteina principal p24
Proteina de la matriz p17
pol Transcriptasa-inversa p66
Transcriptasa-inversa p51
Endonucleasa p31

* En algunos lotes de WB no estan suficientemente diferenciadas las proteinas de
alto peso molecular (gp120 y gp160), de modo que la reactividad frente a dos
bandas de la envoltura requerira la presencia de anti-gp41.En resumen, la
positividad por WB para VIH requiere la presencia de al menos dos bandas de la
envoltura; la negatividad resulta de la ausencia de bandas y el resto de patrones se
consideran indeterminados.

Hasta ahora, el WB ha sido la metodologia mas utilizada para la
confirmacion de la reactividad de las pruebas de screening, los
inconvenientes de la técnica estan desplazando su uso. Recientemente se
han disefiado unos sistemas informatizados de semicuantificacion de las
bandas del WB que persiguen objetivar la reactividad de las muestras y la
interpretacion final del patron del WB.

Aunque las pruebas de deteccidon de anticuerpos anti-VIH son
indicadores muy sensibles de la infeccion por el VIH, no aportan la

evidencia directa de su presencia. Desde 1986 se dispone de pruebas de
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EIA para el reconocimiento de antigenos, basicamente p24, del VIH en
plasma, suero y liquido cefalorraquideo (LCR). La proteina puede
reconocerse durante la primo infeccién por el VIH (tanto por VIH-1 como
por VIH-2) en ausencia de otros marcadores seroldgicos 8182184185 gj
embargo, la utilizacion de péptidos sintéticos puede ser la causa de falsos
negativos en la infeccién aguda y en la pediatrica’®.

En la mayoria de los casos las pruebas serolégicas son suficientes
para establecer el diagndstico de la infeccion; sin embargo, presentan el
inconveniente de depender no sélo de la capacidad de respuesta del

sistema inmune'®1%°

, Sino también de la variabilidad antigénica del virus;
lo cual puede inducir anticuerpos de diferente especificidad, no
reconocibles por los métodos de deteccidbn en la mayoria de los
laboratorios. Dada las caracteristicas bioldgicas del VIH, la mejor
herramienta diagndstica para reconocer a los sujetos infectados deberian
ser pruebas directas que investigan la presencia del genoma virico. Sin
embargo, las técnicas de hibridacién directa (dot blot e hibridacién in situ ),
tan utiles en el virus de la hepatitis B (VHB), han resultado infructuosas en
la infeccion por VIH'™' probablemente porque el nimero de linfocitos
circulantes portadores del genoma virico en cada paciente es muy

reducido: menos del 0.01% en los sujetos asintomaticos'®'

y menos del
1% en los individuos en estadios finales de la infeccion'®'%. Esto se pudo
resolver mediante técnicas basadas en la amplificacion enzimatica
selectiva y que han revolucionado la biologia molecular en los ultimos

aﬁos195’196.
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Mediante la denominada reaccién en cadena de la polimerasa (PCR,
por polimerase chain reaction), se han podido detectar fragmentos del
genoma del VIH en pacientes con SIDA, en individuos infectados
asintomaticos y en sujetos de colectivos de alto riesgo expuestos
recientemente al virus y que aun no habian desarrollado una respuesta
inmune'’. La deteccion de material genético se puede llevar a cabo sobre
dos tipos de moléculas: DNA y RNA. Debido a sus respectivas
caracteristicas funcionales, cada una de ellas nos ofrecera distintos tipos
de informacion, Asi, mediante PCR se han estudiado secuencias
gendmicas de DNA del VIH extraido de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC, por peripheral blood mononuclear cell) de los pacientes;
se trata del DNA provirico presente en los linfocitos T infectados que,
mayoritariamente, constituyen las células diana del virus'®%'®. La PCR
también nos permite cuantificar el numero de copias de DNA del VIH,
parametro denominado carga proviral.

La deteccion de secuencia de RNA del VIH se realiza mediante una
metodologia similar, pero antes de la amplificacién debemos convertir el
RNA en DNA de cadena doble mediante la reaccion enzimatica con la
retrotranscriptasa (RT). La deteccion de secuencias de RNA del VIH
mediante PCR refleja el grado de replicacion virica y permite realizar la
evaluacion funcional de las células infectadas'®'9"'%°  pudiéndose
cuantificar el numero de linfocitos que producen activamente viriones
(infeccidon activa) respecto a los que permanecen con una infeccién

|atente192,194,200
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Una de las técnicas mas especificas para el diagnostico de la
infeccion por retrovirus es el aislamiento virico. Su mayor aplicacion se

produce en estudios de variabilidad genética, epidemiologia

201,202 192,203,204

molecular , sensibilidad a antiviricos , cinéticas de replicacion,

43,210,211

fenotipo®®2%, tropismo celular®®®, y uso de co-receptores . En el

caso particular del VIH-1, el cultivo virico es util en el diagndstico de la
infeccion pediatrica®'?2®.

El VIH ha sido aislado a partir de tejidos linfoides, plasma, saliva,
43,209-212- Sin

semen, lagrimas, tejido cerebral, LCR, leche materna y orina

embargo, el virus es aislado mas facilmente de PBMC.

1.7 TRATAMIENTO DE LA INFECCION POR VIH/SIDA.EI tratamiento del
paciente infectado por el VIH comprende los siguientes aspectos: a)
tratamiento de la patologia asociada, b) tratamiento anti-retroviral, y c)

otras medidas terapéuticas.
1.7.1 TRATAMIENTO DE LA PATOLOGIA ASOCIADA.

El tratamiento y, sobre todo, la profilaxis de las infecciones oportunistas
tiene una especial significacion para la supervivencia y calidad de vida de
estos pacientes. No debemos olvidar que mas del 90% de ellos fallecen a
consecuencia de infecciones oportunistas, y un numero mucho menor por
las neoplasias asociadas. El progresivo deterioro inmune causado por el
VIH da lugar a que un numeroso grupo de microorganismos pueda producir
enfermedades mas frecuentemente y con mayor gravedad. Las infecciones
mas graves aparecen cuando el individuo alcanza un nivel de linfocitos
CD4+ < 200 células / mm?®. La profilaxis de las infecciones mas graves que

afectan a estos sujetos ha reducido su prevalencia, prolongando su
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supervivencia y mejorando su calidad de vida. Sin embargo, la profilaxis y
tratamiento de estas infecciones se ve limitada por dos circunstancias:

toxicidad e interacciones farmacolégicas®'#?'®*"".

La profilaxis de las
infecciones oportunistas comprende la prevencion del primer episodio
(profilaxis primaria), de las recurrencias (profilaxis secundaria), y la no-
exposicion del paciente a nuevos patdégenos. La profilaxis primaria se
establecio a partir de 1989, cuando se demostré que era posible disminuir
la incidencia de la neumonia por Pneumocystis carinii (PCP) en pacientes
con cifras de linfocitos CD4+ < 200 células / mm® mediante la
administracion de cotrimoxazol o pentaminida?'#?'®. Desde entonces otras
muchas infecciones se han beneficiado de esta misma actitud®'®?°.

La mayoria de infecciones oportunistas recurren cuando el
tratamiento para un episodio agudo es interrumpido. Sin embargo, el
tratamiento puede mantenerse de por vida como profilaxis secundaria. Esto
es particularmente cierto en el caso de infecciones oportunistas como la
neumonia por PCP, encefalitis toxoplasmica, retinitis por citomegalovirus
(CMV), criptococosis e infeccion por complejo Mycobacterium avium
(M AC)221-224_

La prevencion de la exposicion a nuevos patégenos es importante,
sobre todo en el caso de algunas infecciones que no tienen un tratamiento
eficaz, y en las cuales es dificil realizar la profilaxis con medicamentos.

Los principales factores que deben considerarse para decidir frente
a qué infecciones se debe realizar profilaxis primaria, secundaria o ambas

son el nivel de inmunosupresion del paciente, la incidencia de la infeccién
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en el area de residencia, la eficacia del farmaco y su influencia en la

calidad de vida del paciente®'®?%°.

1.7.2 TRATAMIENTO ANTI-RETROVIRAL.

Desde el inicio de la terapia anti-retroviral en 1986, el manejo de estos
farmacos se ha hecho con criterios clinicos e inmunolégicos; sin embargo,
durante los ultimos anos, los criterios viroldgicos han venido a ocupar un
lugar trascendente en las decisiones terapéuticas. Ello ha sido debido a un
mejor entendimiento de la dinamica de replicacion del VH y a la
introduccién de técnicas que facilitan la cuantificacion de viremia
plasmatica y el conocimiento de la resistencia de diferentes aislados del
VIH a los farmacos antirretrovirales.

El ciclo de replicaciéon del VIH puede ser dividido en dos fases
distintas, en relacién con la integracion del DNA provirico en el genoma de
la célula diana, el linfocito T CD4+. En la fase de preintegracion existen dos
objetivos de la terapia anti-retroviral, el primero al nivel de la unién de la
gp120 al receptor CD4 de la membrana celular; y el segundo, inhibiendo la
Tl del virus, enzima que cataliza la conversion de RNA virico en DNA virico
complementario (cDNA) el cual, posteriormente pasa al nucleo celular,
donde queda incorporado como provirus. En la segunda fase de ciclo vital
del VIH, también denominada replicativa o posintegracion, el DNA provirico
se transcribe en mRNA, que es transportado al citoplasma celular, donde
se produce la sintesis de las proteinas viricas precursoras, que son
posteriormente fragmentadas, por accion de proteasas, en las proteinas
definitivas del virus. El correcto ensamblaje de éstas y, finalmente, la
liberacion de viriones, aprovechando parte de la membrana celular, pone

fin al ciclo replicativo.
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Los farmacos anti-retrovirales pueden actuar a diferentes niveles de
esta secuencia de acontecimientos TABLA 10. Inhiben la proteasa o la TI
del VIH y reciben la denominacion de inhibidores de la proteasa (IP) o
inhibidores de la Tl analogos o no analogos de los nucleodsidos, segun su
estructura quimica.

La comercializacion de los IP, que coincidid con un cambio en la
estrategia terapéutica (utilizacion de combinaciones potentes casi siempre
de tres medicamentos o0 mas) y con la posibilidad de monitorizar la
respuesta terapéutica mediante la medicion de la CV plasmatica®®,
representd una verdadera revolucion en el tratamiento anti-retroviral que
condujo a una reduccién muy importante de las complicaciones clinicas

A219,220,226,227

(infecciones oportunistas y neoplasias) asociadas con el SID y

a un aumento espectacular de la supervivencia®?®. El reverso de la moneda
lo representa el hecho de que, con los medicamentos actualmente
: : : Lood . F 219,229,230
disponibles y las estrategias terapéuticas que se estan utilizando ,
la posibilidad de erradicar el VIH parece descartada, incluso tras mas de 10
afios de tratamiento aparentemente eficaz®>'%**.
El principio fundamental del tratamiento anti-retroviral actual puede
enunciarse como sigue: suprimir la replicacion del VIH lo antes posible y

durante el mayor tiempo posible??®

, con la finalidad de permitir que el
sistema inmunitario, de forma espontanea, no tan sélo no continue
deteriorandose, sino que se recupere; ello incluye la capacidad de
respuesta frente a antigenos con que ya se habia estado en contacto, pero

que en apariencia se habia perdido®>#°>%%,
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Asi, esta demostrado que la HAART, sola no es capaz de erradicar
el virus; entonces es necesario disefiar estrategias alternativas con el

proposito de modular el sistema inmune que permitan controlar el VIH,

244-249, |
)

entre estas posibilidades se pueden englobar la hidroxiurea as

vacunas terapéuticas®’; la interleucina (IL)-2%°"; las autovacunas mediante

252,253

las interrupciones estructuradas de tratamiento , 0 la Ciclosporina A%,

1.7.3 OTRAS MEDIDAS TERAPEUTICAS.
Debemos hacer una especial mencion a los aspectos nutricionales, los
cuidados paliativos y el apoyo psicolégico que permitiran al paciente con

infeccion por VIH/SIDA mejorar su calidad de vida®®.
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TABLA 10. SITIOS DE ACCION DE LOS PRINCIPALES AGENTES
ANTI-RETROVIRALES.

Penetracion  Citoplasma Nucleo Citoplasma Citoplasma
Transcriptasa Integracion Traduccion Ensamblaje
inversa (provirus)

Transcripcion

Polisacarido Analogos de Inhibidores del Inhibidores Interferones
s nucleésidos tat de la Interferon-a
Sulfatados Zidovudina proteasa
AL-721 Didanosina Ritonavir
CD4sr Zalcitabina  Oligémeros RNA Indinavir
Estavudina antisentido Saquinavir
Lamivudina Nelfinavir
Abacavir
Analogos de Inhibidores
nucleétidos de la
Adefovir glucosidasa
Catanospermi
ITINN na
Nevirapina
Efavirenz
Delavirdina
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1.8 RESPUESTA INMUNE FRENTE A LA INFECCION VIH/SIDA.

Muchas infecciones virales no son eliminadas por el huésped pero son
controladas por una respuesta inmune efectiva®®®; como ejemplos
tenemos: virus Epstein Barr (EBV) y el CMV, los cuales establecen una
infeccion de toda la vida en el huésped pero no causan una enfermedad
persistente en personas con un sistema inmune intacto. El establecimiento
de respuestas inmunes mediadas por células especificas contra el virus
resulta en un equilibrio y el virus permanece latente®”’.

El VIH, por su enorme capacidad replicativa, su rapida velocidad de
mutacion, su capacidad para alcanzar verdadera latencia y su habilidad
para suprimir y finalmente destruir el sistema inmune, evade efectivamente
las defensas del huésped; la infeccion es persistente y finalmente
progresiva en una basta mayoria de sujetos no tratados®*?°®?°  Sin
embargo, aunque el tiempo de infeccién no tratada depende de factores

d?1:2%2 esta claro que los mecanismos inmunes

virolégicos®® y del huéspe
afectan esta infeccidon y probablemente juegan un papel principal en

determinar el desenlace clinico.
1.8.1 SISTEMA INMUNE.

El sistema inmune es un sistema de defensa que ha evolucionado en
vertebrados para protegerlos de microorganismos patdégenos invasores y
del cancer. Es capaz de generar una enorme variedad de células y
moléculas capaces de reconocer y eliminar especificamente una variedad
aparentemente ilimitada de agentes extrafios. Estas células y moléculas
actuan conjuntamente en una red exquisitamente adaptable y dinamica.
Las interacciones entre virus y sistema inmunitario del huésped no

s6lo son complejas sino también fundamentales para determinar el
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resultado final de la infeccion y las estrategias para su prevencion. Los
virus comparten con otros patdgenos, las cualidades de ser inmundgenos
complejos que se replican en el huésped. Pueden estimular las respuestas
inmunes celular y humoral, que entonces tendran mayor influencia en el
desenlace de la infeccion. Sin embargo, ya que los virus efectan los
procesos metabdlicos celulares durante su propia replicaciéon, tiene la
propiedad unica de alterar directamente la estructura y funcion celulares.

Funcionalmente, una respuesta inmune puede ser dividida en dos
actividades inter-relacionadas: reconocimiento 'y respuesta. El
reconocimiento inmune es remarcado por su especificidad. El sistema
inmune es capaz de reconocer cambios quimicos sutiles que distinguen un
patdogeno de otro. Al mismo tiempo, el sistema es capaz de discriminar
entre moléculas extrafias y proteinas y células propias del organismo. Una
vez que el organismo extrafno es reconocido, el sistema inmune prepara la
participacion de una variedad de moléculas y células para montar una
respuesta apropiada, conocida como una funcion efectora, para eliminar o
neutralizar el microorganismo. En este sentido, el sistema inmune es capaz
de convertir un reconocimiento inicial en diferentes respuestas efectoras,
cada una adaptada para eliminar un tipo particular de patdgeno.
Posteriores exposiciones al mismo agente extrafio inducen una respuesta
de memoria, caracterizada por una inmunidad altamente reactiva que sirve
para eliminar el patdgeno y prevenir la enfermedad. La respuesta inmune
tiene componentes tanto inespecificos como especificos.

La inmunidad natural o no especifica, se refiere a la resistencia

basica a enfermedad que una especie posee, mientras que la inmunidad
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adquirida o especifica refleja la presencia de un sistema inmune funcional
que es capaz de reconocer y eliminar selectivamente microorganismos y
moléculas extranas. Cuatro propiedades caracterizan las respuestas
inmunes: especificidad, diversidad, memoria y discriminacion entre lo
propio y lo extrafio. La especificidad puede ser vista en su capacidad para
distinguir diferencias sutiles entre antigenos. Ademas el sistema inmune es
capaz de generar una gran diversidad en su reconocimiento a moléculas.
Una vez que el sistema inmune ha respondido a un antigeno, presenta
memoria, ésto es, en un segundo encuentro con el mismo antigeno,
produce un estado elevado de reactividad inmune. Debido a este atributo,
el sistema inmune puede conferir inmunidad, a lo largo de la vida, para
muchos agentes infecciosos. Finalmente, la capacidad del sistema inmune
de responder solo a agentes extrafios indica que es capaz de distinguir
entre los propio y lo no propio. La inmunidad especifica no ocurre
independientemente de la inmunidad natural TABLA 13

La respuesta inmune frente a las infecciones viricas abarca
practicamente todos los mecanismos efectores del sistema inmunitario

TABLA 11263264
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TABLA 11. COMPONENTES DE LA
ADQUIRIDAZ*,

INMUNIDAD INNATA Y

INMUNIDAD INNATA

Componentes celulares:

Células dendriticas

Macrofagos

Células productoras de interferon (IPCs)
Células natural killer (NK)

Neutrofilos

Eosindfilos

Células T CD8+ (no citotoxicas)

Componentes solubles:

Citocinas (Interferones)

Quimiocinas

Complemento

Colectinas o proteinas unidas a lectina
Defensinas

Proteinas de fase aguda

INMUNIDAD ADQUIRIDA

Componentes celulares:

- Células dendriticas

- Macroéfagos

- Células B

- Células T CD4+

- Células T CD8+

(citotodxicas)

Componentes solubles:

Anticuerpos
Citocinas (IL-12)

1.8.2 INMUNIDAD INNATA EN EL CONTROL DE LA INFECCION VIH/SIDA.

El sistema de inmunidad innata reconoce patdgenos por los componentes

en la superficie microbiana mas que por una secuencia especifica (como

es el caso de la inmunidad adquirida)?®>?®°. A través de un ndmero limitado

de receptores celulares se pueden distinguir un gran subgrupo de

patdogenos potenciales. Tanto componentes solubles como celulares

contribuyen a la respuesta de la inmunidad innata (TABLA 11). Las

principales diferencias con la inmunidad adquirida incluyen la velocidad de
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la respuesta innata, la ausencia de memoria y la generalidad del sistema
de reconocimiento.

Las DCs, los macrofagos y algunas células T pueden unir estos dos
principales tipos de respuesta inmune y contribuir tanto a la rapidez de la

inmunidad innata y al retardo de la respuesta inmune adquirida.
1.8.2.1 COMPONENTES SOLUBLES ANTI-VIH DE LA INMUNIDAD INNATA.

Entre los componentes solubles de la inmunidad innata con actividad anti-
VIH estan las lectinas unidas a manosa (MBLs, por mannose-binding
lectins) y el complemento (C). Estos productos solubles se unen al VIH y lo
lisan directamente o ayudan a la fagocitosis viral por los macréfagos.

COMPLEMENTO.- El sistema del complemento puede también inactivar

rapidamente al VIH%*’

0 servir como opsonina para la fagocitosis del virus.
Algunos estudios sugieren que el complemento lisa el VIH en presencia de
anticuerpos antivirales especificos®*®?%°. De esta forma, el sistema del
complemento participa tanto en la inmunidad innata como en la adquirida.
Otros factores solubles de la inmunidad innata son liberados después de la
interaccion con el patégeno con diferentes células del sistema inmune.
QUIMIOCINAS.- Las quimiocinas (citocinas quimiotacticas), pueden reclutar
células NK, células T y macrofagos a los sitios de infeccion por el VIH y

aumentar la funcidén citotéxica de estas células®’’.

La produccién de
quimiocinas, y particularmente la presencia o ausencia de sus receptores,
podria también influir en la capacidad del VIH para infectar las
Cé|U|aS33'41’271’272.

CITOCINAS.- El desarrollo de una respuesta inmune eficaz involucra células
linfoides, células inflamatorias y células hematopoyéticas. Las complejas

interacciones entre estas células estdn mediadas por un grupo de
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proteinas secretadas de bajo peso molecular que son llamadas citocinas
para determinar su papel en la comunicacién célula-célula. Las citocinas
colaboran en la regulacién del desarrollo de las células inmunes efectoras
y algunas de ellas poseen funciones efectoras directas. Asi como las
hormonas sirven como mensajeros del sistema endocrino, las citocinas
funcionan como mensajeros del sistema inmune; No obstante, a diferencia
de las hormonas endocrinas, las cuales ejercen sus efectos a grandes
distancias, las citocinas generalmente actuan localmente. Una citocina
particular puede presentar accion paracrina, uniéndose a receptores de
membrana de la misma célula que la secretd; puede ejercer una accién
paracrina, uniéndose a receptores de una célula diana cercana a la que la
produjo; en pocos casos ejerce accion endocrina, uniéndose a células
diana en distintas partes del cuerpo.

Las citocinas regulan la intensidad y duracion de una respuesta
inmune por estimulacion o inhibicion de la activacion, proliferacion y/o
diferenciacién de varias células y por regular la produccién de anticuerpos
u otras citocinas. Las citocinas inmunes innatas como las IL-12, IL-4 y IL-6,
pueden determinar si predomina una respuesta inmune adquirida Th1 o
Th2. La produccion de citocinas induce tanto respuestas innatas como
celulares al VIH?"%273,

INTERFERONES.- La infeccidon viral de células estimula directamente la
produccion de interferones. Los interferones tipo | son producidos de
manera no-especifica por muchas células en respuesta a infeccion viral y
conducen a la induccion de un “estado antiviral” en las células, el cual esta

caracterizado por inhibicién tanto de replicacién viral como de proliferaciéon

69



celular y realzan la capacidad de las células NK para lisar las células

210273 asi como activas la funcién de otros

infectadas por virus
componentes de la inmunidad innata celular?’*?"°. Los IFNs tipo 1 pueden
aumentar el reconocimiento del HIV a través de la respuesta inmune
adquirida por aumento de la expresion de moléculas clase | del MHC
(MHC-I), en las APCs?”. Los IFNs tipo 1 también aumentan la produccién
de IFN-y por las células T CD4+2"% también promueven las respuestas

inmunes Th1?"’.

1.8.2.2 COMPONENTES CELULARES ANTI-VIH DE LA INMUNIDAD INNATA.

Las respuestas inmunes requieren la interaccidn momentanea de multiples
tipos celulares en microambientes especificos. Durante las respuestas
primarias los linfocitos T y B antigeno-especificos necesitan maximizar la
posibilidad de encontrarse con el antigeno y unos con otros. Ellos lo hacen
asi, recirculando a través de o6rganos linfoides secundarios donde el
antigeno es transportado y presentado por células presentadoras de
antigeno (APC, por antigen-presenting cell). En contraste, en la fase
efectora de la respuesta inmune, las células T efectoras deben ser capaces
de entrar a cualquier tejido donde puedan estar los patdogenos y las células
T deben ser capaces de interactuar con otros leucocitos como eosindfilos,
mastocitos y basdfilos (en el caso de las reacciones alérgicas), o
macrofagos y neutrdéfilos (en el caso de reacciones DTH). Finalmente, las
células T de memoria proveen vigilancia inmediata y proteccion en tejidos
contra un segundo desafio y también son capaces de alcanzar los érganos
linfoides secundario para sufrir expansion clonal adicional. Asi, el trafico de

leucocitos representa un elemento clave en la regulacion de la respuesta
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inmune. Estudios recientes indican que la selectividad y flexibilidad
necesarias para regular el trafico celular bajo condiciones homeostaticas e
inflamatorias estan dadas por una diferente distribucion tisular de
quimiocinas y una expresion regulada de receptores de quimiocinas en
diferentes subpoblaciones de leucocitos®’®,

CELULAS PRODUCTORAS DE INTERFERON (IFN) TIPO 1 (IPCs).- Las IPCs fueron
descritas por primera vez en la década de los 70s como células

plasmocitoides asociadas a T%°

, Y se desconocia su funcion. Estudios
subsecuentes demostraron que este tipo de células es el principal
productor de IFNs-1; producen aproximadamente 1000 veces mas IFN que
otros tipos celulares del organismozgo. Otros reportes indican que estas
células son DCS inmaduras (pDC-2) que pueden madurar a DCS (DC-
2)%128 Estas células expresan CD4 y el receptor de IL-3 (IL-3R) pero son
negativas para CD11c; se encuentran principalmente en tejidos linfoides?”®.
y en un 0.2 — 0.9% en PBMCs®®*. Las IPCs pueden ser derivadas de
células CD34+ mediante factor estimulador de colonias de granulocitos (G-
CSF, por granulocyte colony-stmulating factor) y pueden ser cultivadas por
pocos dias en presencia de IL-3%>%%°  Las IPCs secretan IFNs tipo 1
después de exposicidn a virus herpes simple (HSV, por herpes simple

virus) u otros patdégenos?.

Estudios clinicos fuertemente sugieren la
importancia de las IPCs en la infeccién por VIH. Recientemente, la pérdida
de IPCs y de produccién de IFN-o se ha asociado con altos niveles de
RNA del VIH y SIDA%%,

CELULAS NK.- Son un subgrupo de linfocitos que se encuentran en sangre y

tejido. Fenotipicamente carecen de los marcadores de superficie que
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definen a las células T y B. Las células NK poseen la capacidad de
reconocer Y lisar células infectadas por virus y ciertas células tumorales.
Actuan mediante un mecanismo que no presenta especificidad antigénica,
pero tienen un grado de selectividad para destruir células “anormales” por
lisis; ademas, no necesitan de expansion clonal para ser efectivas. Esto les
da la ventaja de actuar en etapas muy precoces de la infeccién viral, y
pueden limitar la infeccion, mientras los linfocitos antigeno-especificos
estan siendo reclutados y expandidos clonalmente?®™.

Las células NK eliminan directamente las células infectadas por el VIH o a
través de citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC, por antibody-
directed cellular citotoxity)’’°. La ADCC puede ser clinicamente relevante

H?%” una fuerte funcion de células NK esta

en la infeccién por el VI
asociada con un estado clinico saludable®®®. Las células NK son también
una fuente de varias citocinas como factor de necrosis tumoral-o. (TNF-a),

IFN-y y GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

también de B-quimicinas?’%#°.

CELULAS T CD8+ NO-CITOTOXICA.- Muchos estudios sugieren que las células
T CD8+ son otro ejemplo del componente inmune que puede participar
tanto en la respuesta innata como adquirida contra el VIH. Las células T
CD8+ pueden controlar la replicacion del VIH en las células infectadas
tanto por actividad citotéxica clasica®® y una respuesta antiviral no-
citotéxica®®'. La respuesta anti-VIH no citotdxica de las células CD8+
difiere de la actividad citotéxica de las mismas. Es decir, las células T
CD8+ pueden también controlar la infeccion por el VIH sin matar a las

células infectadas. Esta funcién de las células T CD8+ fue notada hace
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varios anos, cuando estudios en individuos infectados por el HIV pero
saludables mostraron que el virus se podia recuperar de las PBMCs

292 | 3 adicién

aisladas solo cuando se retiraban las células T CD8+
subsecuente de células T CD8+ a las células T productoras de virus
suprimié la replicaciéon viral de una manera dosis-dependiente®’. La
respuesta no-citotoxica antiviral tiene muchas caracteristicas de una
respuesta inmune innata. (TABLA 12).

En la década de los 80’s fue reconocido que las células T CD8+ de
individuos infectados por el VIH secretan un factor o factores solubles que

inhiben la replicacién del VIH en PBMC in vitro®®

y en macrofagos y
DCs?®. La implicacién fundamental de esta observacion fue que la
infeccion por el VIH podria estar influenciada y controlada por una
respuesta celular que no depende del clasico mecanismo de citotoxicidad;
sugiriendo que estos factores podrian contribuir al control de la infeccion in
vivo. Este(os) factor(es) antiviral (es) fueron llamados CAF (CD8+ T-cell
antiviral factor)?®2?%*. Asi, el CAF es un factor parcialmente definido®®'2%
se trata de factor(es) producido(s) exclusivamente por células T CD8+, su
acciéon es dosis dependiente y sin restriccién por MHC?'; es activo contra
VIH-1, VIH-2 y SIV, es capaz de bloquear la transcripcion viral y carece de
identidad con citocinas conocidas. Se ha mostrado que la concentraciéon de
CAF esta inversamente correlacionada con progresion de enfermedad vy
que esta involucrado en la resistencia a la infeccién por VIH en individuos
expuestos no infectados (ENI).

En individuos seguidos de un estado asintomatico hasta el

desarrollo de enfermedad, la supresién de la replicacion del VIH se
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observa inmediatamente después de la infeccion y disminuye con el
tiempo®®.

Cocchi et a®®, han mostrado que las PB-quimiocinas, RANTES
(regulated on activation, normal T expressed and secreted); MIP-1a
(macrophage inflammatory protein-1a) y MIP-13, son responsables de la
actividad antiviral de las células T CD8+, con la hipdtesis de que estas
sustancias se unen a un receptor (CCR5), que el virus requiere para entrar
a la célula diana. También se ha sugerido un posible papel de otra citocina
quimiotactica, interleucina-16 (IL-16), en el control de la replicacién viral*®’.
OTRAS CELULAS INMUNES.- Entre las otras células inmunes que son
importantes en la defensa contra infecciones microbianas, los neutrofilos,
las DCs y las células Tyd merecen especial atencion en la infeccion por el
VIH.

Los neutrdfilos son las células inmunes mas abundantes que
responden en las infecciones primarias. Ademas de su actividad fagocitica,
liberan muchas proteinas y citocinas inflamatorias que ayudan al control de
la infeccion?%82%,

Las DCs expresan receptores de quimiocinas que el VIH usa para
entrar a la célula diana. Los receptores de quimiocinas atraen a las DCs a
las zonas de inflamacién y ellas logran proteccion contra el VIH a través de
su produccion de quimiocinas e IFNs tipo 1. También son importantes
mediadoras del reconocimiento antigénico y de activar tanto la respuesta
innata como la adquirida, mediante la secrecion de citocinas como IL-1, IL-

1, IL-12 y TNF-a (tumor necrosis factor a)*%.
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Las células Tyd, comunmente se encuentran en las mucosas y
generalmente no reconocen péptidos antigénicos presentados por
moléculas MHC, pero interactuan directamente con antigenos no-
peptidicos o con proteinas de choque térmico (HSP, por heat shock

proteins)?®®. Estas células pueden lisar las dianas infectadas por VIH*".

TABLA 12. ACTIVIDAD ANTI-VIRAL NO CITOTOXICA DE LAS
CELULAS T CD8+%%,

- No especifica contra el VIH; afecta a varios retrovirus.

- No restringida por moléculas HLA clase | 6 clase |I.

- Provee una rapida y temprana respuesta anti-VIH.

- Se encuentra en individuos expuestos no infectados y se pierde con el
tiempo si no hay mas exposiciones al VIH (no tiene memoria).

- Mediada por citocinas secretadas que afectan la replicacion viral.
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TABLA 13. TIPOS DE RESPUESTA INMUNE

INESPECIFICA ESPECIFICA
HUMORAL  Sistema complemento. Anticuerpos.
Interferones.
CELULAR Fagocitosis. Linfocitos T.
Células NK.
Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC).

Factores solubles (citocinas, quimiocinas).

Como primera linea de defensa, la inmunidad innata puede prevenir
la transmisiéon del VIH y proteger de infecciones oportunistas y cancer.
Muchos de los patdgenos potenciales son detectados y rapidamente
destruidos por la inmunidad innata. Si esta proteccion no es completa, la
actividad inmune provee el tiempo y condiciones para que se desarrolle

una inmunidad adquirida.
1.8.3 INMUNIDAD ADQUIRIDA EN EL CONTROL DE LA INFECCION VIH/SIDA.

Durante los episodios muy precoces de la infeccion primaria por el VIH se
han detectado vigorosas respuestas inmunes tanto humoral como
mediadas por células®!°26869.302304 "F| hape| de estas respuestas en el
control y la disminucion de la replicacion viral ha sido objeto de

considerable debate. Sin embargo, tanto la inmunidad humoral como la
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celular, miembros ellas de la respuesta inmune, contribuyen a la supresién

del estallido inicial de la replicacion del virus.

1.8.3.1 COMPONENTES SOLUBLES ANTI-VIH DE LA INMUNIDAD

ADQUIRIDA.

ANTICUERPOS.- Los anticuerpos especificos pueden proteger contra las
infecciones virales. Los anticuerpos antivirales mas efectivos son los
neutralizantes; son anticuerpos que se unen al virus, usualmente a
proteinas de la envuelta o de la capside viral y bloqueando la unién con la
célula huésped, impidiendo su entrada. Los anticuerpos especificos al virus
pueden también actuar como opsoninas favoreciendo la fagocitosis de
particulas virales junto con la activacién del complemento. Ademas, en el
caso de algunas infecciones virales, las proteinas del virus son expresadas
en la superficie de la célula infectada y actuar como dianas para los
anticuerpos especificos al virus y conducir a lisis mediada por
complemento, de la célula infectada o bien, pueden activar a un subgrupo
de células NK para destruir, a través de ADCC.

En mucosas como la respiratoria y gastrointestinal, la infeccion viral
puede inducir la producciéon de anticuerpos especificos de isotipo IgA, los
cuales pueden ser protectores contra infeccién local. Sin embargo, no
todos los anticuerpos a virus son protectores, en ciertos casos, pueden
facilitar su entrada en la célula a través de los receptores Fc del anticuerpo.
Durante el curso de la infeccion viral, el anticuerpo es mas efectivo en el
estado precoz de la infeccion, antes de que el virus entre a la célula. En
este sentido, el anticuerpo es relativamente inefectivo en la infeccion viral

primaria debido principalmente al retraso en su produccién.
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El papel de la respuesta inmune humoral en prevenir la infeccién por
el VIH o retrasar la progresion de enfermedad no estda completamente
claro. Sin embargo, las evidencias sugieren que aunque esta rama del
sistema inmune no es completamente protectivo, puede ser capaz de
suprimir el virus y que la inmunidad medida por células 0 una combinacién
inmunidad celular y humoral es crucial.

Titulos altos de anticuerpos especificos para una variedad de
proteinas de VIH son un componente principal de la respuesta primaria al
virus®'%3% En efecto, las pruebas sanguineas cominmente empleadas
(ELISA y western blot) para el diagnéstico de la infeccién por el VIH estan
basadas en la deteccidn de anticuerpos al VIH. En los estados precoces de
la infeccion por el VIH, los anticuerpos anti-VIH pueden ser apenas
detectados o no son detectados; sin embargo, durante el periodo de
seroconversion se detectan titulos altos de estos anticuerpos en el
momento del pico de viremia o en el punto de disminucion de la
viremia®'2. Debe hacerse notar el hecho que los anticuerpos producidos
durante la infeccion primaria carecen de actividad neutralizante®®>%. Por
estas razones se piensa que estos anticuerpos tienen poco o ningun efecto
sobre la expansion y diseminacion viral inicial, sugiriendo que la respuesta
de anticuerpos primaria contra el VIH no es protectiva. No obstante, esta
respuesta de anticuerpos puede contribuir significativamente a la
disminucién de la viremia, lo cual en efecto, coincide con la deteccién de
titulo altos de anticuerpos. Por lo tanto, aunque la respuesta inicial de
anticuerpos puede no ser protectiva, puede representar un mecanismo

importante para la eliminacion de un gran numero de particulas virales de

78



la circulacién y para su deposicidn en el tejido®**%. En contraste a este
componente no protectivo de la respuesta humoral especifica al VIH, los
anticuerpos neutralizantes, los cuales se piensa representan el

componente protectivo de esta respuesta3°8'311

, se detectan posteriormente
durante el curso de la infeccion, cuando ha ocurrido la transicion de la fase
aguda a la cronica de la infeccion; la neutralizacién del virus se define
como la reduccién de infectividad in vitro por anticuerpos y por receptor
soluble (CD4 soluble) en ausencia de otros factores inactivantes como
ADCC; mientras que la neutralizacién in vivo es definida generalmente, en
términos de proteccion®'?. Aun no esta claro el por qué los anticuerpos
neutralizantes no son generados durante la infeccién primaria y soélo
aparecen posteriormente, algunas veces, aun varios meses después de la
seroconversion; se ha sugerido que estos anticuerpos neutralizantes
pueden estar dirigidos contra epitopos ocultos que no son expuestos
durante la infeccion primaria®'®3'®, Ademas del efecto neutralizante de los
anticuerpos, otras funciones de ellos parecen ser importantes en el control

de la viremia. Por ejemplo, los anticuerpos en presencia de complemento

pueden lisar viriones®®’,

1.8.3.2 COMPONENTES CELULARES ANTI-VIH DE LA INMUNIDAD

ADQUIRIDA

Las respuestas inmunes celulares son una parte critica de las defensas del
huésped contra las infecciones virales, y los linfocitos T CD8+ forman un
componente primario de inmunidad contra protozoos, bacterias, y virus;
entre éstos, el VIH"®®'®322  Estudios in vitro han mostrado una potente
inhibicion de la replicacion viral por células T CD8+ tanto por mecanismos

liticos como no-liticos®?®. Dado que los mecanismos efectores tanto por
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anticuerpos como por CTL son coordinados, regulados y, frecuentemente,
dependen de la funcién de la subpoblacion de células Th CD4+, el papel
de ellas en la defensa anti-VIH del huésped es casi implicita®?*>°.

Las respuestas inmunes contra el VIH mediadas por células son

detectadas muy precozmente durante la infeccion primaria®®:69:302:304

y son
dominadas por grandes aumentos en el niimero de linfocitos T CD8+%° que
pueden ser 20 veces mas que el rango normal (200-600/ul de sangre). En
contraste, la caida de la magnitud variable en el numero de células T CD4+
esta consistentemente asociada con el pico de viremia. Las funciones
mediadas por las células T CD4+ estan disminuidas durante la infeccion
primaria; esto puede ser el resultado de una disminucion numérica en las
células T CD4+ o de supresidon mediada por factores solubles como
citocina.
CELULAS T.- Hay dos subpoblaciones de células T: Células T cooperadoras
(Th, por T helper) y células T citotoxicas (Tc, por T cytotoxic). Las células
Th y Tc pueden distinguirse con base en dos glicoproteinas de membrana
CD4 y CDS8. Las células T que expresan CD4 generalmente funcionan
como células Th, mientras que las que expresan CD8 generalmente lo
hacen como células T citotoxicas. En respuesta al reconocimiento de un
complejo antigeno/molécula-MHC, una célula Th secreta varios factores
llamados citocinas o0 mas especialmente, linfocinas; las cuales juegan un
papel importante en la activacion de células B, células Tc, macréfagos y
otras células que participan en la respuesta inmune.

Las diferencias en el patron de citocinas producidas por las células

Th, resulta en diferencias cualitativas en el tipo de respuesta que
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desarrolla. Bajo la influencia de citocinas derivadas de células Th, una
célula Tc que reconoce un complejo antigeno/MHC se diferencia y prolifera
en una célula efectora llamada CTL; el cual tiene una funcion vital en
monitorear las células del organismo y eliminar cualquier antigeno
expresado bien como células infectadas por virus, células tumorales, y
células de tejidos extrafios.

CELULAS T CD8+ CITOTOXICAS.- Las principales células efectoras
involucradas en eliminar una infeccion viral son los linfocitos T CD8+
citotoxicos; ellos reconocen antigenos que le son presentados en el
contexto de MHC-I.

Un atributo de las células T CD8+ citotoxicas, es su capacidad para
matar células diana que expresan complejos péptido/MHC-I especificos. La
citolisis fue reconocida como potencialmente significante en la resistencia a
virus porque esta lisis de las células infectadas podria eliminar la

produccion viral y contribuir de esta forma, a la resolucion de la

323,331 332,333

infeccion . Los CTL matan a estas células por lisis 0 apoptosis
Muchos datos indican el papel importante de los CTL en la infeccion
331,334-338 - ;

por el VIH . Aunque no esta muy claro cuales de sus funciones son
mas importantes en el control del VIH. Ellos producen citocinas que
: ce e 1339 : ; . 340,341

pueden afectar la replicacion viral™". Esto incluye interferén-y (INF-y) :
Quizas la evidencia mas directa llega de estudios recientes que muestran
que la CV aumenta dramaticamente después de la depleccidn
experimental de células T CD8+ en monos rhesus infectados con SIV7%3%2,
Ademas, estudios recientes usando nuevos métodos para enumerar los

CTL especificos al antigeno han confirmado que la frecuencia de CTL

81



especificos al VIH es claramente muy alta en muchos individuos
infectados®*>3*.

La infeccion por el VIH conduce al desarrollo de respuestas CTL
contra una variedad de antigenos virales, particularmente a epitopos en el
gag, transcriptasa reversa (RT), Nef y proteinas de la envuelta
(Env)>#33453% | 5 actividad efectora de los CTL ha sido detectada en todas
las fases de la infeccidén viral y no disminuye consistentemente con el

desarrollo de SIDA"":347-3%1

. Sin embargo, las frecuencias del precursor de
CTL estan reducidas con la progresién a enfermedad®?3*°. Sj esta
correlacion entre la frecuencia del precursor y el estado clinico es un
indicador de un papel de los CTL en el control de la infeccion por el VIH
todavia no ha sido determinado. A este respecto, la presencia del niveles
altos de CTL a péptidos del VIH no previene el desarrollo de SIDA®*,
Ademas, estudios en primates no han mostrado correlacion entre
respuestas CTL y proteccién de la infeccion por el SIV3*,

Con respecto a la funcion mediada por células T CD8+; se ha
demostrado, en un modelo con el SIV, que se pueden detectar CTL
especificos al virus cinco dias después de la infeccion®%43°7:3%8
Similarmente, en muchos sujetos con infeccidén primaria por el VIH, los CTL
especifico al virus son consistentes y facilmente detectados durante el
sindrome viral agudo y su aparicion se correlaciona con la disminucion de
la viremia®°®3%2_Un retardo en la aparicién de actividad CTL generalmente
se asocia con un sindrome viral agudo prolongado con persistencia de

sintomas y niveles altos de viremia®®. En general, la actividad citotdxica

especifica al VIH puede ser detectada contra proteinas estructurales (envy
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gag) y contra proteinas reguladoras (tat y rev) del VIH; sin embargo,
durante la infeccion primaria la actividad citotoxica se detecta
predominantemente contra proteinas estructurales. Estudios en individuos
LTNP han mostrado fuertes respuestas CTL'003413%9-362 {ambién han
reportado respuestas CTL individuos ENI o en individuos infectados
transitoriamente, sugiriendo que estas personas pueden haber generado
una respuesta CTL protectora; aunque estos datos no son concluyentes363
debido a las dificultades para su demostracién. Una evidencia mas
completa del papel protector de la respuesta CTL in vivo viene con el
desarrollo de ensayos cuantitativos mas sensibles***; mediante la
visualizacion directa de las células CD8+ especificas al antigeno por
citometria de flujo'.

Por lo tanto, los linfocitos T CD8+ pueden contribuir a la disminucion
de la viremia por eliminacion de las células que expresan el virus (células
en las cuales el VIH se replica activamente) via un mecanismo citotoxico o
por supresion de la replicacion viral mediada por factores solubles?%6:2%7:364,
CELULAS T HELPER (Th).- En concordancia con las observaciones en
modelos animales, varios grupos han confirmado la importancia de las
células T CD4+ especificas al virus en el control de infecciones virales
crénicas en humanos>®>>"°.

La inmunidad mediada por células T CD4+ es la respuesta por
células T-helper, y es importante en el mantenimiento de la respuesta de
célula T CD8+ en otras infecciones virales persistentes®*3%°. Las células

T-helper CD4+ son especificas; se activan cuando se unen a epitopos

virales reconocibles presentados en el contexto de MHC-Il. Una vez
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activadas, secretan IL-2 y otras citocinas que realzan las repuestas
humoral y CTL. Estos estudios subrayan el papel clave de las células Th
CD4+ en la induccion de una respuestas inmune efectiva durante la
infeccion viral aguda y en orquestar la funciéon inmune en infecciones
virales humanas cronicas. En particular, las células Th proveen sefiales via
citocinas a CTL virus especificos, las cuales estimulan la funcion adicional
de los CTL.

Dado que el VIH infecta selectivamente a las células T CD4+
activadas, las células Th podrian ser depleccionadas prematuramente; asi,
las personas con infeccion cronica carecen de funcion de células Th CD4+
especificas contra el VIH, lo cual podria ser una razén importante para el

L' aunque

insuficientemente subsecuente control del virus por CT
recientemente esto ha sido refutado®®. Los mecanismos responsables de
la deficiencia en las respuestas celulares Th especificas contra el VIH no
estan claras; las células Th CD4+ activadas son las dianas principales del
VIH y son muertas por infeccion® y por apoptosis inducida por el VIH*"2373,
Durante la infeccién viral aguda las células T CD4+ especificas para el
virus infectante llegan a ser activadas en respuesta a la estimulacion por el
virus y entonces presentan expansion clonal. Las diferencias en la
interpretacion pueden surgir dependiendo de del ensayo usado para medir
la funcién de las células T. La proliferacion de linfocitos versus expresion
intracelular de citocinas in vitro, por ejemplo®*°. Por otro lado tanto los
defectos cuantitativos como funcionales de las células Th probablemente

contribuyen al defecto inmune dependiendo de el estado de enfermedad.

La restauracién de la funcion Th puede ser posible a través de la
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administracién de citocinas o compuestos como ligando de CD40, molécula
que esta presente en células T activadas. A través de la interaccion con el
CD4 en la APC, el ligando CD40 induce produccién de citocinas que
contribuyen al desarrollo de una funcién Th efectiva®®. Kalams SA, et
al’?"*? investigando respuestas Th y actividlad CTL en personas
infectadas por el VIH no tratadas y con un amplio rango de CV,
recientemente mostraron que las respuestas proliferativas Th correlacionan
positivamente con actividad CTL especifica a gag y estan negativamente
correlacionadas con CV. Entonces, tanto las células Th y los CTL
especificos contra el virus pueden ser vitales en el control de progresién de
enfermedad, y la persistencia de CTLs funcionales puede depender, en
parte de la preservaciéon de la respuesta Th. En este mismo estudio, los
CTL fueron detectados, en algunas ocasiones, en ausencia de funcion Th
detectable, pero estos CTL no estuvieron asociados con control de la
replicacion viral. Por lo tanto, niveles altos de CTL especificos contra el VIH
en personas con enfermedad progresiva pueden ser subdptimamente
efectivos, en parte debido a que la respuesta Th especifica contra el VIH
esta ausente; esta idea puede ayudar a explicar la capacidad del VIH para
replicar activamente ante una respuesta CTL vigorosa.

Las respuestas T CD4+ especificas al VIH han sido investigadas en
sujetos crénicos no tratados usando pruebas tradicionales de proliferacion
y, en general, estas respuestas han sido bajas (indice de estimulacion <5)
0 indetectables en la mayoria de individuos independientemente del
estadio de enfermedad®*>""3"®  |legando a la conclusién que el virus no

fue capaz de inducir fuertes respuestas de células T-helper CD4+
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especificas al virus; aunque en la interpretacion de estos estudio es
importante hacer notar que los ensayos de proliferacion no provee
informacion precisa sobre la frecuencia de células T CD4+ especificas al
antigeno, solo refleja el numero absoluto de células respondedoras y su
capacidad para expandirse exponencialmente después de 5-7 dias de
incubacion in vitro.

La pérdida de la funcién de la células Th especificas al VIH ocurre
muy pronto durante la infeccién primaria®>®>3""3">_E| tratamiento durante la
infeccidn crénica no restablece, fidedignamente, la respuesta Th especifica
contra el virus?*>?*3376378 " Entonces, uno de los beneficios tedricos de
identificar y tratar la infeccion aguda por el VIH es el posible desarrollo y

preservacion de respuestas T-helper??®375:379-381

. De tal forma que se ha
visto que el tratamiento de la infeccion aguda por el VIH no solo preserva la
funcién T-helper especifica al VIH'""3823% sino que en algunos casos esta

asociada con respuesta CTL especifica al VIH preservada®®*%°,

EFECTOS DEL VIH SOBRE LA RESPUESTA INMUNE

La infeccion con el VIH representa una paradoja inmunoldgica, en la cual el
VIH induce una fuerte respuesta inmune antiviral, mientras que simultanea
y progresivamente altera la capacidad del sistema inmune para responder
a nuevas infecciones y antigenos, para finalmente, conducir a una severa
deficiencia inmune.

La infeccion con el VIH esta asociada en la mayoria de los casos,
con la produccion de anticuerpos especificos, algunos de los cuales
muestran capacidad in vitro, para neutralizar el virus. Ademas, en la
mayoria de los pacientes hay una fuerte respuesta CTL especifica al virus,

la que se asocia a una caida inicial en el titulo de virus. Sin embargo, esta
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respuesta CTL no parece ser capaz de eliminar el virus y persiste la
infeccion. Hay una disminucioén progresiva del numero de células T CD4+
en el tiempo; la cual se acelera en los pacientes que progresan a SIDA, en
quienes la respuesta CTL cae y la viremia se eleva.

Entonces, la infeccion por el VIH per se, conduce a una
disregulacion de muchos aspectos de la respuesta inmune, incluyendo
respuestas de anticuerpos y de células T defectuosas a nuevos antigenos,
y disminuye las repuestas de células NK. Estos efectos pueden ser
detectados aun cuando el numero de células T CD4+ es relativamente
normal. Pero a medida que este numero disminuye, los defectos son mas
marcados, conduciendo al estado de inmunodeficiencia y deja susceptible
al huésped a una variedad de infecciones oportunistas y a cierto tipo de

tumores. FIGURA 3.
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FIGURA 3. ESPECTRO CLINICO DE LA INFECCION VIH/SIDA
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1.9 ETIOPATOGENIA DE LA INFECCION VIH/SIDA.

Los virus con parasitos intracelulares obligados. De esta manera, las

caracteristicas clinicas de la infeccion por el virus especifico se determinan

de acuerdo con las células que se infectan y segun si el virus por si solo

origina enfermedad celular. Ademas de ésto, para muchos virus la

respuesta del huésped contra los antigenos virales induce lesiones

adicionales denominadas efectos inmunopatico, que son cualitativamente

distintos de los viropaticos.

Similar a otras enfermedades virales, la infeccion por el VIH puede

ser explicada como una lucha dinamica y largamente perdurable entre el

virus y el sistema inmune del huésped. Sin embargo, durante los varios
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afos de esta lucha parece que algunos factores de defensa del huésped
cambian de lado y podrian contribuir al éxito del intruso, el virus.

EL VIH y el SIV son miembros de una subgrupo de lentivirus los
cuales pertenecen al grupo de retrovirus. Los lentivirus son lentos en
inducir enfermedad y estan asociados a enfermedades desarrolladas por
mecanismos inmunopatogénicos autorreactivos; lo cual depende en parte,
de los antecedentes genéticos del huésped®, y es posible que el VIH y el
SIV empleen mecanismo patogénicos similares.

A pesar de los avances en el entendimiento de la patogenia de la
infeccidn por el VIH y en delinear su curso clinico, no hay acuerdo uniforme
en la comunidad cientifica sobre los mecanismos primarios responsables
de la infeccidn por el VIH. El asunto que ha sido largamente debatido es si
la enfermedad es causada directamente por efectos citopaticos del VIH*,
0 por mecanismos inmunopatogénicos.

La patogenia de VIH/SIDA puede dividirse en dos amplias
categorias: 1) Directa o patogenia viral, la cual puede ocurrir por infeccion
directa de las células T CD4+ o via una APC y 2) Indirecta o
inmunopatogenia. Los modelos sugeridos incluyen a) linfocitos T citotoxico
CD8+ especificos al VIH*®; b) reacciones autoinmunes, incluyendo
anticuerpos autoinmunes que destruyen el sistema inmune®®; C) supresion
inmune inducida por proteinas del VIH como gp 120, Tat o Nef*®; d)
activacién de APC y/o célula T, una caracteristica de la enfermedad por
VIH?9391: v e) muerte de células T por apoptosis (ATCD, por apoptotic T

cel death)**.
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Muchas caracteristicas del VIH en humanos son consistentes con
esto, particularmente la asociacién de la tasa de progresion de enfermedad
con el grado de activacion inmune y anergia antigeno-especifica, y el nivel
de apoptosis. A la inversa, todas estas caracteristicas estan ausentes en
chimpanceés infectados por el VIH, los cuales pueden ser infectados por el
VIH pero no presentan progresion a SIDA®**. Aunque existen datos que
revelan una CV alta tanto en nédulos linfaticos como bazo inmediatamente
después de la infeccién por el VIH®®, seguida por tasas altas de replicacion

viral y mutacién durante la fase asintomatica®**

, la susceptibilidad a la
infeccidn y progresion a enfermedad, no pueden ser explicadas solamente
con base en la infectividad de las cepas del VIH.

Se han observado notables diferencias en la tasa de progresion de
la enfermedad por VIH entre los individuos infectados por el virus; los
mecanismos que se han propuesto para explicar estas diferencias incluyen
aspectos genéticos, viroldgicos e inmunitarios®. Un fino balance entre
estos mecanismos finalmente determina el curso de la enfermedad por el
VIH.

Un evento critico en el establecimiento inicial de la infeccion por el
VIH es la localizacién del VIH en érganos linfoides que sirven como
principales reservorios para el virus y como sitios primarios para la
replicacion viral y a partir de donde se disemina el virus®%%3%%% | g
persistencia del virus en érganos linfoides causa una estimulacién crénica
del sistema inmune que es responsable directa o indirectamente de los

mecanismos patogénicos que finalmente dirigen a la destruccion del tejido

linfoide, profunda disfuncién inmune y progresion de la enfermedad por el
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VIH393%13%7 E| estallido inicial de la viremia en la infeccion primaria es la
consecuencia de la diseminacion sistémica del VIH a través del sistema
linfoide y su liberacion a la circulacion®®. La disminucién de la viremia
coincide con la aparicion de una respuesta inmune vigorosa, la cual, en
muchos individuos fracasa para eliminar completamente el VIH. Este
fracaso es el resultado de mecanismos viroldgicos e inmunitarios mediante
los cuales el virus escapa de una respuesta inmune especifica contra el
VIH que es completamente vigorosa.

Por lo tanto, aunque los parametros viroldégicos son generalmente
muy bajos después de la transicion de infeccidn primaria a la fase crénica
de la enfermedad por el VIH, la replicacion de virus es persistente en

organos linfoides.
1.9.1 MECANISMOS INMUNOPATOGENICOS DE LA INFECCION VIH/SIDA.

Los mecanismos viroldégicos son predominantemente responsables de la
propagacién de la infeccion por el VIH; los mecanismos inmunitarios
generan condiciones desfavorables que evitan esta respuesta inmune
vigorosa para eliminar completamente el VIH.

Los mecanismos inmunopatogénicos del VIH/SIDA son complejos e
involucran multiples interacciones entre el virus y el huésped.

Desde el momento del descubrimiento del SIDA en 1981, se supo
que una condicién involucrada es la pérdida critica de competencia inmune
que se refleja en susceptibilidad a infecciones oportunistas vista previa y
principalmente entre pacientes inmunocomprometidos primariamente. La
combinacion de tropismos, linfocitico y macrocitico, origina por una parte
un dafo inmunolégico profundo y, por otra, alteraciones neurologicas

profundas.
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El déficit inmunitario que caracteriza la enfermedad por el VIH es
mas que la simple reduccion en el numero de células T CD4+. Es esta
depleccion progresiva la que da como resultado la profunda y amenazante
inmunodeficiencia, que es el resultado final de la infeccion por el VIH.
Inmunolégicamente, sin  embargo, esta descripcion es una
sobresimplificacion de un proceso multifactorial que comienza en el
momento de la infeccién e incluye activacion y disfuncion ademas de
depleccion®%4%°,

La infeccion por el VIH produce anormalidades inmunitarias
importantes, los parametros de laboratorio que describen este sistema
inmune severamente debilitado incluye respuestas linfoproliferativas de
células T a antigenos solubles, mitdgenos y a antigenos especificos

disminuidas asi como respuestas de hipersensibilidad retarda débiles, asi

como una declinacion inexorable del nimero de células T3%8401,
1.9.1.1 MECANISMOS DE DISFUNCION DE LAS CELULAS T CD4+.

Estudios sobre la inmunopatogenia de la enfermedad por VIH han dado
lugar a un gran numero de hipoétesis de cdémo la infeccion con el VIH da un
aumento en la destruccion de la inmunidad celular funcional. La
interpretacion logica de las consecuencias inmunolégicas del SIDA es que
el VIH infecta y mata a las células T CD4+, resultando en la depleccion de
este subgrupo de células.

En los pacientes con infeccion por VIH, la inmunosupresion es
debida a defectos tanto cuantitativos como funcionales de las células T
CDA4+. Los mecanismos potenciales de la disfuncion de las células T CD4+

se muestran en la TABLA 14.
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EFECTO CITOPATICO DIRECTO.- Quizas representa la causa mas importante
de destruccioén linfocitaria; se calcula, a través de modelos matematicos,
que alrededor de 10 linfocitos CD4 son destruidos diariamente por efecto
citopatico directo® debido a la replicacion viral activa.

APOPTOSIS.- La muerte celular programada, o apoptosis es un mecanismo
fisioldgico normal mediante el cual la célula se “suicida” de forma
controlada, originalmente descrito en el contexto de la respuesta de
timocitos inmaduros a la activacion celular*®?4%, Este tipo de mecanismos
son naturales e incluso protectores contra el crecimiento celular
incontrolado; son importantes en todos los sistemas de desarrollo. Se ha
demostrado que el contacto de particulas virales como de proteina gp120,
con los linfocitos T CD4 provoca apoptosis si las células son activadas

104495 Ademas, la apoptosis podria representar un

posteriormente
mecanismo de destruccién de células CD4 no infectadas, preactivados

anormalmente por gp120 unida a sus receptores®®.

93



TABLA 14. MECANISMOS DE LA DISMINUCION CUANTITATIVA Y
FUNCIONAL DE LAS CELULAS T CD4+ EN LA INFECION VIH/SIDA.

e Efectos citopaticos directos mediado por el VIH
¢ Respuestas inmunes especificas al VIH
Linfocitos T citotéxicos (CTL)
Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)
Células natural-killer (NK)
e Mecanismos autoinmunes
Homologia entre gp120 y moléculas HLA
¢ Induccion de anergia linfocitaria
Inapropiada sefalizacion celular por la interaccidon gp120-CD4
Interferencia con los mecanismos de presentacion de antigeno
e Perturbacion de subgrupos de células T mediada por superantigenos

e Apoptosis provocada por particulas y proteinas virales (gp120 y Tat)

CTL ESPECIFICOS AL VIH.- Recientemente se ha demostrado que la
perfusion de linfocitos T CD8 activados contra el VH origina in vivo una
disminucién del numero de células CD4 infectadas®®'. En la fase de
primoinfeccion existe una correlacion entre la caida de CD4 y la expansion
de clonas CD8 antivirales'®, lo que sugiere que este mecanismo puede asi
contribuir a la destruccion de las células CD4 y deterioro del sistema

inmune.

CITOTOXICIDAD CELULAR DEPENDIENTE DE ANTICUERPO (ADCC).- Este
mecanismo ha sido bien documentado in vifro pero in vivo no hay

evidencias claras; la muerte de las células CD4 que expresan proteinas de

94



la envuelta del virus (gp120) serian destruidos por el sistema inmunitario
mediante ADCC*.
MECANISMOS AUTOINMUNES.- Determinantes no polimérficos de MHC-II,
particularmente HLA-DR y HLA-DQ, presentan algun grado de homologia
con proteinas del VIH (gp120 y gp41)*°"; y anticuerpos a estas proteinas
virales, que han sido demostrado en suero de pacientes con infeccion por
el VIH, podrian reaccionar de manera cruzada con las MHC-II, previniendo
la interaccion entre CD4 y las moléculas HLA clase Il expresadas en las
APC; interaccién celular requerida para una eficiente presentacion
antigénica“?®4%°,
ANERGIA.- La anergia se define como la falta de activacién linfocitaria en
respuesta a estimulos. Se ha descrito en diversos modelos in vitro que
componentes viricos como gp120 y la proteina Tat, inducen anergia®'®*'".
DESEQUILIBRIO ENTRE DISTINTAS SUBPOBLACIONES DE CELULAS T C4+.- Se
ha postulado la existencia de una heterogeneidad dentro de las
subpoblaciones de linfocitos CD4+ a distintos niveles: por una parte
existirian células virgenes y células memoria; por otra parte, se ha descrito
la existencia de una dicotomia de dos tipos de células CD4+, Th1y Th2.

Aunque la infeccion con el VIH es responsable del desarrollo de
SIDA, es importante conocer hasta que punto la patogenia es el resultado
de mecanismos inmuno-mediados, o se debe a una muerte directa de las
células T CD4+ por infeccion.

Esta claro que hay una fuerte respuesta inmune inicial contra el VIH,

similar o posiblemente tan fuerte como contra otras infecciones virales,

Aunque el VIH es citopatico infectando a las células T CD4+ in vitro®>.
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Puede cuestionarse si el porcentaje de células T infectadas,
detectadas en cualquier momento de la infeccion, puede explicar la
extensa depleccion de células CD4 observada en pacientes con SIDA, la
pérdida de la funcion de las células Th se presenta muy pronto, aun antes
de que las células T disminuyan.

El curso clinico de la infeccion por el VIH refleja una compleja
interaccién entre los efectos del virus sobre la funcion de las células
inmunocompetentes y la respuesta inmune del huésped al virus. La
patogenia de la infeccion por el VIH involucra infeccion de y replicacién en
las células CD4 del huésped, incluyendo células T CD4+ y en menor grado
macrofagos y DCs.

Los efectos de la infeccién por el VIH sobre el sistema inmune son
mayormente debidos al tropismo especifico de la gp120 del VIH a la
molécula CD4. EI CD4 es expresado sobre las células T helper, y estas
células juegan un papel central en la induccion de muchas respuestas
inmunes. La infeccion por el VIH puede dirigir a lisis de células T CD4+ o
inactivaciéon funcional de ellas sin citolisis. En cualquier caso, la
funcionalidad disminuida de las células Th da como resultado un deterioro
de todas los tipos de respuestas inmunes.

Los efectos citopaticos del VIH sobre las células T CD4+ esta
reflejado en la marcada disminucion de estas células en los pacientes con
SIDA. El cociente de células T CD4+/Células T CD8+ en sangre periférica
es aproximadamente 2:1 en individuos normales pero esta frecuentemente
disminuido (0.5) en pacientes con SIDA. Las células CD4+ estan también

disminuidas en tejidos linfoides y en sitios de inflamacién. Esta profunda
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depleccion de células Th ocurre a pesar del hecho que en estos pacientes
probablemente menos del 1% de las células T estan infectadas con el VIH
y mas del 99% de estas células infectadas lo estan de forma latente.

Las dianas principales para la infeccion inicial por el VIH son
aquellas células T CD4+ que expresen un co-receptor apropiado y estén
activadas, por ejemplo las células memoria que expresan CCRS5. Los
individuos infectados con VIH presentan activacion persistente de células T
CD4+ y CD8+, lo que provee un ambiente 6ptimo para la replicaciéon viral
Contl'nua391’412'414.

Concomitantemente, hay activacion inmune crénica evidenciada por
un aumento en el niumero de células CD4+ y CD8+ que expresan los
antigenos de superficie CD38 y HLA-DR (HLA-Il). La disregulaciéon de
citocinas en una produccién aumentada de citocinas inflamatorias como
factor de necrosis tumoral o (TNF-a), IL-1 e IL-6 y produccion disminuida
de citocinas tipo Th1 como IL-2, IL-12 e interferon y (INF-y). Las
perturbaciones en los repertorios de células T CD4+ y CD8+ sugieren que

la deleccion clonal de varias células antigeno especificas también ocurre

en el tiempo.
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1.10 RESISTENCIA A LA INFECCION Y/O PROGRESION DE LA
ENFERMEDAD POR EL VIH.

Complejas interacciones entre factores del virus y del huésped, muchas de
las cuales estan comenzando a ser entendidas, determina el curso de la
infeccion por el VIH.

Aunque los grupos de PR y de LNTP sélo son una proporcion
relativamente pequena de la poblacién total de individuos infectados por el
VIH-1, representan una herramienta invaluable con la cual determinar los
mecanismos patogénicos asociados con progresion versus no progresion
de la enfermedad por el VIH.

Los LTNP han sido identificados entre individuos infectados por el
VIH cuyos factores de riesgo incluyen exposicion sexual, uso de drogas

60,82,85,87,89,99,122,415,416 Ademas se han

intravenosas, y transfusiones
reportado varios grupos de individuos que estan en riesgo de infectarse por
estar altamente expuestos al VIH y que sin embargo no se han infectado
ésto es, permanecen persistentemente seronegativos, sin manifestaciones
clinicas y sin VIH detectable ni por cultivo, ni mediante detecciéon de VIH
RNA plasmatico o VIH DNA en PBMC*'"*?°_ os individuos ENI han sido
identificados entre parejas discordantes quienes tienen relaciones sexuales

427-430

sin proteccion*'®421426ADVP*1®  prostitutas , personal sanitario, que

sufrieron dafio probado con agujas contaminadas con sangre VIH-

424,431,432 416,433,434

positiva e hijos de madres seropositivas
La identificacion de LTNP, PR e individuos ENI, ha permitido la
comparaciéon de individuos con diferentes tasas de progresioén para tratar

de aclarar las complejas interacciones entre factores del huésped y el virus
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que podrian determinar no soélo un riesgo individual para progresion de
enfermedad sino también el riesgo para la adquisicién inicial de infeccion
por el VIH. Con la identificacién de los LTNP y ENI, se sugieren que tanto
la inmunidad natural y como la adquirida contra el VIH existe, y que son los
principales determinantes del desenlace clinico®*.

Estudios inmunolégicos y genéticos en LTNP y en individuos ENI,
asi como datos de estudios en infeccidén primaria por el VIH, han ayudado
a aclarar los mecanismos por los cuales algunas personas estan
protegidas para adquirir la infeccién y la progresion de la enfermedad por el

VIH. TABLA 15.
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TABLA 15. FACTORES DEL HUESPED ASOCIADOS A RESISTENCIA
Y/O PROGRESION DE LA INFECCION POR EL VIH**%4%6,

Efectos sobre transmisién y progresion de enfermedad.

Inmunidad Celular
-Células T citotoxicas Elimina viriones y células infectadas, papel
prominente en el control inicial de la
viremia, retraso de progresion de enfermedad
y, quizas prevencién de enfermedad.
-Factores solubles derivados
de Células T CD8+ MIP-1a, MIP-1B, RANTES, SDF-1, IL-16;
inhiben la replicacién del VIH de una manera
no citotoxica

- Respuesta T-helper La preservacion de esta respuesta podria
ser vital para la preservacion de la respuesta
CTL.
Inmunidad Humoral Prevencion y control de progresion de
enfermedad

Factores locales

- ETS y citocinas Podrian up-regular la replicacion del VIH

- CTL y anticuerpos Prevencion de transmisioén y progresion de
enfermedad

- Células dendriticas Facilitan la infeccion de células T por captura

y transporte de VIH a nédulos linfaticos y
células T activadas

Receptores de quimiocinas

- Deleccion CCR5-A32 Homocigosis asociada con susceptibilidad
disminuida a infeccién por cepas R5.
Heterocigosis con progresion de enfermedad
retardada

- Mutacién CCR2-V641 Heterocigosis asociada con progresion de
enfermedad retardada

- Polimorfismos del

promotor de CCR5 Homocigosis en el polimofismo 59029-G se

asocia con progresion mas lenta y
la homocigosis 59356-T a transmision
perinatal aumentada

Quimiocinas
- SDF1-3’'A Homocigosis, podria estar asociada con
progresion retardada a enfermedad

Otros factores genéticos

- Alelos HLA Ciertos alelos estan asociados con
diferentes susceptibilidad a infeccion
y progresion de enfermedad

-IL-10 5'A Acelera la progresion a SIDA*’

SDF-1.-Stromal-cell-derived factor-1
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1.10.1 CELULAS T CD8+ CITOTOXICAS.

Las respuestas de células Th y de CTL especificos contra el VIH parecen
ser cruciales en contener la replicacién viral. Aunque algunos individuos
con infeccion no progresora a largo plazo y otros tratados durante la
infeccion aguda por VIH generan respuestas celulares Th virus-especificas,
la vasta mayoria de individuos infectados crénicos no lo hacen®®. Sin
embargo, la correlacion temporal entre respuestas CTL fuertes y control
inicial de la replicacion del VIH durante la infeccion primaria, la presencia
desproporcionada de respuestas CTL activas en LTNP comparada con
progresores, y la evidencia de respuestas CTL en individuos ENI, sugiere
un papel potencialmente protector de los CTL en la prevencién y control de

la infeccion por el VIH.

1.10.2 CELULAS T CD8+ NO-CITOTOXICA.
Las respuestas no-citotdéxicas parecen ser un mejor mecanismo para
controlar la infeccion por el VIH** Se ha observado una correlacién
consistente entre estado clinico saludable y una fuerte respuesta no-

citotdxica?94295:439

en individuos con infeccién por el VIH. En algun punto el
control de la viremia se viene abajo, y el cambio en el estado clinico y
virologico correlaciona con la disminucion de la respuesta antiviral no-
citotoxica de las células CD8+.

Esta funcion no-citotoxica de las células T CD8+ es clinicamente
relevante porque esta asociada con un estado asintomatico a largo plazo y
la respuesta disminuye concomitantemente con el desarrollo de

291,440,441
d , s

enfermeda . Un tipo similar de respuesta no-citotoxica antiviral ha

sido descrita en infecciones por lentivirus en primates no-humanos y

gato g291,442-444
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1.10.3 CELULAS T HELPER
Varios estudios han revelado que en algunos LTNP que aparentemente
controlan de forma espontanea su CV, las respuestas Th CD4+ especificas
al VIH, no solo estan presentes sino también pueden ser de enorme

magnitud y ademas con respuestas CTL persistentes '’

. La persistencia
de estas células efectoras activadas por el virus indica replicacién viral y
estimulo antigénico continuos.

También, estudios en individuos ENI han mostrado actividad CD4+
especifica contra el VIH, sugiriendo un papel protectivo de las respuestas
T-helper especificas contra el VIH. Este tipo de respuestas han sido
demostradas en personas ENI que tienen relaciones sexuales con

418,445,446

personas seropositivas , personal de salud expuesto por lesiones

H419,431 432 140,428,447

por jeringuillas contaminadas por VI , prostitutas , € hijos

de madres infectadas por el VIH'%2448,

1.10. 4 ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES.

Algunos estudios®®, aunque no todos®***4% han encontrado titulos
significativamente mas altos de anticuerpos neutralizantes en no

progresores que en progresores rapidos.
1.10.5 FACTORES LOCALES

El papel de los factores locales en la defensa del huésped contra la
infeccién por el VIH no esta del todo claro. Los CTL pueden contribuir al
control de la CV en el tracto genital. Musey et al*®', mostraron que células
CD4+ y CTL estan presentes en secreciones cervicales del 63% de mujer
seropositivas y que la actividad CTL fue mas frecuentemente observada en

pacientes con cuenta de células CD4+ superiores a 0.500x 10° cel/l.
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En ausencia de anticuerpos séricos, los anticuerpos a nivel de
mucosa pueden jugar un papel protector. Un estudio reciente en prostitutas
ENI de Kenya report6 que el 76% de ellas tuvieron anticuerpos IgA
especificos contra el VIH en su tracto genital versus el 26% de las
seropositivas, anticuerpos que solo se hallaron en el 11% de las mujeres
con riesgo bajo; sugiriendo un papel protector de la IgA de mucosa en la

resistencia a la infeccion por el HIV*,

En un estudio de parejas
discordantes se reportd que el 82% de personas ENI expresaron IgA
especifica al VH en lavado vaginal. Sin embargo, el papel de los
anticuerpos a nivel de mucosas no esta claro ya que la presencia de
anticuerpos IgA en fluido cérvico-vaginal no correlaciona con eliminacion
del VIH o transmision vertical disminuida en mujeres embarazadas,
sugiriendo que estos anticuerpos pueden no neutralizar al virus*?,
Ademas, la evaluacion de IgA e IgG especificas al VIH en varios sitios de

la mucosa no revela una correlacién entre respuesta inmune a nivel de

mucosa y estado clinico en mujeres infectadas por el VIH.
1.10. 6 REPERTORIO DEL RECEPTOR DE CELULATT.

Durante su maduracién en el timo, las células T se preparan para expresar
un unico receptor sobre su membrana para unirse al antigeno, llamado
receptor de célula T (TCR, por T cell receptor). Se trata de un heterodimero
expresado en la superficie de las células Th CD4+ y de las células T CD8+
citotoxicas; esta compuesto de dos cadenas de proteinas alfa y beta (o) o
gama y delta (yd) unidas por puentes disulfuro; con el 90% de las células T
circulantes, en el adulto expresando af. Los TCR pueden reconocer el

antigeno unicamente en asociacion con proteinas de la membrana celular
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conocidas como moléculas MHC. ElI TCR interactia con antigenos
extrafios en forma de pequenos péptidos presentados por MHC- Il o MHC-I
(@ la célula Th CD4+ o a la célula T CD8+ respectivamente), en la
superficie de células infectadas.

EL TCR pertenece a la superfamilia de los genes de las
inmunoglobulinas, comprende segmentos con regiones constantes y
variables que re-arreglan aleatoriamente durante el desarrollo fetal*®,
Como tal, el TCR representa un elemento clave en la respuesta inmune al
desafio patogénico.

Varios estudios han demostrado que antecedentes HLA vy factores
ambientales pueden influir en la formacién del repertorio maduro de TCRs

en los humanos***4°°

permitiendo la posibilidad que el repertorio de TCR
pueda contribuir a la susceptibilidad/resistencia al VIH.

El analisis de TCR se ha usado para estudiar la frecuencia y
longevidad de clonas CTL en individuos infectados por el VIH**® y para
determinar el repertorio de células Th CD4+ naive para antigenos del VIH,
por estimulacion repetida in vitro de PBMC de individuos seronegativos al
VIH*"4%8: estudios que tienen implicaciones en disefiar estrategias de
vacunacion basadas en péptidos pues las respuestas de células efectivas
de las células Th median tanto la inmunidad humoral como la celular contra
patdgenos. Asi, el examen del repertorio TCR durante la fase aguda de la
viremia de la infeccion por el VIH ha revelado un repertorio TCR activado

pero intacto*4%°,
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1.10.7 MOLECULAS HLA.

El MHC es un gran complejo genético cuyos productos estan asociados
con reconocimiento intercelular y con discriminaciéon de lo propio y lo no
propio. Es una region con multiples loci, los cuales codifican dos clases
principales de moléculas de membrana: moléculas MHC-I y MHC-II
FIGURA 4. Las moléculas MHC juegan un papel critico en el
reconocimiento del antigeno por las células T. Asi, las células Th
generalmente reconocen un antigeno asociado con moléculas MHC-II,
mientras que las células Tc lo hacen en el contexto de moléculas clase |.

Las moléculas MHC-lI son glicoproteinas expresadas sobre la
membrana de casi todas las células nucleadas unidas a una pequena
proteina llamada B,-microglobulina. En el humano existen tres loci clase |;
A, B y C. Cada loci MHC-I tiene un gran numero de alelos diferentes, hay
formas diferentes del mismo gen. Asi, una persona hereda un alelo de
cada padre por cada locus y entonces expresan dos moléculas clase |, por
cada locus, en cada una de sus células nucleadas.

Las moléculas MHC-Il son glicoproteinas expresadas por varias
células especializadas que funcionan como APC. Hay tres loci clase Il en el
humano; DR, DP y DQ. Cada locus clase Il tiene dos genes a y B los
cuales codifican respectivamente las cadenas o y B de cada molécula
MHC-II. Cada persona hereda un alelo de cada padre por cada locus por lo

tanto las APC tienen dos moléculas MHC-II por locus.
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FIGURA 4. ESQUEMA DE LAS MOLECULAS CLASE | Y Il DEL MHC.

MHC Class |- MHC Class |l
All nucleated cells B cells
APLC™s

Hacrophages

oL

Debido a que las moléculas MHC funcionan como estructuras
presentadoras de antigeno, el conjunto particular de moléculas MHC
expresado por un individuo influye en el repertorio de antigenos a los
cuales las células Th y Tc de él puedan responder. Por esta razén, el MHC
determina parcialmente la respuesta de un individuo a antigenos de
organismos infecciosos y por esto mismo, el MHC ha sido implicado en la
susceptibilidad a una enfermedad y en el desarrollo de enfermedades
autoinmunes.

Varios estudios sugieren que alelos especificos de los loci HLA se

asocian con diferentes tasas de progresion®®'-%

y susceptibilidad variable
a la infeccidn por el \V|H346:362:428:447.465.466
La resistencia a la infeccién por el VIH de mujeres prostitutas en

Nairobi estd asociada a HLA-A2 y a HLA-DR13%%* En contraste, el
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haplotipo HLA-A1/B8/DR3 esta asociado con progresion rapida, también
como con susceptibilidad aumentada a la infeccion**”*°. Otras clases de
alelos MHC-| asociados a progresion de enfermedad incluye HLA-B35,
Cw4 y A-24471475,

Muchos otros genes HLA clase | han sido mostrados como
“protectivos” en LTNP como HLA-A25, A32, B18, B27%1461476478 51gunos
de cuales son raros en muchas poblaciones humanas y la significancia no
es clara. Una asociacion mas fuerte con LTNP fue encontrada en B14 y
C8479.

Ademas, heterocigocia en todos los loci HLA clase | parecen ser
protectiva*®'®2480 En una cohorte de LTNP, de 28 a 40% presentaron
heterocigocia en todos los loci HLA clase | y ausencia de alelos B35 y Cw4
6 ambos*®’.

Los alelos MHC-II asociados con progresion rapida incluyen HLA-
DR2 y HLA-DR5%%%8_Sin embargo, en otro estudio, las especificidades
codificadas en el MHC-Il DR5 y DRG6 correlacionaron con una progresion
lenta a enfermedad*’*®®. También se han realizado estudios para una
posible asociacién HLA con sobrevivientes a largo plazo. Estudios previos
asociaron HLA-Bw4 y HLA-DRB1*0702/DQA1*0201 con infeccion por el
VIH asintomatica®®**®. Los genes HLA que han sido asociados con el VIH
se resumen en la TABLA 16*%",

Son varias las teorias que ha sido propuestas para explicar las
asociaciones entre haplotipo y susceptibilidad a la infeccién por el HIV y
enfermedad. La amplitud de las respuestas protectivas mediadas por

células en individuos infectados por el VIH puede depender de cémo
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muchos diferentes péptidos derivados de antigenos virales clave (Gag, Pol,
Env y Nef) son presentados a sus moléculas HLA*®. Por otro lado, los
genes HLA podrian ser simplemente marcadores para genes que codifican
los determinantes clave que confieren proteccion o susceptibilidad*®’.
Alternativamente, los productos proteicos virales conteniendo motivos
estructurales/secuencia similares a la molécula HLA podrian lograr una
respuesta alotipica capaz de agotar las células T CD4+ no infectadas; la
fuerza de la respuesta seria determinada por la capacidad de las
moléculas HLA del individuo para procesar y presentar los epitopos virales
aloreactivos*®’.

Otra teoria es que los alelos HLA “protectivos” presenten péptidos
virales inmunodominantes que generen una fuerte respuesta CTL capaz de
neutralizar el virus en el momento de la exposicion previniendo asi el
establecimiento de la infeccién y la seroconversion. Este mecanismo ha
sido propuesto para mujeres ENI de Gambia y descrito para resistencia a

3*27489: por otro lado existe la observacion

la malaria severa asociada a B5
que moléculas de la superficie de células del huésped, incluyendo HLA,
son incorporadas a la envuelta del virion*®° por lo tanto, es posible en el
caso de las prostitutas de Nairobi, que respuestas inmunes aloespecificas,
incrementadas y mantenidas por el contacto sexual regular, protejan a la
mujer por el reconocimiento como antigeno extrafo las moléculas HLA que
son incorporadas en la envuelta de las particulas virales. Este argumento

es apoyado por el hallazgo que la proteccion correlaciona con el numero

de contactos sexuales, también como por el hecho que el haplotipo de
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mujeres protegidas es raro para la poblacion de Nairobi (muchos contactos
sexuales representarian una forma de alo-inmunizacion).

Es importante entender la naturaleza de la proteccion asociada a
HLA de la infeccién por el VIH para el disefio de estrategias de vacunacién

efectivas.

TABLA 16. ASOCIACION DE HLA CON RESISTENCIA Y/O
PROGRESION DE ENFERMEDAD POR EL VIH*',

Progresores rapidos:
A1, A9 A11, A23, A24, A28+ TAP2.3, A29+TAP2.1,
B8+DR3, B35+Cw4, DR2, DR5

Progresores lentos y LTNP
A9, A25+TAP2.3, A26, A32, B5, B14, B18, B27, B57,
Bw4, DR5, DR6, DR7, DRB1*0702+DQA1*0201, DR13

ENI
A2, A28, DR13

1-10.8 INMUNIDAD INNATA

Componentes de la inmunidad innata como la respuesta antiviral no-
citotdxica, también parece proteger a los individuos ENI de la infeccion®?®.
Quizas la ausencia de enfermedad en primates infectados de forma natural
y la proteccion de infeccibn o enfermedad en animales infectados

experimentalmente con SIV*', resulte de respuestas de inmunidad innata.
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La importancia de la inmunidad innata esta también reflejada en
supervivientes a largo plazo o quienes muestran una respuesta antiviral no-

#% v un numero alto de IPCs®*. Las IPCs podrian

citotdxica persistente
también tener un importante papel protectivo en individuos infectados no
tratados con numero muy bajo de células T CD4+ sin evidencia de

infeccion oportunista o cancer®®.

1.11 QUIMIOCINAS Y SUS RECEPTORES EN LA INFECCION VIH/SIDA.

1.11.1 QUIMIOCINAS .

La migracion celular tiene un papel fundamental en una amplia variedad de
fendmenos bioldgicos. Es de particular importancia para la funcién de los
leucocitos, la respuesta inflamatoria y la respuesta del huésped a la
infeccion. Las quimiocinas son los principales factores quimiotacticos
implicados en la regulacion del trafico leucocitario, también en el
establecimiento de la arquitectura del érgano linfoide; regulan que el
precursor del linfocito entre en los 6rganos linfoides primarios y la
migracion de linfocitos maduros a organos linfoides secundarios, donde
sufren activacion y son responsables de inducir respuestas inmunes
funcionales®9%4%,

A la fecha han sido identificadas mas de 40 quimiocinas en
humanos; actuan principalmente sobre neutr6flos monocitos, linfocitos, y
eosindfilos y juegan un papel fundamental en los mecanismo de defensa
del huésped. Cuando inicialmente fueron identificadas, se desconocia su
actividad biolégica pero fueron asociadas con enfermedades
inflamatorias*®**%*. Fue después de la identificacion de IL-8 (interleucina-

8)*® MCP-1 (macrophage chemoattractant protein 1)***%" y MIP-1a vy
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MIP-18*®, como factores quimiotacticos para los leucocitos que quedd
claro que estas proteinas tienen caracteristicas estructurales importantes y
capacidad para atraer leucocitos*®°.

Se trata de un grupo de pequefias moléculas solubles (aproximadamente
8-14 kDa), con una 20-70% de homologia en su secuencia de
aminoacidos; subdividido en familias con base en la posicién relativa de
sus residuos de cisteina en la proteina madura®®°".

Solo dos, de las cuatro, familias han sido extensamente
caracterizadas; o y B quimiocinas, las cuales contienen cuatro cisteinas y
parecen ser las familias mas grandes. En las a-quimiocinas, los primeros
dos residuos de cisteinas estan separados por un solo aminoacido
(cisteina-aminoacido-cisteina 6 CXC), mientras que en las B-quimiocinas,
los primeros dos residuos de cisteina estan adyacentes (cisteina-cisteina 6
CC). Después tenemos dos familias menores; una, que ha perdido la
primera y tercer cisteina, esta representada por linfotactina y se conoce
como C 6 y-quimiocina y, finalmente la familia CX3C o &-quimiocina, tiene
tres aminoacidos entre la primera y segundas cisteinas y esta representada

502-504

por la fractalcina & neurotactina Los efectos biologicos de las

quimiocinas estan mediados por interacciones con receptores de tipo siete
dominios transmembrana (7IM)?3:29:29:505-509,

Las relaciones entre las quimiocinas inicialmente no se apreciaron,
lo que condujo a una nomenclatura idiosincrasica consistente de muchos
acronimos. Un nuevo sistema de clasificacion de quimiocinas

7510

recientemente. TABLA 1 , presentado en el Keystone Chemokine

Symposium, esta basado en la nomenclatura en uso reciente, de los
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receptores de quimiocinas; la cual usa CC, CXC, XC o CX3C seguida de R
(receptor), y enseguida un numero. Asi tenemos CCR1-10, CXCR1-5,
XCR1 y CX3CR. Basicamente, la nueva nomenclatura reemplaza la R por L
(ligando) (TABLA17). Dado que los genes para estas moléculas se
designan con las siglas SCY (small secreted cytokine); cada familia de
quimiocinas puede nombrarse como CC 6 SCYa; CXC 6 SCYb; C o SCYc;
y CX3C o SCYd- quimiocinas. Esta nueva nomenclatura elimina
ambigledades ya que directamente indica la clase a la cual pertenece
cada quimiocina.

La TABLA 17 también muestra la redundancia y promiscuidad de
unién entre muchos ligandos y receptores®'. Esa promiscuidad es real
porque se involucran interacciones de alta afinidad. Asi, una sola
quimiocina puede unirse a varios receptores, mientras que un solo receptor
transduce sefiales para varias quimiocinas. Esta es una de las
caracteristicas mas interesantes de la superfamilia de quimiocinas y puede
reflejarse en su capacidad para regular diferentes subpoblaciones de
leucocitos, especialmente en microambientes complejos como respuestas
inflamatorias agudas o crénica®'®. Sin embargo, la redundancia funcional
parece no ser la regla, muchas de ellas presentan alta especificidad; otras,
tienen un papel fundamental en la homeostasia y también en respuestas
inflamatorias que no pueden ser reemplazadas por otras.

Avances significativos se han hecho en el entendimiento del papel

de las quimiocinas en enfermedades inflamatorias. (FIGURA 5)°'%°%

hematopoyesis, angiogénesis, metastasis®?, respuestas Th1/Th2?78515517
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e infeccion por el VIH; para tratar de entender, en este caso particular, los

mecanismos de accion de las quimiocinas*'*'819,

FIGURA 5. FUNCIONES BIOLOGICAS DE LAS QUIMIOCINAS Y SUS
RECEPTORES®'®.

ANGIOGENESIS/ANGIOSTASIS
INFLAMACION

METASTASIS

DESARROLLO DE RECLUTAMIENTO
ORGANOS LINFOIDES < @ — CELULAR
TRAFICO A// \<\‘ CURACION DE

LINFOIDE HERIDAS

RESPUESTAS )
Th1/Th2 INFECCION POR
VIH

1.11.2 MECANISMOS DE INHIBICION DEL VIH MEDIADOS POR

QUIMIOCINAS.
Se ha postulado varios mecanismos mediante los cuales las quimiocinas
inhiben la infeccién por VIH®2°5%,

Un modelo es el llamado estérico, sostiene, con base en resultados
de ensayos funcionales como quimiotaxis, en donde se emplean
quimiocinas modificadas, que la unién de la quimiocina a su receptor,
bloquea la interaccién del complejo env-VIH/CD4 con el receptor?®°22523,

Otro modelo sugiere que las quimiocinas inducen desensibilizacion

y/o internalizacién del receptor, previniendo la interaccion del virus con la
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células diana y la infeccion de la misma®20°21524525 Este modelo permitié
la generacion de agonistas potentes de quimiocinas que inducen
internalizacién del receptor y de esta forma se previene la infeccién por el
VIH; El tratamiento con AOP-RANTES (aminooxypentane-RANTES) dio
como resultado una rapida disminucion de la expresion de CCR5 en la

523526 siendo un potente inhibidor de

superficie de monocitos y linfocitos
infeccion por variantes R5 del VIH.

Una tercera posibilidad es que el receptor sufra un cambio
conformacional después de la unién a la quimiocina dando lugar a una
estructura no reconocida por el virus. Vila-Coro et al?’, proponen una
dimerizacion, lo cual podria impedir la interaccion entre la gp120 del VIH y
el receptor de quimiocina.

Ha sido propuesto que la resistencia a la infeccion por VIH puede
producirse de una combinacién de niveles altos de quimiocinas inhibitorias

y nivel de expresion de CCR5 disminuido®?.

1.11.3 RECEPTORES DE QUIMIOCINAS.

Los organismos patdgenos se unen a receptores celulares para tener
acceso al citoplasma o nucleo de las células; por ejemplo, el EBV se une al
receptor 3 del complemento y los rinovirus se unen a ICAM-1 (molécula
intracelular de adhesidén-1). En este sentido, los receptores
quimioatractantes han sido identificados como vehiculos de invasién
celular para importantes patégenos humanos; como ejemplo tenemos el
antigeno de grupo sanguineo Duffy (DARC), un promiscuo receptor de
quimiocina en eritrocitos humanos®?, el cual sirve como una proteina de
unién para Plasmodium vivax; la molécula PAFR (platelet-activating-factor

receptor), que sirve de entrada para Streptococcus pneumoniae®°. A este
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grupo de patdogenos que usan receptores celulares involucrados en la

H33-35

defensa del huésped debemos ahora, agregar al VI , que se unen

principalmente a CXCR4 y CCRS5. Por facilitar la entrada a células diana,
estos receptores determinan el tropismo viral?829:°06-509.531

Los receptores de quimiocinas pertenecen a la superfamilia de
receptores con siete dominios transmembrana (7M)***°'" que representan
un subgrupo de receptores unidos a proteinas G (GPR, por G protein-

coupled receptOr)529,532,533

, median una variedad de funciones de
leucocitos, particularmente migracion celular®®*°**°% | a sefalizacion de
quimiocinas a través de estos receptores es importante para el
posicionamiento de las células a un tejido, y posiblemente también para la
activacion durante el proceso de extravasacion de leucocitos*®**". A la
fecha se conocen 17 receptores de quimiocinas (CCR1-10, CXCR1-5,
XCR1 y CX3;CR1) TABLA 17; incluyendo CCR10, recientemente
identificado por Homey et al’>®.

Los receptores de quimiocinas son expresados en diferentes tipos
leucocitos; algunos de ellos se restringen a ciertas células, por ejemplo,
CXCR1 esta predominantemente restringido a neutréfilos; mientras que
otros son mas ampliamente expresados como es el caso del CCR2 que se
encuentra en monocitos, células T, células NK , células dendriticas y
basofilos. Ademas, los receptores de quimiocinas estan constitutivamente
expresados en algunas células, mientras que otros son inducibles. CCR1 y
CCR2 estan constitutivamente expresados en monocitos y se expresan en

linfocitos sélo después de estimulacion con IL-2°%. Ciertos factores pueden

disminuir la expresion de algunos receptores de quimiocinas; los
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lipopolisacaridos pueden disminuir la expresiéon de CCR2, haciendo que las
células no respondan a MCP-1 (monocyte chemoatractant protein 1), la
cual activa soOlo este receptor; la célula conserva su capacidad para
responder a MIP-1a, que también activa a CCR1y CCR5>*.

Por el contrario, la expresion de otros receptores esta restringida a
células en estado de activacion y diferenciacion; por ejemplo, CXCR3 esta
expresado en células Th1 activadas, mientras que CCR3, ademas de estar
en eosinofilos y basofilos, esta preferentemente expresado sobre células
Th2°*'. Asi, el aumento transitorio de receptores de quimiocinas en los
leucocitos permite la amplificacion selectiva de respuestas inmunes
celulares mediadas por células Th1 o una respuesta alérgica (tipo Th2).
Células no hematopoyéticas como neuronas, astrocitos, células epiteliales
y endoteliales, también expresan receptores de quimiocinas; sugiriendo
que el sistema de quimiocinas tiene otros papeles ademas de la
quimiotaxis leucocitaria.

Aunque in vitro muchos receptores se unen a mas de una
quimiocina y viceversa®'!, los receptores CC se unen sélo a quimiocinas
CC y los receptores CXC sélo a quimiocinas CXC. Esta restriccion ligando-
receptor puede estar relacionada a diferencias estructurales entre las
quimiocinas CC y CXC, las cuales tiene estructuras primarias, secundarias
y terciarias muy similares pero presentan diferencias en la cuaternaria®?.
Como resultado de las interacciones normales receptor-ligando
efectivamente los co-receptores se vuelven “no disponibles” para el VIH.

Poco tiempo después del descubrimiento que ciertas quimiocinas

presentan propiedades antivirales®®*. Feng et al®, demostraron que un
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receptor huérfano, entonces conocido como LESTR y ahora llamado
CXCR4, es capaz de actuar como co-receptor de entrada de cepas VIH X4
pero no R5; que su ligando natural SDF-1, bloquea la entrada de cepas X4
del VIH>**>*_E| descubrimiento de que el receptor de quimiocinas, CCR5,

%45 es otro de

especifico para las quimiocinas RANTES, MIP-1a y MIP-1f3
los principales co-receptores del VIH-**%° completaron el circulo.

La proteina env media la unién del virus a la superficie de la célula
del huésped a través de una interaccion de alta afinidad con CD4, el
principal receptor del virus. Sin embargo, es la subsecuente interaccion con
el receptor de quimiocina apropiado que se producen los cambios
conformacionales finales en env, conduciendo a la fusion de las
membranas virales y celulares y por ende, la infeccion. La union de formas
solubles de env a los co-receptores es dependiente de CD4, sugiriendo
que la unién de CD4 es pre-requisito para interacciones eficientes del co-

recepto r33-35,546-548 )

1.11.3.1 CCRS.
Igual que otros receptores de quimiocinas, CCR5 es una proteina con siete

dominios transmembrana, cuatro de ellos extracelulares: un amino-terminal

y tres loops extracelulares®?. A la fecha, CCR5 es el Unico receptor

545549551 1| s niveles de expresion de CCR5 en

conocido para MIP-1p
células T varia dramaticamente de individuo a individuo®®.

La importancia de CCR5 para la transmisién del VIH fue resaltada
por la observacibn que ciertos individuos, quienes han estado
repetidamente expuestos al VIH sin infectarse, tienen un defecto en la

100,553-555
5 (

expresion de CCR polimorfismo CCR5-A32). Similarmente,
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individuos VIH+ con expresion reducida de CCR5 generalmente presentan
mejores perfiles clinicos'%%116:953-5%

Algunas de las caracteristica de CCRS5 fueron identificadas mediante
anticuerpos monoclonales (mAb) a CCR5: 1) CCR5 es expresado por
diferentes subpoblaciones de células T como célula efectora/memoria
CD26"; células T memoria CD45RO+; células T activadas in vitro;
linfoblastos en nddulos linfaticos y macréfagos. 2) individuos heterocigotos
para el alelo CCR5-A32 expresan niveles marcadamente reducidos de
CCRS5 en la superficie de las células T. 3) existe considerable variacion en
la expresiéon de CCRS de individuo a individuo en la poblacion CCR5+/+ (6,
wild type), y los niveles de expresion correlacionan con susceptibilidad de
las células a la infeccion in vitro. Finalmente, un mAb anti-CCRS5 fue capaz
de bloquear, in vitro, la infeccion de PBMC por cepas R5, demostrando la
viabilidad de inhibicion de este receptor mediante un mAb>*2.

Se han identificado diferentes regiones de CCR5 capaces de unirse
a diferentes cepas virales, existe concordancia en algunos puntos: |) Las
interacciones env-CCR5 son conformacionalmente complejas, involucran
residuos de los 4 dominios extracelulares®; 2) el dominio N-terminal de
CCRS5 es particularmente importante, siendo capaz de conferir funcién de
co-receptor a otros receptores de quimiocinas®’. Asi, hay dos sitios de
unién funcionalmente redundantes para env en CCRS5, uno en el dominio
N-terminal y otro en los loops; 3) Los virus particularmente bien adaptados
para CCRS pueden frecuentemente tolerar alteraciones significativas en

uno de estos sitios. Es interesante que, los virus dualmente tropicos, que

también usan CXCR4 son mucho menos tolerantes a cambios en CCR5%.
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Aunque relativamente pocos virus de este tipo han sido estudiados, ellos
parecen en general, ser muy sensibles a alteraciones en el dominio N-
terminal y son menos capaces de utilizar loops extracelulares de CCR5%%.

Zhu Y et aP®® mostraron, mediante ratones Knock-out para CCR5
que la ausencia de una B-quimiocina o de CCR5 es bien tolerado,
posiblemente debido al alto grado de redundancia en esta familia de
quimiocinas, ya que la funcion de CCRS5 podria ser compensada por otros
receptores.

1.11.3.2 CXCRA4.
El receptor CXCR esta expresado tanto en las células T CD4+ como en el
sistema monocito/macréfago, principales células diana del VIH. Se ha visto
que los patrones de expresion de los co-receptores esta regulado por una
variedad de factores como lipopolisacaridos; quimiocinas; citocinas, IL-2
aumenta la expresion de CCR1 y CCR2 en las células CD45RO+°%; el
INF-y (Interferon-y) induce una rapida disminucion de mRNA para CXCR4
que correlaciona con un efecto de la citocina en atenuar la respuesta
quimiotactica de los receptores CXCR4 a SDF-1°%°. Otros estudios han
mostrado que la expresion de CXCR4, en la superficie celular, puede ser
modulada por tanto por su ligando natural (SDF-1) como por otros agentes
como esteres de forbol; hormonas, como la progesterona®’.
Aunque hay considerable variabilidad en como las cepas del VIH
interactuan con CCR5, hay menos variabilidad en cémo es usado el co-
receptor CXCR4. Contrario a lo que sucede con CCR5, el dominio amino

terminal de CXCR4 es considerablemente menos importante para la

funcién de co-receptor. El primero y segundo loops extracelulares de
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CXCR4, especialmente el segundo, son determinantes cruciales para
todas las cepas virales a la fecha estudiadas*>*®?. Estos mismos dominios
estan involucrados en la union con SDF-1, lo cual podria ayudar a la
capacidad de esta quimiocina para bloquear la infeccion viral dependiente
de CXCR4.

Debido a sus funciones naturales, CCR5 y CXCR4 pueden
potencialmente influir en la infeccion viral por modificacién del sitio en el
cual ocurre la fusion de membranas (mediante de endocitosis mediada por
receptor) o alterando el ambiente intracelular mediante senalizacién por el
receptor’®®°%°,

En contraste a lo que ocurre con el receptor CCR5, ratones
deficientes en la quimiocina SDF-1°% o el receptor CXCR4%" presentan
severas alteraciones en su desarrollo.

Algunos estudios®?%°®® han demostrado una relacién relativamente
reciproca entre la expresiéon de CCR5 y CXCR4 en PBMC de individuos
normales. El CXCR4 se expresa predominantemente en células T CD26"",
CD45RA+, CD45RO0-, indicando un fenotipo naive inactivado; y CCR5 es
expresado en células T CD26"%", CD45RA-, CD45RO+, CD25-, CD95+, un
fenotipo consistente con células memoria previamente activadas. La
activacion celular es critica para la infeccion productiva tanto in vitro como
in vivo®®*°"2, Apoyando estos hallazgos, Ostrowski et al** mostraron que el
estado elevado de activacion celular en individuos infectados por el HIV-1
estd asociado con sobreexpresion de CCR5 en las células T CD4+ (30-
40%) y CD8+ (70-80%) y una disminucion de CXCR4 en las células T

CD4+ (10%) y CD8+ (0.3-1.0%), comparado con individuos VIH negativos;
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sugiriendo que este ambiente favorece la propagacion de variantes R5 del
VIH.

Los ligandos naturales del huésped para estos co-receptores son
relevantes porque ellos pueden interferir con la entrada del VIH en las
células diana TABLA 18. Por ejemplo, CCR5 se une a RANTES MIP-1a y
MIP-13, miembros de la familia de las B-quimiocinas, y CXCR4 se une a un
miembro de las a-quimiocinas, SDF-1. Estas moléculas pueden bloquear la
entrada del VIH por interferir la union del virus al receptor o por disminucion

del mismo®%°.
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TABLA 17.
CLASIFICACION®' |

FAMILIAS DE QUIMIOCINAS-RECEPTOR.

NUEVA

NOMBRE SISTEMATICO

CXCLA1
CXCL2
CXCL3
CXCL4
CXCL5
CXCL6
CXCL7
CXCL8
CXCL9
CXCL10
CXCL11
CXCL12
CXCL13
CXCL14
CXCL15

CCL1
CCL2
CCL3
CCL4
CCL5
(CCL6)
CCL7
CCL8
(CCL9/10)
CCL11
(CCL12)
CCL13
CCL14
CCL15
CCL16
CCL17
CCL18
CCL19
CCL20
CCL21
CCL22
CCL23
CCL24
CCL25
CCL26
cCcL27
CCL28*

XCLA1
XCL2

CX5CL1

LIGANDO

Groa/MGSA-a
Grop/MGSA-B
Groy/MGSA-y
PF4
ENA-78
GCP-2
NAP-2
IL-8
Mig
IP-10
I-TAC
SDF-1/PBSF
BLC-1/PBSF
BRAK/Bolecine
Lungcine

1-309
MCP-1
MIP-10.
MIP-1p

RANTES

MCP-3
MCP-2

Eotaxin

MCP-4
HCC-1/HCC-3

HCC-2/LEUCOTACTIN

HCC-4/LEC
TARC

DC-CK1/PARC/AMAC-1
MIP-3B/ELC/exodus_3
Mip-3a/LARC/exodus-1

6Ckines/SLC/EXODUS-2
MDC/STCP-1/ABCD-1

MPIF-1
MPIF-2/Eotaxin-2
TECK
SCYA26/Eotaxin-3

(MCC)/ALP/CTACX/Eskine

linfotactina/SCM-1a/ATAC

SCM-1p

Fractalcina/neurotactina

RECEPTOR

CXCR2 > CXCR1
CXCR2

CXCR2
DESCONOCIDO
CXCR2
CXCR1, CXCR2
CXCR2
CXCR1, CXCR2
CXCR3

CXCR3

CXCR3

CXCR4

CXCR5
DESCONOCIDO

DESCONOCIDO

CCR8
CCR2
CCR, CCR5
CCR5

CCR1, CCR2, CCR5

CCR1, CCR2, CCR3

CCR3

CCR3
CCR2
CCR2,CCR3
CCR1
CCR1, CCR3
CCR1
CCR4

CCR7
CCRG6
CCR7
CCR4
CCR1
CCR3
CCR9
CCR3
CCR10
CCR10

XCR1
XCR1

CX3CR1

* Wang et al’"®, recientemente identificaron la quimiocina CCL28.
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TABLA 18. RECEPORES DE QUIMIOCINAS Y SUS LIGANDOS*%2,

Co-receptor Ligando

CCR5 RANTES, MIP-1a, MIP-1f3

CXCR4 SDF-1

CCR3 MCP-1, MCP-2, MCP-, MCP-4, MCP
CCR2b

MCP-1.- monocyte chemotactic protein-1

1.12. QUIMIOCINAS E INFECCION VIH/SIDA.
Esta claro que existen mecanismos naturales efectivos para evitar la
infeccion por el VIH; uno de los cuales puede ser la sobreproduccion de
quimiocinas supresoras del VIH.

El interés en las quimiocinas en la infeccion por el VIH comienza en
1995 cuando se caracterizan RANTES, MIP-1a y MIP-13 como los
principales componentes de factores solubles supresores del VIH

producidos por células T CD8+ primarias®®

. Antes de este descubrimiento,
altos niveles de factores solubles supresores del VIH fueron asociados con
infeccion por el VIH asintomatica**®. Esta asociacion, considerada junto
con los mecanismos antivirales conocidos de estas quimiocinas,
l6gicamente condujo a la hipdtesis que la liberacion de altos niveles de
RANTES, MIP-1a y MIP-1p podrian estar asociados con resistencia a
infeccidn primaria y/o progresion de la enfermedad. En concordancia con

esta idea, la sobreproduccién de estas moléculas ha sido asociada con

resistencia a infeccién primaria por el VIH en individuos ENI®?4°74°7° haja
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transmision maternal del virus®®, y a un mejor estado clinico en individuos
infectados por el VIH con o sin terapia anti-retroviral'?”->74.578.581-585,

Asi, Garzino-Demo et aP’®, mostraron que PBMC de sujetos VIH +
asintomaticos de la cohorte MACS, producen altos niveles de MIP-1a y
MIP-1B cuando son estimuladas por antigenos del VIH, en donde los
niveles de estas dos quimiocinas fueron significativamente mas altos en
sujetos VIH+ asintomaticos que en controles no infectados y en sujetos con
SIDA. Sin embargo, es particularmente significativo que la sobreproduccién
de estas quimiocinas también ocurra en respuesta a antigenos diferentes
al VIH; lo cual podria significar que algunos individuos tienen una
capacidad innata para producir altos niveles de ciertas quimiocinas en
respuesta a un estimulo general.

Otros estudios han mostrado sobreproduccion no soélo de MIP-1p
sino también de RANTES y MIP-1a en asociacién con resistencia natural a
la infeccion primaria por VIH>2°77_ Un estudio reciente reportd que los altos
niveles de RANTES, MIP-1a y MIP-1B secretadas por linfocitos CD8+,
correlaciona inversamente con las mediciones de CV de individuos
infectados por VIH®®®.

Zagury et al’™, siguieron una cohorte de individuos hemofilicos; en
esta cohorte, algunos de ellos permanecen sin infeccion a pesar de tener
una historia bien documentada de haber sido transfundidos con sangre
contaminada con VIH, (cuando aun no se disponia de las pruebas
sanguineas para el SIDA), y sin alelos CCR5 mutados. Las células

activadas de estos individuos ENI liberaron niveles anormalmente altos de
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B-quimiocinas en respuesta a PHA (phytohemaglutinin) en comparacion a
controles.

Estudios realizados en macacos inmunizados con inmunogenos del
SIV mostraron que niveles altos de B-quimiocinas producidas por células
CD8+, correlacionan con proteccion junto con otros parametros
inmunitarios®®’-°88-591,

Esta claro que ciertos individuos tienen una capacidad innata para
producir altos niveles de quimiocinas en respuesta a estimulos especificos
y no especificos, lo cual podria ser s6lo un marcador de que la respuesta
inmune es vigorosa y capaz de controlar la infeccion, y también explicaria
la presencia de altos niveles de quimiocinas reportados en individuos VIH+
asintomaticos y en los macacos inmunizados. Ademas el estado clinico
deberia correlacionar con la expresion de una amplia variedad, mas alla de
RANTES, MIP-1a y MIP-1B3. Este claramente no es el caso, ya que solo
MIP-1B correlaciona con mejores perfiles clinicos en estudios
transversales; mientras que otras quimiocinas como MCP-1 no estan

consistentemente  correlacionadas®®'®%.  En

este sentido, es
particularmente notable que MIP-1f es la unica B-quimiocina que solo se
une a CCR5 y entonces no puede unirse al receptor sin bloquear la
infeccién por el VIH.

Entonces, el patron de quimiocinas supresoras del VIH parece
reflejar un fendmeno inmune particular en donde los individuos con
capacidad innata de hacer altos niveles de quimiocinas pueden montar una

respuesta inmune innata capaz de bloquear la infeccion por el VH.

Ademas, es posible que la expresion de quimiocinas, en el lugar apropiado
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y momento correcto, pueda proveer una forma nueva de inmunidad innata
via reduccion del co-receptor inducida por el ligando.

En resumen, varios estudios subrayan la capacidad de las
quimiocinas y sus receptores de afectar la replicacion del VIH; baja
expresion del co-receptor sobre las célula diana y niveles de quimiocinas
elevados favorecen la reduccion de la replicacion del virus o aun proteccion
contra la infeccion®*°%%°%  Sin embargo, algunos reportes indican que
niveles altos de B-quimiocinas realzan la infectividad in vitro del virus o
estan asociados con una progresién mas rapida de la enfermedad®®>°%.

Otra de las quimiocinas asociada con la infeccién VIH/SIDA es el
SDF-1, se trata de un miembro de la familia de las a-quimiocinas, tiene una
potente actividad quimioatractante sobre células T, monocitos y células
hematopoyéticas progenitoras®®’°®. El SDF-1 es una quimiocina potente
producida por células estromales, mesoteliales y endoteliales El SDF-1 es
el principal ligando para el receptor CXCR4 y bloquea la infeccion con
cepas VIH X4°%5% | a aparicion de esta variante del VIH generalmente
precede a la caida precipitosa de las células T CD4+, lo cual sugiere que
estos virus podrian contribuir a la depleccion de células T,

Varios estudios han mostrado que el SDF-1 es capaz de disminuir la
expresion de CXCR4 en las células por induccion de endocitosis,

bloqueando efectivamente la infeccion por cepas X4 pero no R5 del

Vi H506’520'543’544'600.
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1.13. VARIANTES GENETICAS EN LAS QUIMIOCINAS Y SUS
RECEPTORES.

El hallazgo que dos receptores de quimiocinas (CXCR4 y CCRS5), son
usados junto con la molécula de CD4, por el VIH como principales co-
receptores de entrada a la célula diana?®#°%%%  condujo al
descubrimiento que polimorfismos genéticos en esos genes del huésped
podrian afectar la susceptibilidad a la infeccién por el VIH o a la tasa de
progresion a enfermedad una vez establecida la infeccién.
Afortunadamente varias cohortes relativamente grandes, bien
caracterizadas y bien manejadas, de seroconvertores fueron seguidas
desde los primeros afos de la epidemia por el VIH, ésto ha permitido
identificar y correlacionar los polimorfismos genéticos de las quimiocinas y
sus receptores con tasas retardadas de progresion de enfermedad. Cuatro
variantes funcionales, CCR5-A32, CCR5-P1, CCR2-V64| y SDF1-3’A, han

mostrado tener un papel regulador en la infeccion por el VIH, en tasa de

progresion a SIDA o en ambas. TABLA. 19.

TABLA 19. GENES DE QUIMIOCINAS Y SUS RECEPTORES Y
SIDA*36:466.601

Gen Alelo Modo Efecto
1) CCR5 A32 Recesivo Previene infeccion
CCR5 A32 Dominante Previene linfoma
CCR5 A32 Dominante Retarda SIDA
2) CCR5P P1 Recesivo Acelera SIDA
3) CCR2 64 Dominate Retarda SIDA
4) SDF-1 A Recesivo Retarda SIDA
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1.13.1 ALELO CCR5-A32.

La comprension que CCR5 es el factor molecular que media la entrada de
las variantes principalmente transmitidas, R5; condujo a enfocar la
investigacion en este co-receptor como posible determinante de
transmision. La evidencia definitiva llega del descubrimiento de un alelo
mutado de CCRS5 llamado CCR5-A32 y su asociacion con resistencia a
infeccién por el VIH.

El polimorfismo CCR5-A32 es el mejor caracterizado y fue
descubierto independientemente por varios grupos usando diferentes
métodos 0029354802 ge trata de la deleccidn de 32 pares de bases (bp) en
la region codificante del gen estructural CCR5 y que resulta en una
proteina mas corta, el producto proteico no es expresado en la superficie
celular en individuos homocigotos (CCR5-A32/A32) para |la
deleccion®°3°54603,

Los individuos con la variante heterocigota CCR5+/A32, tienen
niveles reducidos del receptor CCR5 en la superficie de sus células,
notablemente superiores a la reduccion del 50% esperada por el efecto
dosis-gen®°2€%%%% | 3 reduccion media en heterocigotos a 20-30% del nivel
normal es debido, quizas, a que los polipépticos CCR5-A32 nacientes
dimerizan en el reticulo endoplasmico con su contraparte normal,
retardando el transporte de CCRS5 a la superficie celular®®,

1.13.1.1 HOMOCIGOCIA CCR5-A32 Y RESISTENCIA AL VIH.

El primer reporte de la deleccion CCR5-A32 describe la mutacidén en forma

homocigota en dos hombres homosexuales ENI°>. Asi, genotipo el CCR5-

A32/A32 se encontrd significativamente mas alto en varias cohortes de
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individuos ENI y muchos de ellos con susceptibilidad disminuida a la
infeccion por cepas R5 del VIH-1, aunque pueden ser infectados por cepas
X4100.553.554,602.605 5 ohablemente porque el virus supera el requerimiento
de CCR5 vy utiliza CXCR4 para entrar a la célula**®%®%" Mientras que en
varios miles de individuos VIH-positivos no se encontraron homocigotos
para esta deleccion. Sin embargo, existen reportes, aunque raros, de
individuos infectados por el VIH con homocigocia para CCR5-A3242606-608
Liu et a*® encontraron que PBMC de individuos ENI homocigotos para el
alelo A32, replican menos eficientemente el virus. Paxton et al?®,
mostraron que las células CD4+ de individuos ENI presentan niveles bajos
de replicacién de cepas R5 del VIH, son mas sensibles a los efectos
inhibitorios de B-quimiocinas recombinantes in vitro, secretan niveles mas
elevados de RANTES y expresan niveles reducidos de CCRS5 en la
superficie celular.
1.13.1.2 HETEROCIGOCIA CCR5-A32 Y RESISTENCIA A VIH.

A pesar del papel inequivoco del efecto protectivo de CCRS5-A32 en

554,609

homocigotos, con pocas excepciones , estudios de transmision del

VIH en homosexuales, heterosexuales, madre-hijo, receptores de sangre o

prOdUCtOS Contaminados']OO,ZG'] ,555,556,602,610,611

, han mostrado que personas
con genotipo CCR5+/A32, no son menos susceptibles a la infeccion por el

VIH®?,
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1.13.1.3 HETEROCIGOCIA CCR5-A32 Y PROGRESION DE ENFERMEDAD

POR VIH.

Pocos homocigotos A32 han sido encontrados entre individuos infectados
por el VIH para poder analizar el efecto de este genotipo sobre la
progresion de enfermedad.

Datos contradictorios sugieren que; los individuos heterocigotos para
esta deleccion tienen alguna ventaja sobre los homocigotos o normales,
presentando una progresion retardada de enfermedad o de muerte que
individuos sin alelo(s) CCR5-A32'01602612:616. o giriendo que la expresion
de CCRS puede estar alterada en ellos, y que ésto afecta la replicaciéon in
vivo. Los heterocigotos tienen cargas virales mas bajas, tienen tasas mas
bajas de disminucion de células CD4 tienen un periodo de vida mas
prolongado que los individuos CCR5+/+190:555:602

Mientras que por otro lado, existen estudios que muestran que
individuos con heterocigocia presentan progresion acelerada a SIDA y/o
muerte, una vez que se presentaron los criterios definitorios de SIDA,
sugiriendo un efecto dual del alelo CCR5-A32°%"".

En algunas cohortes de LNTP se ha reportado un aumento del 50%
en la frecuencia relativa del genotipo CCR5+/A32 en comparacién con
otras poblaciones de individuos infectados por el VIH y normales. En el
estudio de Dean et al'®, la frecuencia de heterocigocia fue
significativamente mas grande en LTNP que en progresores y PR. Aunque
existe una débil correlacion entre el genotipo heterocigoto y progresion

retardada a enfermedad, no necesariamente todos los individuos

CCR5+/A32 seran LTNP''S,
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Estos hallazgos genéticos epidemiologicos son bastante importantes
porque reafirman la nocién que la entrada del VIH a través de CCR5 puede
ser limitada también en pacientes con una sola copia del gen normal.

Dado que los niveles de CCR5 entre individuos CCR5+/A32 y
CCR5+/+ son muy similares, podria suceder que otros mecanismos aparte
del estado A32, son responsables de su expresion; los niveles de
expresion de CCRS5 pueden limitar la replicacion de cepas R5 in vitro,
sugiriendo que aquellos individuos con un fenotipo de baja expresion de
CCR5 mantendran cuentas de células T CD4+ mas estables y un mejor
estado clinico que aquellos con un fenotipo de alta expresion’"®.

Se han identificado otros polimorfismo en el gen CCR5%'®; se trata
de una substitucién puntual (T — A) en la posicion m303 (CCR5 m303),
que codifica una proteina truncada y que cuando se encuentra junto con la
deleccion CCR5-A32, produce un fenotipo de resistencia a cepas VIH

primarias in vitro®'%%%,

1.13.2 ALELOS DEL PROMOTOR DE CCRS5.

También se han identificado polimorfismos en la region promotora o
reguladora de CCR5 que podrian afectar la transmision del VIH o la
progresion de enfermedad; posiblemente a través de efectos sobre los

niveles de expresion de CCR5%%1622,
1.13.2 POLIMORFISMO CCR5 59029 G/A.

Se trata de un cambio (G vs A) en el par de bases 59029 en el promotor de
CCRS5. Ningun alelo puede ser considerado normal ya que ambos son muy
comunes en todos los grupos raciales; el alelo G se encuentra,

dependiendo de la raza, entre 43 y 68%°%%. También se sabe que todos los
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cromosomas que tengan el alelo CCR5-A32 o CCR2V64| también tienen
59029-A, aunque muchos cromosomas lleven 59029-A carecen tanto del
alelo CCR5-A32 o CCR2V64I.

Las personas infectadas por el VIH , seleccionadas por ausencia de
CCR5-A-32 y CCR2V641, con homocigocia para el alelo 59029-G (G/G), en
la region promotora de CCR5 podrian progresar a SIDA mas lentamente
que aquellas que son homocigotas para el alelo 59029-A (A/A)°%;
sugiriendose que los individuos 59029g/G podrian tener transcripcion
disminuida del gen CCRS5 y por lo tanto niveles disminuidos de la expresion

de CCR5, aunque esto no ha sido demostrado directamente®?’.

1.13.2.1 POLIMORFISMO CCR5-59356-T.

Muchos otros polimorfismos del promotor de CCRS han sido encontrados,
como la homocigocia para CCR5-59356-T, que ha sido asociada con tasas

aumentadas de transmision perinatal de VIH®%.
1.13.3 ALELO CCR2V64l.

El polimorfismo CCR2-641"°", causa un cambio de aminoacido, valina a
isoleucina, en la posicion 64 en el primer dominio transmembrana de
CCR2, una regiéon con secuencia de aminoacidos idéntica a CCRS5. La
frecuencia del alelo CCR2V641 es de 10-25% de personas blancas y
negras y en otros grupos étnicos estudiados.

Aunque CCR2V64I| resulta en niveles normales de expresion del
receptor CCR2, no esta asociada con disfuncionalidad del mismo; parece
no tener efecto sobre la susceptibilidad y/o transmisién de la infeccion®®;
pero resultados de varios estudios muestran que afecta la progresion de
enfermedad por el VIH. Individuos infectados por el VIH que portan el alelo
CCR2V641 (homocigocia o heterocigocia), parecen progresar a SIDA o a
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muerte mas lentamente?®':613615626629 46 |os seroconvertores con

genotipo normal; el efecto protector podria involucrar regulaciéon cruzada

con otros co-receptores®>®®3!,

Sin embargo, otros estudios no han
confirmado este efecto sobre la progresion de enfermedad>°°:632633,
Estudios realizados en la cohorte de prostitutas de Kenya mostraron
que el 21 - 46% de progresoras lentas presentan el alelo CCRV641°%°.
Probablemente los alelos CCR5-A32 y CCR2V641 estén
aumentados en LTNP y reducidos en PR'%"62362% Ademas, los dos alelos
parecen ejercer un efecto protector adicional sobre la tasa de progresion

en individuos que presentan ambos'%'6%3,

1.13.4 ALELO SDF1-3’A.

Varios estudios genéticos han mostrado que un polimorfismo en el
gen SDF-1, podria afectar la progresion a SIDA. Este polimorfismo,
llamado SDF1-3’A es un SNP (single nucleotide polymorphism) e involucra
una mutacién G — A en el par de bases 809 en la regién no traducida (3’-
UTR) del gen y sélo afecta al la molécula SDF-13. El segundo ligando para
CXCR4, llamado SDF-1a, producido por empalme alternativo de un gen
SDF-1 comun, no contiene este polimorfismo. El alelo SDF1-3'A se
encuentra en casi todos los grupos étnicos. TABLA 20'%%. El gen mutado
podria aumentar la sintesis de SDF-1; asi, por competicion, inhibiria las

cepas X4°20543,
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1.13.4.1 HOMOCIGOCIA SDF1-3'A/3’A Y PROGRESION DE ENFERMEDAD

POR VIH.
Los resultados de estudios sobre esta mutacién son contradictorios; por un
lado la homocigocia (3’A/3’A) para esta mutacién se ha asociado con
progresion retardada a SIDA'®, pero no a susceptibilidad disminuida a la

H615,629

infeccion por el VI , mientras que otros estudios la relacionan con

261,262,634-636

progresion acelerada de la enfermedad y a muerte , replicacion

viral incrementada®®?, decremento de células T CD4+ en infeccién

H®3 o no afectar la progresién a enfermedad®'®. Ningun

avanzada por el VI
estudio encontr6 una tasa alterada de progresion de enfermedad en

heterocigotos (SDF1+/3’'A).
1.13.4.2 HETEROCIGOCIA SDF1-3’A Y RESISTENCIA A INFECCION POR VIH

Solo un estudio reportd un incremento significativo de la variante SDF+/3’A
en un grupo de individuos ENI de la cohorte MACS'%, sugiriendo un efecto
protectivo de infeccién inicial; aunque la frecuencia de 3'A/3’A en este
grupo no fue reportada.

Hallazgos recientes®’ sugieren que el riesgo para la infeccién por el
VIH y progresion a SIDA también pueden estar influenciados por
polimorfismo en el promotor de la quimiocina RANTES; este reporte ha
mostrado que una mutacion en un solo nucleotido en posicion 403 del gen
promotor, conocida como —403A, duplica la susceptibilidad a la infeccion

por el VIH.
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TABLA 20. FRECUENCIAS DE LOS ALELOS DE QUIMIOCINAS Y SUS
RECEPTORES"02-626.638-640

GEN/ALELO CAUCASICOS ASIATICOS  AFRICANOS
EUROPEOS
CCR5 + 0.86 — 0.96 1.0 1.0
A32 0.044 -0.14 0.0 0.0
CCR5P P1 0.56 0.44
P2 0.09 0.23
P3 0.14 0.15
P4 0.35
CCR2 + 0.90 0.75 0.77
641 0.10 0.25 0.23
SDF-1 + 0.79 0.74 0.98

3'A 0.21 0.23 0.02
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2. HIPOTESIS
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO.

La importancia de estudiar los factores protectivos del huésped como una
posible via para descubrir nuevas estrategias terapéuticas, viene
enfatizada por el hecho de que contrariamente a las grandes expectativas
generadas en 1996 cuando fue disponible, ahora esta claro que la terapia
anti-retroviral potente, a pesar de su gran eficacia para suprimir la
replicacion virica y mejorar el estado inmunitario de los pacientes, es
incapaz de erradicar la infeccion por el VIH y de permitir la generacioén y/o
reforzamiento de una respuesta protectora de células T anti-VIH, que luego
pueda controlar la infeccion una vez suspendida dicha terapia, tal como
ocurre en otras infecciones cronicas por patégenos intracelulares como por
ejemplo la tuberculosis o la infeccién por citomegalovirus. Por tanto,
actualmente se cree esencial investigar nuevas estrategias terapéuticas
encaminadas a conseguir una “remisién” o control de la replicacién virica
tal como se cree ocurre en los LTNP, lo que podria conseguirse
combinando la terapia antirretroviral con: a) intervenciones encaminadas a
inducir/potenciar la inmunidad anti-VIH protectora capaz de mantener bajo
control la replicacion virica como se cree que ocurre en los LTNP que
controlan la viremia espontaneamente; b) nuevas formas de medicamentos
que actuen inhibiendo la infeccidn y replicaciéon virica basadas en explotar
los productos que fisiolégicamente lo consiguen como seria el caso de
quimiocinas  farmacolégicamente = modificadas para bloquear la
infeccion/transcripcidn pero desprovistas de otros efectos indeseables, o

anticuerpos monoclonales humanos neutralizantes. Para el desarrollo de
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tales estrategias es esencial conocer los factores del huésped que
conceden resistencia a la infeccién y a la progresion de la misma.

Hay factores del huésped capaces de conferir protecciéon contra la
infeccion por el VIH-1 y contra la progresién de la misma. Los individuos
“‘expuestos no infectados” (ENI) y los infectados “no progresores de larga
duracion” (LTNP) son modelos excelentes para el estudio de dichos
factores, una linea de investigacién que se considera prioritaria porque
puede desvelar claves esenciales para comprender la patogenia de la
infeccidon, y, por tanto, para desarrollar nuevas estrategias preventivas
(vacuna) y terapéuticas. Dichos factores pueden ser de dos grandes tipos:
1) relativos a la expresion de receptores de quimiocinas que el VIH utiliza
como co-receptores y a la produccién de quimiocinas que se unen a dichos
receptores y que inhiben la infeccién y
2) relacionados con la eficacia de la respuesta inmune anti-VIH tanto la
mediada por células T, como la de anticuerpos anti-VIH neutralizantes.

En este contexto, el estudio concreto a realizar estuvo dirigido por la
hipotesis de trabajo que se resume en los siguientes postulados:

a) Existen factores genéticos tanto en LTNP como en ENI, que
determinarian una alta secrecién de quimiocinas inhibidoras de las cepas
R5, asi como una baja expresion de su co-receptor CCR5, lo que actuaria
impidiendo la infeccion y su progresion.

b) Dado que la progresion hacia SIDA probablemente viene determinada
por el cambio de fenotipo R5 a X4, la no progresion sostenida implica

también la existencia, en los LTNP, de mecanismos para controlar o frenar
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la aparicion de cepas X4, lo que podria consistir en una baja expresion de

CXCR4 y/o alta produccién de SDF-1.
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3. OBJETIVOS.

3.1 OBJETIVO GENERAL.

Analizar los factores inmunitarios y/o genéticos del huésped implicados en
conceder resistencia a la infeccion por el VIH-1 y a la no progresion de la
misma hacia SIDA en: A) individuos expuestos no infectados (ENI), asi
como en B) pacientes con infeccién crénica por VIH, con criterios de no
progresion a largo plazo (LTNP).

3. 2 OBJETIVOS CONCRETOS.

Dentro de este contexto, y de acuerdo con la hipotesis de trabajo

enunciada, los objetivos concretos del proyecto son:

3.2.1 ANALIZAR LOS FACTORES IMPLICADOS EN LA RESISTENCIA A LA

INFECCION POR VIH.

a) Expresion fenotipica en linfocitos T, del receptor de quimiocinas CCRS,
utilizado como co-receptor de entrada a las células diana, por cepas VIH-
R5.

b) Polimorfismo CCR5-A32, que podria determinan el grado de expresion
de CCR5 en las células T.

c) Niveles plasmaticos de las quimiocinas que se unen a CCR5 (MIP-1a,
RANTES y MIP-1B), y que actuan bloqueando la infeccion por las cepas

R5.

3.2.2 ANALIZAR LOS FACTORES IMPLICADOS EN LA NO PROGRESION DE

LA INFECCION POR VIH HACIA SIDA.

a) Expresion del receptor de quimiocinas CXCR4 en linfocitos T, utilizado
como co-receptor de entrada a la células diana por variantes X4 del VIH-1.
b) Mutacion SDF1-3’A, la cual podria estar relacionada con una mayor

produccion de la quimiocina.
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c) Niveles plasmaticos de la quimiocina SDF-1, la cual se une a CXCR4,

controlando de esta forma la emergencia de cepas X4 del VIH.
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4. MATERIAL Y METODOS.

4.1 PACIENTES.

Para su estudio, la cohorte de 309 sujetos se dividié en tres grupos:

A) GRUPO CONTROL (GC).- Formado por 90 donantes voluntarios sanos, del
Banco de Sangre de Hospital Clinic i Universitari de Barcelona.

B) ENL.- En el que se incluyeron 65 individuos expuestos al VIH-1, no
infectados. Este grupo fue dividido, con base en la via de exposicion al
virus en:

1) ENlsx.- Subgrupo constituido por 34 personas con antecedentes
de practicas sexuales de alto riesgo para la infeccién por el VIH-1 y que
permanecen seronegativos; individuos que provienen de la cohorte de no
infectados de la Unidad de SIDA del Hospital Clinic i Universitari de
Barcelona, y del Centro Médico Sandoval de Madrid, Esp, éste ultimo
especializado en enfermedades de transmision sexual.

2) ENlym.- En este subgrupo se incluyeron 31 pacientes hemofilicos
expuestos, entre 1980 y 1985, a hemoderivados provenientes de sangre
contaminada con el VIH. Este grupo de pacientes pertenece a la cohorte
de hemofilicos de la Unidad de Coagulopatias del Servicio de Hematologia
del Hospital La Fe de Valencia, Esp.

C) VIH+.- 154 pacientes con infeccion crénica por VIH, el cual también fue
dividido en dos subgrupos:

1) LTNP.- Se trata de individuos quienes cumplen criterios de no
progresores a largo plazo; permanecen asintomaticos y con cifras estables

de células T CD4+ (= 500/mm?®) desde hace mas de 8-10 afios y sin
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tratamiento anti-retroviral. Son de pacientes tanto del Hospital Clinic de
Barcelona como del Centro Médico Sandoval de Madrid.

2) NP.- En este otro subgrupo de pacientes VIH+, se incluyeron 75
normo-progresores, cuyas células CD4 han descendido a menos de
200/mm?® a los dos afios de la primoinfeccion. Se trata de pacientes tanto
del Hospital La Fe (Valencia) como del Hospital Clinic de Barcelona.

4.2 METODOS.
4.2.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE PLASMA DE SANGRE TOTAL.

Las muestras de los pacientes fueron colectadas bajo consentimiento
informado. La sangre se recolecté en tubos Vacutainer de 4.5 ml con EDTA
(ethylenediamine tetra-acetic acid) (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ).
El plasma libre de células fue aislado por centrifugacién a 1500 rpom por 10
min. Las muestras de plasma fueron divididas en alicuotas de 1,5 ml y
almacenadas a -70°C hasta su procesamiento. Antes de su andlisis las

muestras de plasma fueron descongeladas a temperatura ambiente.

422 OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE

PERIFERICA.

Para la obtencion de PBMC, la muestra fue procesada mediante
centrifugacion en gradiente de densidad con ficoll-hypaque (Pharmacia,
Uppsala, Sweden), lavadas dos veces con medio RPMI-1640 vy
criopreservadas con 90% FCS (fetal calf serum) mas 10% de DMSO
(dimetilsulfoxido) y mantenidas, primero a -70°C y después en nitrégeno
liquido hasta su procesamiento.

Para el estudio de las subpoblaciones de células T, las PBMC

fueron descongeladas con medio RPMI-1640 y 20% de FCS.
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4.2.3 DETERMINACION DE SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T.

El inmunofenotipado se realizé mediante citometria de flujo usando tres
fluorocromos. El marcaje se hizo con anticuerpos monoclonales (Becton-
Dickinson, Mountain View, California, USA), conjugados con perdinyl
chlorophyll-A  protein (PerCP), phycoerythrin (PE) & fluorescein
isothiocyanate (FITC), en alicuotas que contenian 100 000 células; los
anticuerpos monoclonales empleados fueron: CD3-PerCP, CD4-PE, CD8-
FITC, CD4-PerCP, CDB8-PerCP, C38-PE, CD28-PE, CD45RA-FICT,
CD45RO-PE. Como control negativo se utilizd inmunoglobulina de ratén
conjugada con PE, FITC y PerCP. Se analizaron un minimo de 5000
células usando un citdmetro de flujp FACScan (Becton Dickinson, San
José, California, USA), con software LYSYS.

Las células T activadas tanto CD4+ como CD8+ se cuantificaron

mediante la expresion del marcador CD38.
4.2.4 EXPRESION DE RECEPTORES DE QUIMIOCINAS.

La expresién de CCR5 y CXCR4 en células T CD4+ y CD8+ fue estudiada
por analisis por citometria de flujo. Los anticuerpos monoclonales usados
fueron anti-CD3 PerCP, anti-CD4 PerCP, anti-CD8 PerCP, anti-CXCR4 PE
y anti-CCRS FITC (Becton Dickinson, Mountain View, CA). Para cada
muestra, se analizaron 10,000 eventos en un citdbmetro de flujo
(FACScalibur, Becton Dickinson). Para el estudio de estos co-receptores
de entrada del VIH la cohorte estuvo constituida por 249 individuos. ElI GC
tuvo 41 integrantes; el grupo ENI 63, de los cuales 32 fueron ENlgx y 31

ENIlum y el grupo VIH+ tuvo 81 LTNP y 64 en el grupo NP.
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4.2.5 DETECCION DEL ALELO A32 EN EL GEN CCRS.
La PCR para la deteccion de la deleccidn A32 del gen CCRS se realizd a
partir de 100 ng de DNA genémico, extraido de 2 x 10° PBMC siguiendo
las instrucciones del fabricante (QlAamp, Qiagen, Hilden, Germany), y
almacenado a —20°C. Se amplificé con 0.5 unidades de Taq Polimerasa
(Expand ™ High Fidelity PCR system, Boehringer Mannheim, Ottweiler,
Alemania), utilizando los siguientes “primers”. CCRS Back (5’ a 3’): GAA
GTT CCT CAT TAC ACC TGC AGC TCT C, y CCR5 Forward (5’ a 3'): CTT
CTT CTC ATT TCG ACA CCG AAG CAG AG. Las condiciones de la PCR
son; 95°C, 5 min; 94°C, 45 seg; 55°C, 45 seq; 72°C, 45 seg por 5 ciclos;
94°C 45 seg; 62°C, 45 seg, 72°C, 30 seg por 35 ciclos. El producto se
analiza en un gel de agarosa al 2%, y el DNA se tifid con bromuro de
etidio. Los patrones electroforéticos son: el tipo salvaje (CCR5+/+),
caracterizado por una banda de 189 pb; el heterocigoto (CCR5+/A32), con
dos bandas una de 189 pb y la segunda de 157 pb (FIGURA 6), y por
ultimo, el homocigoto deleccionado (CCR5A32/A32) con una banda de 157

552
b>>.

P

4.2.6 DETERMINACION DE B-QUIMIOCINAS EN PLASMA.
Para la cuantificacion de los niveles plasmaticos de MIP-1a, MIP-13 vy
RANTES se utilizé el plasma obtenido de la muestra sanguinea y
almacenado a -70°C, el cual se descongelé a temperatura ambiente
empleandose también la técnica de ELISA, previamente estandarizada en
nuestro laboratorio; tanto las muestras de plasma como los estandares
para la curva de calibracion se ensayaron por duplicado. Los estandares

de proteinas recombinantes humanas (RANTES, MIP-1a yMIP-1B) y la
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combinacién de anticuerpos de captura y deteccion para el ELISA de las
tres B-quimiocinas se desarrollé utilizando reactivos de R&D Systems
(Minneapolis, USA). Se usaron placas para ELISA (MaxiSorb Elisa plates
de Nunc™ Brand Products, Denmark).
4.2.7 DETECCION DEL POLIMORFISMO SDF1-3’A.

La mutacion en la posicion 801 G—A de la region 3’ no traducida (SDF1-
3’A) del gen SDF1, ligando natural de CXCR4. Se amplifica utilizando 100
ng de DNA genémico y 0.5 unidades de Taq Polimerasa (Expand™ High
Fidelity PCR system, Boehringer Mannheim, Ottweiler, Alemania) y los
“primers”, SDF-1B forward (5’ a 3’) CAG TCA ACC TGG GCA AAG CC y
SDF-2B back (5’ a 3') AGG TTT GGT CCT GAG AGT CC. Las condiciones
de PCR son; 95°C 5 minutos, 94°C 30 segundos, 55°C 30 segundos, 72°C
1 minuto y 30 ciclos. El producto se separa en agarosa al 2% y se tifie con
Bromuro de etidio. Se purifica el producto con Kit QlAgen de Purificaciéon
(QUIAGEN Gmbh Hilden, Alemania). 30 ul del producto es digerido con
unidades de Mspl a 37° durante 2h. Los patrones de electroforesis son:
wild type, con dos bandas una de 201 pb y otra de 100 pb; heterocigoto;
con tres bandas, una de 301 pb, otra de 201 pb y otra de 100 pb y

homocigoto mutado, con una banda de 301 pb (FIGURA 7).
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FIGURA 6. Las Lineas 1y 6 contienen el marcador de , las muestras 2 y 3 son de

genotipo CCR5+/+ y las lineas 4 y 5, CCR5+/A32.
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FIGURA 7. Las lineas laterales contienen el marcador de peso molecular; los
carriles 1 y 2 muestras con genotipo homocigoto mutado (SDF1-3’A/3’A); 3 y 4,
heterocigoto (SDF1+/3’A) y 5 y 6, wild type (SDF1+/+).
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4.2.8 DETERMINACION DE SDF-1 EN PLASMA.

La cuantificacion de SDF-1 en plasma se hizo mediante la técnica de
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay). A partir de la proteina
rhSDF-1a (R&D Systems, Minneapolis, USA), en concentracién de 50
ug/ml se generd una curva estandar; la proteina fue diluida 1:250 en PBS
mas 0.1% de BSA ; y a partir de ella se hicieron diluciones 1:2 para
generar una curva estandar de 61.5 — 2000 ng/ml. En placas para ELISA
(MaxiSorb Elisa plates de Nunc™ Brand Products, Denmark) se agregaron
100 pl del anticuerpo de captura (R&D Systems, Minneapolis, USA), a una
concentracion de 2 ug/ml en Na,CO3 a pH 9.6 dejando la placa toda la
noche a 4°C. Los pocillos fueron lavados 4 veces con 200 ul PBS-0.05%
Tween 20. Los sitios de unidn no especificos fueron bloqueados agregando
200 pl de PBS-3%BSA y se incubd tres horas a temperatura ambiente; la
placa se lavo 6 veces con 200 ul PBS-0.05% Tween 20. Se agregaron 100
ul de las diluciones de los estandares y de los plasma, por duplicado,
incubando 2 horas a temperatura ambiente. La placa se lavo 6 veces con
200 pl PBS-0.05% Tween 20. A cada pocillo se agregaron 100 pul
anticuerpo de deteccion (R&D Systems, Minneapolis, USA), a una
concentracion de 100 ug/ml en PBA-0.1% BSA,; la placa se incub6 toda la
noche a temperatura ambiente. La placa se lavé 6 veces con 200 ul PBS-
0.05% Tween 20 y se agregaron 100 ul/pocillo del conjugado
estreptavidina-peroxidasa diluida 1:10000 en PBA-0.1% BSA, se incubd
una hora a temperatura ambiente. La placa se lavd 6 veces con PBS-
0.05% Tween 20, agregaron 100 ul/pocillo del sustrato tetrametil bencidina

(TMB), se incub6 30 min a temperatura ambiente y hizo la lectura de la
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densidad éptica (DO) en un lector de ELISA a 600 nm, agregar 50 pl/pocillo
de HySO4 0.2M y se volvio a leer la DO a 450 nm. La concentracion de

SDF-1 de las muestras se calculé mediante la curva estandar.
4.2.9 CUANTIFICACION DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE IL-16.

Se determindé por la técnica de ELISA, previamente estandarizada en
nuestro laboratorio. En placas ELISA de 96 pocillos (MaxiSorb Elisa plates
de Nunc™ Brand Products, Denmark), se agregaron 100 pl/pocillo de
anticuerpo de captura (Endogen codigo M-160-E) diluido a 5 ug/ml en
Na,CO3 a pH 9,6. La placa se cubrié e incubo toda la noche a 4°C. Se
vertio la solucion y se seco con papel absorbente. Se agregaron 200
ul/pocillo PBS (phosphate-buffered saline)- mas 4% de BSA (bovine serum
albumin) y la placa se cubrié e incubd durante una hora a temperatura
ambiente. Se prepararon diluciones de rlL-16 (Endogen, cdédigo S-IL 16)
con PBS-4% BSA para una curva estandar, de 31.5 - 2000 pg/ml. La placa
se lavo tres veces con PBS-0.05% Tween 20. Se agregaron 50 pl de las
diluciones del estandar y de los plasmas, por duplicado. La placa se cubrio
e incubd una hora a temperatura ambiente. Se vertio el liquido y se seco
con papel absorbente. SIN LAVAR LA PLACA, se agregaron 50 ul de
anticuerpo de deteccion (Endogen, codigo M-161-B) diluido a 0.5 pg/ml en
PBS- 4% BSA; la placa se cubri6 e incubé una hora a temperatura
ambiente. Se lavo la placa tres veces con PBS-0.05% Tween 20. Se
agregaron 100 ul/pocillo del conjugado estreptavidina-peroxidasa, diluido
1:10000 en PBS-4% BSA. La placa se cubri6 e incub6 30 min a
temperatura ambiente. Se lavé la placa tres veces con PBS-0.05% Tween

20. Se agregaron 100 pl/pocillo de TMB (tetrametilbencidina), incubando 30

151



min a temperatura ambiente. Medir la absorbancia a 600 nm. Agregar 100

ul/pocillo de H,SO4 0.2M. Leer la absorbancia a 450 nm.
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4.3 ANALISIS ESTADISTICO.
4.3.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA.

PROPORCIONES.- Para las subpoblaciones de células T, variantes
genotipicas CCR5-A32 y SDF1-3’'A

CONCENTRACIONES.- El calculo de las concentraciones de las citocinas
se hizo segun una curva estandar. La medicion de las B-quimiocinas
(RANTES, MIP-1a y MIP-1B) se hizo en pg/ml, con limites de sensibilidad
para: MIP-13, 0.0 a 1798.5; RANTES 0.0 a 3039.0 pg/ml y, para MIP-1q.,
0.0 a 1919.7. La quimiocina SDF-1 se medié en ng/ml, cuyos limites de
sensibilidad fueron 0.0 — 238.6 ng/ml. La interleucina-16 se medi6 en pg/mli
y sus limites de sensibilidad estuvieron en 102.3 — 7382.2 pg/ml.

Los resultados se expresan en mediana y rango intercuartilico (IQR:
interquartile range).

4.3.2 ESTADISTICA INFERENCIAL.

COMPARACION.- Las distribuciones tanto de los porcentajes de las
subpoblaciones de células T en los diferentes grupos de estudio como de
las concentraciones de RANTES, MIP-1a , MIP-13, SDF-1, IL-16 se
analizaron mediante la prueba de Kruskall-Wallis. Cuanto se hicieron
comparaciones multiples se utilizo el ajuste de Bonferroni.

La dependencia entre las variantes genotipicas y la resistencia y/o
progresion de la infeccion por el VIH se hizo mediante el calculo del Odds
ratio (OR).

Se considera significacion estadistica cuando p<0.05.
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5. RESULTADOS
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5 RESULTADOS.

5.1 SUBPOBLACIONES CELULARES.

Para el estudio de las subpoblaciones de células T se incluyeron
voluntarios sanos (GC), 62 individuos ENI; 31 ENIlgm y 31 ENIsx, 73
pacientes componen el grupo LTNP y 64 son pacientes normo-progresores

(NP) de la infeccion por el VIH.
LINFOCITOS T CD4+ y T CD8+.

Los individuos infectados por el VIH presentaron porcentajes
significativamente menores de células T CD4+ (mediana=26.5%) versus
los grupos control y ENI (medianas de 38.6% y 39.2%, respectivamente y
con valores de p<0.05). Los subgrupos ENIyy y ENIsx no presentaron
diferencias entre si, en esta subpoblacién celular. Mientras que el subgrupo
NP presento valores significativamente menores de células T CD4+ que el
grupo LTNP (=0.0001). Con respecto al porcentaje de células CD8+,
encontramos que el grupo VIH+ presentd valores muy elevados
(mediana=45.6%) al compararlo tanto con el grupo control
(mediana=25.9%) como con el grupo ENI (mediana=26.7%), y este
incremento es estadisticamente significativo con ambos grupos (con
p=<0.05 y p=<0.001, respectivamente). Cabe hacer notar que no hay
diferencias entre ENIlyy y ENlsx, p= 0.57; tampoco las hay entre LTNP y
NP, p=0.39. (Ver TABLAS 21y 22,y FIGURA 8y 9).

Cuando analizamos la relaciéon CD4/CD8 en los grupos de estudio
vemos que ésta se encuentra invertida en el grupo VIH+, el cual presenta
una mediana de 0.59, significativamente disminuida con respecto tanto al

grupo control (1.49) como al grupo ENI (1.35). Por otro lado, la mediana de
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la relacion CD4/CD8 del subgrupo NP es muy inferior (p=0.018) al grupo

LTNP.

TABLA 21. NIVELES DE CELULAS T CD4+ EN LOS GRUPOS DE
ESTUDIO.

% IQR
GRUPO MEDIANA 25% - 75% MIN - MAX
CONTROL 38.6 31.0-61.0 21.0-71.0
ENI 39.2 32.8-45.2 12.9-70.1
ENlsx 39.0 32.5-44.8 12.9 -55.1
ENlym 39.2 32.8-45.2 243 -70.1
VIH+ 26.5 19.8 - 33.8 1.7-47.9
LTNP 277 21.7-35.2 3.6-47.9
NP 19.5 14.8 —28.5 1.7-38.3

Los subgrupos de pacientes VIH+ tuvieron niveles significativamente menores de
células T CD4+ que los grupos control y ENI. Y de éstos, los pacientes del grupo

NP, son los que mostraron un mayor deterioro inmunolégico.

TABLA 22. NIVELES DE CELULAS T CD8+ EN LOS GRUPOS DE
ESTUDIO.

% IR o
GRUPO MEDIANA 25% - 75% MIN - MAX
CONTROL 25.9 18.0 — 34.0 10.0 - 54.0
ENI 26.7 21.9-32.9 11.4-525
ENlsx 26.4 21.5-29.7 11.4-525
ENl 30.0 23.5-34.1 11.7 - 49.2
VIH+ 456 36.8 - 54.8 16.5 - 83.5
LTNP 43.9 35.9 - 56.4 16.5 - 83.5
NP 46.5 41.0-5338 26.9 - 68.1

Los pacientes en estado avanzado de la infeccion por el VIH tuvieron los cifras mas

altas de células T CD8+.
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FIGURA 8. NIVELES DE LINFOCITOS T CD4+ EN PBMC.

|

GC ENI ENIsx ENIam VIH+ LTNP NP
N 4 63 32 31 145 81 64
GRUPOS

La linea horizontal representa la mediana, las cajas los valores comprendidos entre
los percentiles 25y 75 y las patillas, los valores minimo y maximo de la distribucion.
El grupo de pacientes VIH+, tuvieron los niveles de células T CD4+, por debajo del
GC y del ENI (p<0.001, en ambos casos). Pero la significancia se dio con el

subgrupo NP, marcando su deterioro inmunitario.
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FIGURA 9. NIVELES DE LINFOCITOS T CD8+ EN PBMC.

GC ENI ENIsx ENItm VIH+ LTNP NP
N 4 63 32 3 145 81 64

GRUPOS

La linea horizontal representa la mediana; las cajas los valores comprendidos entre
los percentiles 25 y 75 y las patillas, los valores minimo y maximo de la distribucion.
Los pacientes VIH+ ( LTNP y NP), tuvieron una significativa expansion de células T

CD8+ en PBMC, con respecto a los grupos control y ENI.
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La expresion de las isoformas CD45RA y CD45R0O de la molécula
CD45, fueron utilizadas para definir los fenotipos naive (CD45RA*CD45R0O"
) y memoria (CD45RA'CD45R0") tanto en las poblaciones de células T
CD4+ como CD8+.

LINFOCITO T NAIVE CD4+CD45RA'CD45R0O".

Aunque la mediana del porcentaje de células CD4+naive es mas alta en el
grupo NP (42.0%) que la de los grupos GC (%), ENluym (36.5%), ENlsx
(34.8%) y LTNP (36.4%), estos valores no son estadisticamente diferentes
ya que los valores de p son superiores a 0.10 en todos los casos. Cabe
mencionar que tampoco difieren entre si las medianas de los grupos LTNP

y NP (p=0.54). Ver TABLA 23.

TABLA 23. NIVELES DE CELULAS NAIVE CD4+CD45RA*CD45RO" EN
PBMC.

% IQR o
GRUPO MEDIANA 25% - 75% MIN - MAX
GC 41.0 30.0 - 52.0 19.0 - 63.0
ENI 35.2 24.7 - 45.4 41-76.2
ENlsx 34.8 25.9-427 12.1-69.6
ENli 36.5 24.7 - 49.4 41-76.2
VIH+ 39.7 26.3-55.7 17-81.3
LTNP 36.4 26.2-54.5 2.3-83.2
NP 42.0 26.6 - 5.0 17-81.3

No se observaron diferencias en las distribuciones de los porcentajes de células
naive CD4+CD45RA'CD45R0O entre los grupos de estudio.
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INFOCITO T NAIVE CD8+CD45RA'CD45RO0".

Los subgrupos de individuos VIH+, LTNP y NP presentaron los valores
mas bajos de células CD8 naive (mediana de 46.6% en ambos casos), que
los subgrupos ENI; (mediana de 59.0% para los hemofilicos y 8.1% para
los sexuales). Estas diferencias son significativas con valores de p<0.001
para ENI vs LTNP y p=0.044 para los valores entre ENI y grupo NP. Los
porcentajes de células CD8 naive no fueron diferentes entre ENlyen ¥

ENIlsx (p=0.8); tampoco se hallaron diferencias entre individuos LTNP y NP

(p=0.16). Ver TABLA 24.

TABLA 24 NIVELES DE CELULAS NAIVE CD8+CD45RA*CD45R0O" EN

PBMC.

% IQR o
GRUPO MEDIANA 25% - 75% MIN - MAX
GC 58.0 43.0-73.0 28.0 - 88.0
ENI 58.6 45.8-69.8 9.1-89.6
ENlsx 58.1 49.5-67.3 11.5 - 84.4
ENl 59.0 45.6 -70.9 9.1-89.6
VIH+ 49.0* 35.9-62.3 11.9-90.2
LTNP 46.0 33.3-62.7 6.5-80.8
NP 46.0 38.9 - 62.1 11.9-90.2

* Los pacientes VIH+ tuvieron niveles de células NAIVE CD8+CD45RA*CD45RO’
significativamente inferiores que los individuos ENI (p<0.001); mientras que éstos

no difieren del GC. No hay diferencia entre ENIsx y ENIyy, tampoco la hay entre

LTNP y NP.

160



CELULAS MEMORIA CD4+CD45RA CD45R0".

Los linfocitos T CD4+ memoria presentaron medianas de porcentajes mas
altas en los subgrupos ENIlyyv (50.9%) y ENlsx (53.3%) que los subgrupos
LTNP (37.7%) y NP (39.7%) con valores de p<0.001 en todos los casos. A
pesar de los valores muy parecidos entre los subgrupos de pacientes
seropositivos al VIH, no ha diferencias significativas entre si, p=0.81.
Tampoco presentaron diferencias en esta subpoblacién celular los

subgrupos de expuestos no infectados (p=0.87). TABLA 25.

TABLA 25. NIVELES DE CELULAS MEMORIA CD4+CD45RACD45RO"*
EN PBMC.

% IaR o
GRUPO MEDIANA  25%-75% MIN - MAX
GC 39.0 27.0-51.0 15.0 - 63.0
ENI 51.6 41.6 - 62.1 8.7 - 85.7
ENlsx 53.3 40.4-59.5 21.3-77.4
ENliw 50.9 42.0-62.7 8.7 - 85.7
VIH+ 38.8 27.0-54.6 4.7-84.0
LTNP 37.7 26.2-54.6 11 -76.5
NP 39.7 27.1-51.8 11.7 - 84.0

Se observé un aumento significativo de células T CD4+ memoria (CD45RA’
CD45R0") en los individuos ENI respecto a sujetos del GC y a los pacientes VIH+
(p<0.001).
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CELULAS MEMORIA CD8+CD45RA CD45R0O".

La poblacion de células T CD8 memoria fue muy similar entre los
diferentes subgrupos, con medianas de % para el GC de 30.4%; para los
individuos ENIpyy, de 29.5% y para los ENlIsx 36.6% para los LTNP y 31.4
para los NP. Solo se puedo observar una pequena diferencia entre los
subgrupos ENI y los NP (p=0.053), considerandose sélo una tendencia. En
esta subpoblacion no permitié diferenciar entre individuos LTNP y NP.

TABLA 26.

TABLA 26. NIVELES DE CELULAS MEMORIA CD8+CD45RA CD45RO"
EN PBMC.

% IQR o
GRUPO MEDIANA 25% - 75% MIN - MAX
CONTROL 24.0 12.0 - 36.0 2.0-480
ENI 30.4 19.6 - 37.7 1.7 -60.6
ENlsx 29.5 20.1-38.1 1.7 -60.2
ENl 30.4 19.4 -37.3 7.28 - 60.6
VIH+ 35.2 22.1-47.4 3.5-85.4
LTNP 36.6 22.0-47.3 35-77.0
NP 31.4 22.3-48.8 47-854

Los pacientes LTNP tuvieron un porcentaje ligeramente superior de células T CD8+
memoria (CD45RA'CD45RO") que los ENI con una p=0.055. El resto de las

comparaciones no fueron significativas.
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LINFOCITO TCD4+CD28+.

No se hallaron diferencias en la expresion de células T CD4+CD28+ entre
el GC y los grupos ENI y VIH+(p >0.2 en ambos casos). Tampoco se
encontraron diferencias entre los subgrupos ENI (ENIyw y ENlsx , p=0.38) y

VIH+ (LTNP y NP, p=0.24). Ver TABLA 27.

TABLA 27. NIVELES DE CELULAS CD4+CD28+ EN PBMC.

% IQR o

GRUPO MEDIANA 25% - 75% MIN - MAX
CONTROL 85.0 80.0 - 90.0 80.0 - 90.0
ENI 95.0 92.4 - 97.2 37.6 - 99.4
ENlsx 94.5 91.7 - 96.7 81.9 - 99.2
ENl 95.8 93.0-97.5 37.6 - 99.4
VIH+ 93.2 82.9-97.6 7.8-99.9
LTNP 92.1 80.1-97.6 7.8-99.9
NP 96.0 86.7 —97.9 75.2-99.6

No han diferencias significativas en las distribuciones de las células T CD8+ que

expresan el marcador CD28 (molécula co-estimuladora), entre lo grupos de estudio.

LINFOCITO TCD8+CD28+.

Los pacientes seropositivos al VIH presentaron niveles de células
CD8+CD28+ (mediana=48.7) significativamente menores que los sujetos
del grupo control (mediana = 72.0), con p<0.001 y que los individuos del
grupo ENI (mediana = 92.6, p<0.001). Por otro lado, los individuos del
grupo ENIlyv, cuya mediana de esta subpoblacién celular es de 66.1,

fueron estadisticamente diferentes de los ENIsx, quienes tuvieron una
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mediana de 57.2 y p=0.003. También las medianas de los subgrupos de
pacientes VIH+ son estadisticamente diferentes entre si (la mediana del
grupo LTNP es 46.8 y la del NP es de 52.9 (p=0.04). Es decir, de los
individuos ENI, los ENIyy y los del GC tuvieron valores significativamente
mas altos de células CD8+CD28+ que los ENIsx; y los LTNP,

respectivamente. TABLA 28.

TABLA 28. NIVELES DE CELULAS CD8+CD28+EN PBMC.

% IaR o
GRUPO MEDIANA  25%-75% MIN - MAX
CONTROL 72.0 61.0 - 83.0 50.0 — 94.0
ENI 62.9 54.5-72.5 26.9 - 94.3
ENlsx 57.2 50.8 — 66.4 26.9 - 89.2
ENliw 66.1 60.2 - 76.9 36.9 - 94.3
VIH+ 48.7 36.8 - 63.4 10.8-95.5
LTNP 46.8 35.1-59.9 10.8 - 88.6
NP 52.9 41.5 - 69.1 17.8-95.5

Los pacientes VIH+ tuvieron niveles de células T C8+ portadoras del marcador CD28
significativamente mas bajas que los sujetos del GC e individuos ENI. También se

observé que fueron los valores del GC los mas altos..

LINFOCITO TCD4+CD38+.

Los pacientes del grupo NP (mediana=78.3%), tuvieron valores mas
elevados de la subpoblacion celular CD4+CD38+ que los grupo GC (%),
ENIsx (54.4%), ENlum (41.6%) y LTNP (56.1%). Sin embargo, las
diferencias estadisticamente significativas se presentaron soélo entre los
subgrupos NP, quienes tuvieron una cifra superior de células T

CD4+CD38+ que los ENI (p<0.001) y los pacientes del grupo NP tuvieron
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un mayor porcentaje de esta subpoblacion celular que los LTNP (p<0.001).

Los subgrupos ENI no presentaron diferencias entre si (p=0.9). TABLA 29.

TABLA 29. NIVELES DE CELULAS T CD4+CD38+ EN PBMC.

% IQR S
GRUPO MEDIANA 25% - 75% MIN — MAX
CONTROL 63.0 54.0 - 72.0 45.0 - 81.0
ENI 54.4 44.5 - 65.4 6.5-79.4
ENlsx 54.4 46.2 - 64.2 7.7-76.6
ENli 41.6 41.6 - 65.6 6.5-79.4
VIH+ 67.2 47.0 - 78.1 0.46 — 95.2
LTNP 56.1 41.7-71.6 0.46 — 91.2
NP 73.8 67.2-83.9 26.6 - 95.2

Se observé que los pacientes VIH+ tuvieron niveles de células CD4+ portadoras de
CD38 (marcador de activaciéon) mas altas que los ENI ( p<0.001) y los pacientes del
subgrupo NP mas que los LTNP ( p<0.001). Lo cual sugiere una persistente

activacion del sistema inmune en estos dos subgrupos.

LINFOCITO T CD8+CD38+.

Las medianas de los porcentajes de la poblacién de linfocitos T
CD8+CD38+ fueron mas bajas en los grupos GC (%), ENlsx (41.4%),
ENIlum (47.0%) y LTNP (47.7%) que el grupo NP (64.2%). Estos valores
nos permitieron diferenciar, estadisticamente, las distribuciones de las
células T CD8+CD38+ de los ENI vs NP (p<0.001) y de los LTNP con la de

los NP (p<0.001). TABLA 30.
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TABLA 30. NIVELES DE CELULAS CD8+CD38+ EN PBMC.

% IQR
GRUPO MEDIANA 25% - 75% MiN — MAX
CONTROL 51.0 37.0-65.0 23.0-79.0
ENI 43.2 32.7 - 56.1 19.4 -70.9
ENlsx 41.4 32.4-58.0 19.4 - 68.8
ENlym 47.0 344-542 21.0-70.9
VIH+ 53.1 39.5-68.7 6.9 -96.8
LTNP 47.0 39.5-68.7 6.9 - 88.4
NP 64.2 496 -76.9 24.6 —96.8

Esta subpoblacién de celular activadas estuvo aumentada en los pacientes VIH+
con respecto a | grupo ENI (p<0.001) y mas aun en los pacientes NP que en los

LTNP (p<0.001).
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5.2 E)’(PRESI()N DE LOS CO-RECEPTORES CCR5 Y CXCR4 DEL VIH
EN CELULAST.

Para el estudio de la expresidon de los principales co-receptores del VIH la
cohorte estuvo compuesta por 41 sujetos voluntarios sanos (GC), 32
individuos ENlsx , 31 en el grupo ENIym; 81 pacientes en el grupo LTNP y

64 en el de NP.

5.2.1 CCR5 EN CELULAS T CD4+.

Cuando se analizdé la expresion CCR5 en células T (TABLAS 31 Y 32), se
encontré que en los linfocitos CD4+ de los individuos VIH+, cuyas medianas
fueron para LTNP 4.7% y NP de 6.4%, expresaron menos CCR5 que las células
de los individuos de los grupos GC (7,4%) y ENI (9.1%) con p<0.05 entre LTNP y
GC y p=0.036 entre LTNP y ENI. El porcentaje de células CD4+CCR5+ del grupo
NP no fue diferente del valor que tuvieron los sujetos del grupo ENI (p=0.14). Se
debe hacer mencion que los individuos ENIyy ¥ ENIsx presentaron una tendencia
a ser diferentes en la expresién de CCR5 en las células CD4+, p=0.056 y
medianas de 9.7% y 7.6%, respectivamente. Mientras que los valores entre LTNP
y NP no presentaron diferencias, p =0.41.Ver TABLA 31.
5.2.2 CCR5 EN CELULAS T CD8+.

Con respecto a las CD8+CCR5+ se encontraron valores mas bajos en
individuos seropositivos, tanto LTNP como NP (medianas de 8.3% y
11.8%), con respecto a los grupo GC (mediana=12.8%, con p<0.01 en
ambos casos) y ENI (mediana=16.7%, p< 0.001 con LTNP y p=0.002 con
NP). Por lo que se refiere a los subgrupos de individuos expuestos no
infectados (hemofilicos y sexuales) entre si, con medianas de 17.7% y
13.2%; no se hallaron diferencias en la expresién de CCR5 en células

CD8+ (p=0.11). A pesar de ser mas alta la mediana del porcentajes de los

LTNP con respecto al grupo NP, no hubo significancia estadistica (0.11).
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TABLA 31. EXPRESION CCR5 EN CELULAS T CD4+.

% IaR o
GRUPO MEDIANA  25%-75% MIN - MAX
CONTROL 7.4 6.4-9.2 3.-13.2
ENI 9.1 6.0-11.6 0.18-29.8
ENlsx 7.6 40-11.2 0.18-23.6
ENliw 9.7 7.4-12.1 2.40-29.8
VIH+ 5.6 32-11.2 0.26 - 96.3
LTNP 4.7 32-11.2 0.26 - 96.3
NP 6.4 34-115 0.02 - 44.3

Los niveles de CCR5 en células T CD4+ fueron ligeramente inferiores en el GC que
en los ENI. Sélo los ENIgy tuvieron niveles de CCR5 en células T CD4+ parecidos a
los del GC. Pudo observarse que, existe una tendencia a que ENIlyy y ENIsx (p=0.056)
sean diferentes en esta subpoblacion celular. Por otro lado, los LTNP, tuvieron un

porcentaje de CCRS5, significativamente mas bajo (p=0.036), que los ENI.

TABLA 32. EXPRESION DE CCR5 EN CELULAS T CD8+.

% IQR
GRUPO MEDIANA 25% - 75% MIN — MAX
CONTROL 12.8 8.2-13.1 6.9-20.0
ENI 16.7 11.0-22.8 0.0-49.9
ENlsx 13.2 7.4-20.9 0.0-36.9
ENlum 17.7 13.3-23.3 5.0-49.9
VIH+ 10.1 48-17.8 0.5-79.6
LTNP 8.3 3.3-17.0 0.5-79.6
NP 11.8 6.4-18.0 1.6-47.38

Fueron los pacientes VIH+ quienes tuvieron niveles de CCR5 en células T CD8+,
significativamente mas bajos que los ENI; p<0.001, con LTNP y p<0.031, con NP. Del
mismo modo, la mediana de los LTNP fue inferior a la de los NP, aunque ésta
diferencia no fue significativa (p=0.11).
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5.2.3 CXCR4 EN CEULAS CD4+.

La mediana de células T CD4+CXCR4+ en el grupo LTNP es de 45.2% y
en GC es de 57.0%, sblo se observd una tendencia a ser diferentes
(p=0.08). Por otro lado, y con respecto al GC, el porcentaje de esta
subpoblacién de células T estuvo aumentado en los individuos ENlyy
(mediana=72.8 y p=0.007) y fue menor en el grupo ENIsx (mediana=45.1 y
p=0.14). De tal forma que los individuos ENIlyy presentaron un mayor
porcentaje de linfocitos T CD4+CXCR4+ que los ENIsx (p<0.001). EI grupo
de NP tuvo una mediana de 68.5%, siendo éste un valor superior al que
presenta el GC con p<0.001. El porcentaje de los individuos ENIyy también
es mas alto que en los LTNP y NP, habiendo significancia estadistica con
los LTNP (p=0.008); no asi con los NP (p=0.26). La expresién de CXCR4
en células CD4+ fue mas en el grupo NP que la de los LTNP (p<0.001). De
tal forma que los ENIyy presentaron una mediana superior de células T
CD4+CXCR4+ que el restos de los grupos de estudio. Ver TABLA 33 y

FIGURA 10.

TABLA 33. EXPRESION DEL CO-RECEPTOR CXCR4 EN CELULAS T
CD4+.

GRUPO MEDIANA 25‘;:Q-F§5% MiN — MAX
CONTROL 57.0 41.0-73.0 11.0-99.0
ENI 54.6 40.7 - 76.6 15.4 — 98.1
ENlsx 45.1 31.5-58.9 18.6 — 98.1
ENlym 72.8 54.3 - 93.1 15.4-97.8
VIH+ 53.3 31.3-76.3 1.4-99.2
LTNP 45.2* 255-63.5 1.3-100.0
NP 68.5 47.2-79.2 12.3-94.4
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FIGURA 10. EXPRESION DE CXCR4 EN CELULAS T CD4+.

GC ENI ENIsx ENIam VIH+ LTNP NP
N 41 63 32 31 145 81 64

GRUPOS

El porcentaje de expresion del co-receptor CXCR4 en células T CD4+ esta
representado, con la linea horizontal, la mediana; las cajas, los valores
comprendidos entre los perceptibles 25 y 75, y las patillas, los valores minimo y
maximo de la distribucion. La mediana de los LTNP fue significativamente inferior a
la de los GC, ENIsx y NP. Mientras que los ENIyy tuvieron una mediana superior a la
de los ENIigy.
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CXCR4 EN CELULAS T CD8+.

El porcentaje de células T CD8+CXCR4+ esta disminuido en los grupos
LTNP (mediana=28.5%), NP (mediana=28.7%) y ENlsx (mediana=29.2%)
con respecto al GC (mediana=50.0%), con p<0.001; mientras que los
ENIum no difieren significativamente del control (mediana=59.2%, p=0.11).
Los individuos ENIyy presentan un porcentaje superior de células T
CD8+CXCR4+ incluso que el GC, aunque sin tener significancia (p=0.15) y
que los ENlsx, con quienes las diferencia si es significativa (p<0.001). Por
otro lado, el grupo ENIym tuvo valores significativamente mas altos que los
LTNP y los NP (p<0.001). Los valores entre LTNP y NP no fueron
estadisticamente diferentes(p=0.8). Asi, los individuos expuestos por via
parenteral son lo que tuvieron el valor mas alto de células T CD8+ que

expresan CXCR4. (Ver TABLA 34 y FIGURA 11).

TABLA 34. EXPRESION DEL CO-RECEPTOR CXCR4 EN CELULAS T
CD8+.

% IQR o
GRUPO MEDIANA 25% - 75% MIN - MAX
GC 50.0 39.0 - 65.0 18.0 - 88.0
ENI 40.2 28.0 - 68.4 10.9-96.3
ENlsx 29.2 22.6 — 40.4 10.9 - 96.2
ENlyw 59.5 30.8-82.8 29.3-95.9
VIH+ 28.7 13.6 - 48.2 1.6-93.8
LTNP 28.5 15.3 - 43.5 1.7-99.0
NP 28.7 9.0-57.9 1.6-79.5

Los pacientes VIH+ presentaron una mayor variabilidad en la expresion CXCR4 en
células T CD8+ y sus medianas son significativamente menores a las del GC; sin

embargo, no hay diferencia significativa entre LTNP y NP.
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FIGURA 11. EXPRESION DE CXCR4 EN CELULAS T CD8+.

|
T

GC ENI ENIsx ENIltbm VIH+ LTNP NP
N 41 63 32 31 145 81 64

GRUPOS

La linea horizontal representa la mediana, las cajas representan el intervalo de
valores comprendido entre los percentiles 25 y 75, y las patillas, valores minimo y
maximo de la distribuciéon. Los dos subgrupos de pacientes VIH+ (LTNP y NP)
tuvieron porcentajes significativamente menores de CXCR4 en células T CD8+ que
los sujetos de GC y los individuos ENI y de éstos, los ENIlyy, fueron los que tuvieron
niveles mas altos.
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5.3 POLIMORFISMO CCR5-A32.

Para el estudio del polimorfismo CCRS5-A32 se incluyeron 309 sujetos.
Noventa sujetos en el grupo control; 64 individuos ENI, 29 de ellos
expuestos a hemoderivados (ENlyv) y 28 por via sexual (ENlsx) y 154
seropositivos al VIH, de éstos 79 LNTP y 75 NP. Los individuos
homocigotos CCR5+/+ y heterocigotos (CCR5+/A32) para el alelo
deleccionado fueron identificados usando PCR. La FIGURA 6 muestra los
patrones de la PCR para los tipos de individuos hallados en la cohorte
(CCR5+/+ y CCR5+/A32).

HOMOCIGOCIA CCRS.

El genotipo wild type (CCR5+/+) se hallé uniformemente distribuido en los
diferentes grupos de estudio. ver TABLA 35 y FIGURA 12. 85.6% en el
grupo control; 87.7% en el grupo ENI, 93.5% y 82.3% en los ENIlym ¥
ENlsx, respectivamente, y, 81.8% en los pacientes VIH+, 89.3% en los NP
y en los LTNP el porcentaje de esta variante es menor (74.7%).

HETEROCIGOCIA CCR5-A32.

En el grupo control, el 14.6% son individuos que pertenecen a este
genotipo. En el grupo VIH+; el 18.2% de los pacientes son CCR5+/A32. De
los 79 pacientes LTNP, 20 (25.3%) son heterocigotos A32 y sélo 8 (10.7%)
de los 75 NP. Unicamente 8 (12.3%) de los 65 individuos ENI presentaron
polimorfismo CCR5+/A32; 6 de ellos son ENlsx y 2 pertenecen al subgrupo
ENIyv. La variante CCR5+/A32 se encontrd sobre-representada en los
VIH+ y de éstos, especificamente en los LTNP. (Ver TABLA 35y FIGURA

12).
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HOMOCIGOCIA CCR5-A32.

En ninguno de los grupos de estudios se encontraron personas con
homocigocia CCR5-A32. Ver TABLA 35.

También se hizo el calculo del OR (Odds ratio) para saber la
dependencia entre las variantes CCR5+/+ y CCR5+/A32 y la resistencia y/o
progresion de la infecciéon por el VIH-1 (TABLA 36). Existe una tendencia
de dependencia entre ambas variantes y los grupos ENI y LTNP, con OR
de 0.41. Los individuos ENI tienen menos probabilidad de tener el alelo
mutado en el gen CCR5 que los LTNP, aunque esta tendencia esta al
limite de la significacion (ICgse, = 0.17 — 0.99). Cuando se calculé el OR
para LTNP y NP (2.84) se encontré6 que, el grupo LTNP tiene una
probabilidad tres veces superior de pertenecer a la variante genotipica

CCR5+/A32 que los NP (ICssy, = 1.18 — 6.78).
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TABLA 35. DISTRIBUCION DEL POLIMORFISMO CCR5-A32 EN LOS
GRUPOS DE ESTUDIO.

GENOTIPO
GRUPO N (%)
(N=309)
CCR5+/+ CCR5+/A32
CONTROL (90) 77(85.5) 13(14.5)
ENI (65) 57(87.7) 8(12.3)*
ENlsx (34) 28(82.4) 6(17.6)°
ENlyw (31) 29(93.5) 2(6.5)
VIH+ (154) 126(81.8) 28(18.2)
LTNP (79) 59(74.7) 20(25.3)%
NP (75) 67(89.3) 8(10.7)

No se hallaron individuos con homocigocia CCR5-A32 en ninguno de los grupos de
estudio. * La heterocigocia CCR5-A32 fue menos frecuente entre individuos ENI que
en los grupos GC y VIH+. ¢ En los ENIsx, hubo mayor frecuencia de heterocigocia.
Por otro lado, se observé una sobre-representacion de esta variante genética en los

pacientes LTNP%.

TABLA 36. ODDS RATIO.

GRUPOS OR ICos0

ENI vs CONTROL 0.83 0.33-2.09
LTNP vs CONTROL 2.0 0.93-4.32
NP vs CONTROL 0.71 0.28-1.77
ENI vs LTNP 0.41* 0.17 - 0.99
ENI vs NP 1.18 0.43-3.23
LTNP vs NP 2.84° 1.18 -6.78
ENlsx vs ENlyy 3.11 0.65- &

Con tendencia al limite (ICgs5, 0.17 — 0.99), los ENI tienen menos probabilidad de
presentar heterocigocia CCR5-A32 mientras que los LTNP tienen 3 veces mas
probabilidad de tener heterocigocia CCR5-A32 que los NP. & No fue posible calcular

el limite superior del IC, pero no hay significancia (Prueba de Fisher:0.262).
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FIGURA 12. POLIMORFISMO CCR5-A32 EN LOS GRUPOS DE
ESTUDIO.

.

CCR5+/+ CCR5+/D32

E

ENISX  ENIHM VIH+ LTNP NP

GRUPOS

La heterocigocia CCR5-A32 estuvo sobre-representada en los individuos VIH+ de
esta cohorte y de éstos, especificamente en los LTNP (20/79). En este caso, los
individuos LTNP, tuvieron tres veces mas probabilidad de pertenecer a la variante
CCR5+/A32 que los NP (OR=2.84).
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5.4 ALELO CCR5-A32 Y EXPRESION DE CCR5 EN CELULAS T.

Para analizar la influencia que pudiera tener la presencia del alelo
CCR5A32 sobre la expresion del receptor en la superficie de las células T
tanto CD4+ como CD8+ se compararon las medianas utilizando la prueba
de Kruskal-Wallis y el ajuste se hizo mediante el método de Bonferoni.

EXPRESION DE CCR5 EN CELULAS T CD4+ SEGUN GENOTIPO CCR5-A32.

La TABLA 37 contiene los datos de la cohorte dividida en funcién del
genotipo CCR5-A32, 260 individuos CCR5+/+ y 49 CCR5+/A32; los
resultados demuestran que la expresion de CCR5 en células T CD4+ no es
significativamente diferente entre ambas variantes. La mediana del
genotipo CCR5+/+, fue de 7.4%, y la de la variante CCR5+/A32, fue de
7.0% (p=0.88). (Ver FIGURA 13). A pesar de que no hay diferencia
estadistica entre ambas variante genéticas, debemos resaltar que la
distribucion de los valores varia entre una y otra; a excepcion de unos
pocos pacientes, las cifras de la variante CCR5+/A32 practicamente se
concentra en valores bajos y solo unos cuantos tuvieron niveles de CCR5
en células T CD4+ extremadamente altos.

Al dividir la cohorte segun el grupo de estudio, los individuos ENI-
CCR5+/+ presentaron una mediana de CCR5 en células CD4+ de 9.2%, la
mediana de los ENI-CCR5+/A32 fue de 7.7%; no presentaron diferencia
significativa (p=0.73). Por otro lado, los pacientes LNTP-CCR5+/+ y los
LTNP-CCR5+/A32, con medianas de 4.8% y 5.7% tampoco mostraron
diferencias en la expresion del co-receptor entre las dos variantes

genotipicas (p=0.57). En el subgrupo de NP, los hallazgos son similares,
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tanto los NP-CCR5+/+ como los NP-CCR5+/A32 tuvieron una mediana de
6.4%. Ver (TABLA 38 y FIGURA 14).

Por otro lado, tanto en los individuos con homocigocia para
CCR5+/+, como en los CCR5+/A32 de los tres grupos, la expresion de
CCRS5 en células T CD4+ es mayor en el grupo ENI y menor en el grupo

LTNP. Ver TABLA 38.

TABLA 37. EXPRESION DE CCR5 EN CELULAS T CD4+ y GENOTIPO
CCRS5-A32.

% CCR5 EN CELULAS T CD4+ IQR p
GENOTIPO MEDIANA 25% - 75%
CCR5+/+ 7.4 3.7-114
CCR5+/A32 7.0 3.2-13.7 0.88

Los niveles de CCRS5 en células T CD4+, no fueron significativamente diferentes
entre las dos variantes genotipicas. La presencia del alelo A32 del gen CCR5 podria

no afectar la expresién del co-receptor en las células T CD4+.
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TABLA 38. EXPRESION DE CCR5 EN CELULAS T CD4+ Y GENOTIPO
CCR5-A32 EN LOS GRUPOS DE ESTUDIO.

% CCR5+ EN CELULAS T CD4+ IQR

GENOTIPO MEDIANA 25% - 75% p
ENI
CCR5+/+ 9.2 6.0-12.0
CCR5+/A32 7.7 56-123 0.73
LTNP
CCR5+/+ 4.8 2.8-10.0
CCR5+/A32 5.7 3.1-15.9

0.57
NP
CCR5+/+ 6.4 34-115
CCR5+/A32 6.4 27-148 0.92

Al analizar la expresiéon de CCRS5 en células T CD4+ en cada grupo, en funcion de la
presencia del alelo CCR5 mutado, se pudo observar que no hubo diferencia
significativa en la expresiéon del co-receptor. Debe resaltarse que el grupo de
pacientes LTNP, fue el que tuvo los niveles de CCR5 mas bajos, tanto los
homocigotos CCR5+ como los heterocigotos CCR5+/A32 pero ademas, una mayor

variabilidad.
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FIGURA 13. EXPRESION DE CCR5 EN CELULAS T CD4+ y
POLIMORFISMO CCR5-A32.

20 .
$ 5
10 | 7.4 i 7.0
04
CCR5+/CCR5+ CCR5+/CCR5-A 32
N 183 22
GENOTIPO

La linea horizontal representan la mediana del porcentaje de expresion de CCR5 en
células T CD4+. La distribucion de los porcentajes de CCR5 en células T CD4+ fue
menos dispersa en el genotipo CCR5-A32. Aunque no existieron diferencia en la
expresion del co-receptor entre ambas variantes genéticas, este analisis establecié
que el patréon de expresion de muchos individuos mostré una buena correlaciéon con
el genotipo CCR5, aunque unos pocos individuos CCR5+/+ mostraron niveles bajos
de CCRS5, y las células de una minoria de sujetos CCR5+/A32 expresaron niveles
muy altos de CCRS.
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FIGURA 14. EXPRESION DE CCR5 EN CELULAS CD4+ Y
POLIMORFISMO CCR5-A32 EN LOS GRUPOS DE ESTUDIO.

ENI LTNP NP

GENOTIPO

El namero 1 representa el genotipo CCR5+/+, el 2, CCR5+/A32 y la linea horizontal la
mediana del porcentaje de expresion de CCR5+ en células T CD4+. La comparacion
de la expresion de CCR5 en células CD4+ entre los genotipos 1 y no mostré
diferencias significativas en ninguno de los tres grupos estudiados (p>0.05). Sélo
hubo diferencias significativas (p=0.022) en el caso de la variante 1 entre los ENIl y
los LTNP; nétese que los pacientes LTNP tuvieron menor % de CCR5 que los ENI.
Con excepcion de algunos individuos LTNP, se sigue observando una marcada
concentracion del nivel de CCRS5 en valores bajos entre los individuos con variante
genética CCR5+/A32.
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EXPRESION DE CCR5 EN CELULAS T CD8+ SEGUN GENOTIPO CCR5A32.

Aunque la expresion del co-receptor CCR5 en las células T CD8+ no
presenté diferencias entre los genotipos CCR5+/+ (mediana=12.8%), y
CCR5+/A32 (mediana de 12.2%), con una p=0.80. (Ver TABLA 39 y
FIGURA 15); debemos resaltar un importante hallazgo de este analisis que
fue la considerable heterogeneidad de la expresion del co-receptor en
células T CD8+ en las dos variante genéticas.

En la TABLA 40 se muestran los datos de la expresiéon de CCR5 en
células T CD8+ cuando la cohorte fue dividida en los diferentes grupos de
estudio. Los individuos ENI-CCR5+/+ presentaron una mediana de CCRS
en células CD8+ de 16.8%, la mediana de los ENI-CCR5+/A32 fue de
13.7%; estos valores no son estadisticamente diferente (p=0.29). Por otro
lado, al comparar los pacientes LNTP-CCR5+/+ y los LTNP-CCR5+/A32,
con medianas de 8.3% y 11.9%, no hubo diferencias en la expresion del
co-receptor (p=0.69). Aunque los pacientes NP-CCRS5+/+ presentaron una
valor superior de CCRS en células T CD8+, (mediana=11.9%) que los NP-
CCR5+/A32 (mediana=8.2%), esta diferencia no es significativa (p=0.85).

(Ver FIGURA 16).
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TABLA 39 EXPRESION DE CCR5 EN CELULAS T CD8+ Y GENOTIPO
CCR5-A32.

% CCR5 EN CELULAS T CD8+ IQR
GENOTIPO MEDIANA 25% - 75% p
CCR5+/+ 12.8 6.6 —18.8
CCR5+/A32 12.2 37-243 NS

NS.- No significativo (p=0.80)

TABLA 40. EXPRESION DE CCR5 EN CELULAS T CD8+ Y GENOTIPOS
CCR5-A32 EN LOS GRUPOS DE ESTUDIO.

% CCR5 EN CELULAS T CD8+ IQR
GENOTIPO MEDIANA 25% - 75% p
ENI
CCR5+/+ 16.8 11.7 - 23.0
CCR5+/A32 13.7 56—19.8 NS*
LTNP
CCR5+/+ 8.3 3.3-155
CCR5+/A32 11.9 1.3-26.4 NS&
NP
CCR5+/+ 11.9 6.4 —18.0
CCR5+/A32 8.1 4.6-43.2 NS¢

NS.- No significativo. Los ENI con genotipo CCR5+/A32, si tuvieron porcentajes mas
bajos de CCR5 en células CD8+, pero esta diferencia no fue significativa (* p=0.29);
lo mismo se pudo observar en el caso de los NP (° p=0.85). En cambio, los LTNP con
esta variante genotipica tuvieron cifras mas altas, pero sin significancia con su
contraparte (* p=0..69).
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FIGURA 15. EXPRESION DE CCR5 EN CELULAS T CD8+ Y
POLIMORFISMO CCR5-A32.
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La linea horizontal representa la mediana de la distribucion. La expresion de CCR5+

en células T CD8+, no es diferentes entre las dos variantes genotipicas CCR5-A32.
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FIGURA 16. EXPRESION DE CCR5 EN CELULAS T CD8+ Y
POLIMORFISMO CCR5-A32 EN LOS GRUPOS DE ESTUDIO.

4+—>
ENI LTNP NP

GENOTIPO

El namero 1 representa la variante CCR5+/+; el 2, CCR5+/A32 y la barra horizontal, la
mediana del nivel de CCR5 en células T CD8+. Los individuos CCR5+/A32 de los
grupos ENI y NP tuvieron un menor porcentaje de CCR5 en células T CD8+, aunque
sin diferencia significativa. Por lo que se refiere a los homocigotos para CCRS5, los

pacientes VIH tuvieron los niveles mas bajos de CCR5 y de éstos , los LTNP.
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5.5 NIVELES PLASMATICOS DE B-QUIMIOCINAS.

Para la cuantificacion de los niveles plasmaticos de las B-quimiocinas los
grupos estuvieron integrados de la siguientes forma: GC, con 82 donantes;
ENI, 62, de los cuales 32 del subgrupo ENIsx y 30 del ENIlyy; los
subgrupos del VIH+ (n=123) estuvo dividido en 69 pacientes LTNP y 54 en
estado avanzado. Globalmente, la concentracion plasmatica de RANTES
estuvo en el rango 0 — 3039.0 pg/ml, la de MIP-1a. entre 6.0 — 1919.7 pg/ml
y la de MIP-1p en el intervalo 0 — 1798 pg/ml.

CONCENTRACION PLASMATICA DE MIP-18.

Aunque la mediana de los niveles plasmaticos (pg/ml) de MIP-1p entre los
grupos GC (112.0) y VIH+ (100.0), tanto LTNP (99.0) como los del
subgrupo NP (91.4) no presentaron diferencias (p>0.05 en todos los
casos); la distribucién de los valores de los pacientes VIH+ (4.9 — 469.0
pg/ml), tanto del subgrupo LTNP ( 4.9 — 469.0 pg/ml) como del NP (10.8 —
314.0 pg/ml), es menos dispersa que la del GC (0.0 — 986.3 pg/ml). Por
otro lado, la mediana del grupo ENI (359.2), cuya variabilidad estuvo entre
0.0 a 1798.5 pg/ml, es significativamente diferente (p<0.001) a la del GC y
esta diferencia estuvo dada por los valores del subgrupo ENIyyv, quienes
tuvieron los valores mas altos de esta B-quimiocina, con una mediana de
867.9 pg/ml y valores minimo y maximo entre 33.5 y 1798.5 pg/ml.
Mientras tanto, no hubo diferencias entre la mediana del GC y la del
subgrupo ENIsx (224.3 pg/ml). Cabe resaltar que la mediana de los ENIywy
es significativamente mas alta que la de los ENIsx, con p<0.001. (Ver

TABLA 41 y FIGURA 17).
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CONCENTRACION PLASMATICA DE RANTES.

Por lo que se refiere RANTES, la distribucion de los valores en el GC es la
menos dispersa (1131.5 — 2254.4 pg/ml) y su mediana (1621.0 pg/ml), fue
significativamente mas alta que la de los grupos ENI (1425.7 pg/m) y VIH+
(1330.2 pg/ml), en ambos casos con p<0.001. Aunque la mediana del
grupo ENI es significativamente menor que la del GC, al analizar sus
subgrupos se encontré que sélo la mediana del ENlyy (1263.7 pg/ml), es
significativamente menor a la del control, no asi la del ENlIsx, la cual fue de
1585.5 pg/ml. De tal forma que las distribuciones de los subgrupos ENI
fueron significativamente diferentes entre si con p<0.001); mientras que los
valores de los ENIsx estuvieron entre 36.0 — 2033.4 pg/ml, la de los ENlyu
fueron de 65.9 — 1969.3 pg/ml. La diferencia entre las medianas del GC y
del VIH+ estuvo dada por la del grupo NP (1267.5 pg/ml y <0.001),
mientras que el subgrupo LTNP, con una mediana de 1458.0, no presentd
diferencias significativas con el GC. Tampoco las medianas de los
subgrupos LTNP y NP fueron estadisticamente diferentes entre si (ver
TABLA 42 y FIGURA 18). La variabilidad de los niveles plasmaticos de
RANTES fue mayor en el grupo VIH+ (0.0 — 3039.0 pg/ml) que la del grupo
ENI (36.0 — 2033.4 pg/ml). De tal forma que, con respecto a la quimiocina
RANTES, los ENIsx y los NP tuvieron niveles plasmaticos mas bajos que
los sujetos del grupo control y en los individuos ENIyv y LTNP se hallaron
cifras semejantes al GC. Por otro lado, la diferencia que se observo entre
el GC y el grupo de pacientes VIH+ estuvo dada entre los niveles

plasmaticos del subgrupo de NP (mediana=1267.5 y p<0.001).
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CONCENTRACION PLASMATICA DE MIP-1q.

El grupo de pacientes VIH+ fue el que presentd la mayor variabilidad en las
concentraciones plasmaticas de MIP-1a (ver TABLA 43 y FIGURA 19). Los
valores de este grupo estuvieron entre 2.0 y 1919.7 pg/ml; mientras que los
del GC entre 0.2 y 101.3 pg/ y el grupo ENI tuvo cifras muy parecidas al
control 0.0 y 102.9 pg/ml. Por lo que se refiere a los subgrupos de estudio,
el ENlIsx tuvo valores entre 1.3 y 71.6 pg/ml, el ENIlyv entre 0.0 — 102.9
pg/ml, el LTNP entre 2.0 — 563.0 pg/ml, y finalmente, el NP fue el que
presento la mayor variabilidad, 22.0 — 1919.7 pg/ml.

Las medianas de las distribuciones del GC (24.3 pg/ml) y ENI (21.9
pg/ml) no fueron diferentes. Tampoco se hallaron diferencias entre los
subgrupos ENI cuyas medianas fueron de 17.2 pg/ml para los ENIsx y de
23.9 pg/ml para los ENIym. ElI grupo VIH+ tuvo una mediana de 114.0
pg/ml, cifra significativamente superior a la del GC y a la del grupo ENI (en
ambos casos, p<0.001). De los dos subgrupos VIH+, los individuos LTNP
tuvieron una mediana significativamente menor (86.5 pg/ml) a la del NP, el

cual presentd el valor mas alto, mediana=665.7 pg/ml.
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TABLA 41. NIVELES PLASMATICOS DE MIP-1p.

pg/ml IQR )
GRUPO MEDIANA 25% - 75% MIN — MAX
GC 112.0 39.2-284.0 0.0 -986.3
ENI 359.2 149.5 — 890.7 0.0 -1798.5
ENlsx 224.3 124.0 - 372.6 0.0-1146.0
ENlym 867.9* 394.8 - 1238.7 33.5-1798.5
VIH+ 100.0 47.4-152.0 4.9-469.0
LTNP 99.0 47.4 -155.0 4.9-469.0
NP 914 36.8 —147.9 10.8 - 314.0

TABLA 42. NIVELES PLASMATICOS DE RANTES.

pg/ml IQR )
GRUPO MEDIANA 25% - 75% MIN — MAX
GC 1621.0 14781 -1765.8 1131.5-2254.4
ENI 1425.7 910.0 — 1648.0 36.0—2033.4
ENlsx 1585.5 1341.7 - 1656.4 36.0 —2033.4
ENIyy 1263.7 531.8 — 1561.1 65.9 — 1969.3
VIH+ 1330.2 637.2-1761.7 0.0 —3039.0
LTNP 1458.0 658.0 — 1787.6 0.0 - 3039.0
NP 1267.5 599.4 — 1752.1 0.0 — 2587.0

TABLA 43. NIVELES PLASMATICOS DE MIP-1a.

pg/ml IQR ) )
GRUPO MEDIANA 25% - 75% MIN — MAX
GC 24.3 14.6 —42.1 0.2-101.3
ENI 21.9 12.3-41.7 0.0-102.9
ENlsx 17.2 8.4-34.38 1.3-71.6
ENIyy 23.9 13.9-44.4 0.0-102.9
VIH+ 114.0 70.5-590.5 2.0-1919.7
LTNP 86.5 61,0-122.0 2.0-563.0
NP 665.7 84.8 -1470.0 22.0-1919.7
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FIGURA 17. NIVELES PLASMATICOS DE MIP-1p.
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Los puntos representan la distribucion de los valores del nivel plasmaticos (pg/ml)
de MIP-1B y la linea horizontal, su mediana. Los ENI y de éstos, los ENI,y, tuvieron
cifras significativamente superiores a las del GC; de tal forma que y con lo que
respecta a las concentraciones plasmaticas de MIP-1B, son diferentes ENIsx y
ENIlyy. Mientras que los valores de los subgrupos VIH+, no difieren del control y

presentaron menos dispersion.
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FIGURA 18. NIVELES PLASMATICOS DE RANTES.
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Los puntos representan los valores de la distribucion de los niveles plasmaticos
(pg/ml) de RANTES vy la linea horizontal, su mediana. Sélo los individuos ENIsx
tuvieron concentraciones de RANTES semejantes a las del GC. Mientras que los

pacientes VIH+ tuvieron una mediana mas baja y valores mas dispersos.
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FIGURA 19. NIVELES PLASMATICOS DE MIP-1a.
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Los puntos representan los valores del nivel plasmaticos (pg/ml) de MIP-1a y la
linea horizontal, la mediana. No hubo diferencia en la distribuciéon de los valores
entre el GC y el grupo y subgrupos ENI. En cambio, en el caso de los pacientes VIH+
fue muy dispersa y con medianas significativamente elevadas a las del GC; siendo
mas evidente esta diferencia con los pacientes NP, quienes tuvieron las

concentraciones plasmaticas de RANTES mas elevadas.
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5. 6 GENOTIPOS SDF1-3’A.

Los hallazgos muestran que la homocigocia SDF1+/+ estuvo
uniformemente distribuida entre los grupos de estudio (Ver TABLA 44). La
frecuencia de la variante heterocigota para el alelo SDF1-3’A fue mas alta
en el grupo VIH+, con 51.3%; siendo estadisticamente significativa la
diferencia con la del GC (37.5% y p=0.05) y con la del grupo ENI de
(23.3% y p<0.001) la menor frecuencia fue la del subgrupo ENIsx con
16.7%, mientras que la del ENIyy fue de 30.0%. La frecuencia de esta
variante tampoco es diferente entre los subgrupos de pacientes VIH+,
59.8% para el LTNP y 41.1% para el NP.

Por lo que se refiere al genotipo SDF1-3’A/3’A, no hubo diferencias
significativas entre los tres grupos de estudio; cabe resaltar que los cuatro
individuos ENI con mutacién homocigota para el alelo SDF1-3’A fueron del
subgrupo ENIyy (13.3%). Por otro lado, esta variante genotipica estuvo
sub-representada en el subgrupo LTNP (2.4%) con respecto al GC (8.0%),

al grupo ENI (6.7%) y al subgrupo NP (5.8%). (Ver FIGURA 20).
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TABLA 44. FRECUENCIA DE GENOTIPOS SDF1-3’A.

GENOTIPO
GRUPO N(%)
(N)
SDF1+/+ SDF1+/3'A SDF13'A/3A

CONTROL (88) 49(55.7) 33(37.5) 6(8.0)
ENI (60) 42(70.0) 14(23.3) 4(6.7)

ENlsx (30) 25(83.3) 5(16.7) 0(0)

ENlpy (30) 17(56.7) 9(30.0) 4(13.3)
VIH+ (152) 68(44.7) 78(51.3) 6(4.3)

LTNP (82) 31(37.8) 49(59.8) 2(2.4)

NP (70) 37(52.8) 29(41.4) 4(5.8)

La homocigocia SDF1-3’A ha sido asociada a retardo en la progresion de la
infeccion hacia SIDA. En nuestra cohorte sélo 2/82 (2.4%) pacientes LTNP tuvieron
este genotipo. Por otro lado 49/82 (59.8%) de ellos, fueron heterocigotos.
Contrariamente a lo reportado, sélo el 16.7% (5/30) de los ENIsx fueron SDF1+/3’A,
mientras que el 30% (9/30) de los ENIyy tuvieron esta variante genotipica.
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FIGURA 20. DISTRIBUCION DE GENOTIPOS SDF1-3’A EN LA
COHORTE DE ESTUDIO.
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La homocigocia SDF1-3’A estuvo sub-representada en los individuos del subgrupo
LTNP (2.4%), mientras que el 13.3% de los ENIlyy tuvieron esta variante genética. Por
otro lado, la heterocigocia (SDF1+/3’A) estuvo sobre-representada entre los LTNP
(59.8%).
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5.7 NIVELES PLASMATICOS DE SDF-1.

Los valores minimo y maximo de la concentracion plasmatica (ng/ml) de
SDF-1 de la cohorte total fueron 0.00 y 238.6. La TABLA 45 resume los
niveles circulantes de SDF-1 en los diferentes subgrupos de estudio. El
grupo GC estuvo compuesto por 119 donantes voluntarios sanos, el grupo
ENI estuvo compuesto por 29 ENIyy ¥y 31 ENlsy; el subgrupo LTNP estuvo
formado por 81 pacientes y el de NP por 46. Los individuos ENlsx
presentaron una concentracion plasmatica tres veces superior a la del GC,
con p=0.0002; no asi el grupo ENIyu, con quien no hubo diferencia
(P=0.15). Los subgrupos ENI son diferentes entre si, la media del subgrupo
ENlsx también es tres veces superior a la de los ENlyy, con una p=0.0002.
Por otro lado, los niveles plasmaticos de SDF-1 fueron significativamente
mas altos en los pacientes LTNP con respecto al grupo GC (p=0.0001).
(Ver FIGURA 21).

TABLA 45. CONCENTRACION PLASMATICA DE SDF-1.

ng/ml IQR ] ]
GRUPO MEDIANA  25% - 75% MIN - MAX
GC 11.2 7.9-20.3 0.0 - 198.2
ENI 19.5% 7.9-356 1.2-123.7

ENlsx 30.9 20.3 - 48.6 1.3 - 64.1
ENlyum 9.6 40-14.2 1.2-123.7
VIH+ 27.9% 15.2-42.6 0.4 -238.6
LTNP 29.4 74-408 5.4 -238.6
NP 19.7 3.72-429 0.4 —215.1

La barra horizontal representa la mediana de la distribucion de los niveles
plasmaticos de SDF-1. La mediana de los individuos ENI fue significativamente
superior a la del GC (& p<0.001); lo mismo pudo observarse en el caso de los VIH+
(°p=0.001).
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FIGURA 21. NIVELES PLASMATICOS DE SDF-1.
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La linea horizontal representa la mediana de las cifras de SDF-1 en plasma. En el
grupo ENI, y en especial en el subgrupo ENIsx, la distribucién de los valores de SDF-
1 plasmatico fue menos dispersa y con una mediana mas alta que la de los ENI,y.
Los pacientes VIH+ también tuvieron una mediana significativamente mas alta que

el GC y de ellos el subgrupo LTNP.
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5.8 NIVELES PLASMATICOS DE SDF-1 Y GENOTIPOS SDF1.

Se compararon los niveles plasmaticos de SDF-1 entre los tres genotipos
para la mutacion SDF1-3'A (ver TABLA 46 y FIGURA 22 ). La variante
homocigota SDF1-3’A presenté la mediana mas baja (7.9 ng/ml) e IQR de
5.1ng/ml — 14.1 ng/ml; valor que difiere significativamente (p=0.005) con la
variante wild type (SDF1+/+), cuya mediana es de 16.4 ng/ml
(IQR=8.95ng/ml — 34.45 ng/ml), y con la heterocigota (p=0.001), quienes
tuvieron una mediana de 19.9 ng/ml con un IQR de 9.8 ng/ml — 40.8 ng/ml.
Mientras que no se hallaron diferencias entre los individuos homocigotos

wild type y los que presentaron la variante heterocigota (p=0.214).

TABLA 46. NIVELES PLASMATICOS DE SDF-1 Y GENOTIPOS SDF1-
J'A.

ng/ml IQR ] ]
GENOTIPO N MEDIANA  25% -75%  MIN - MAX
SDF1+/+ 140 16.4 89-345 04-207.3
SDF1+/3’'A 110 19.9 9.8-408 0.0-238.6
SDF1-3'A/3’A 15 7.9 5.1-14.1 4.0-43.0

Los individuos con homocigocia SDF1-3’A tuvieron una mediana del nivel
plasmatico de SDF-1, significativamente menor que las otras dos variantes

genotipicas.
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FIGURA 22. NIVELES PLASMATICOS DE SDF-1 Y GENOTIPOS SDF1-
J’'A.
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La linea horizontal representa La mediana de la concentracion plasmatica de SDF-1
en funcion de la variante genotipica SDF1-3’A. Los individuos con homocigocia
(SDF1-3’A/3’A) presentaron niveles plasmaticos de SDF-1 significativamente
menores; de tal forma que, esta variante genética podria estar relacionada con
menor produccion de SDF-1.
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5.9 NIVELES PLASMATICOS DE IL-16.

Se midieron los niveles plasmaticos de IL-16 en los diferentes grupos tanto
de pacientes infectados por el VIH como ENI y controles. La concentracion
sérica de IL-16 fue significativamente mas alta en los ENIlyy y en los NP
(con medianas de 1062.8 pg/ml y 1078.2, respectivamente), que en el GC
(mediana=677.3 pg/ml), siendo estas diferencias significativas con valores
de p=0.004 para GC vs ENIyv y p<0.001 para GC vs NP. Por otro lado, el
GC no presenté diferencias con el LTNP (mediana=916.6 y p=0.2).
Tampoco hubo diferencias entre los grupos ENI y LTNP (p=0.23) mientras
que los valores de los ENI Y NP si lo son, con una p=0.039. También los

pacientes NP presentan cifras de IL-16 mas elevadas que los LTNP, con

p=0.005. (Ver TABLA 47, FIGURA 23).

TABLA 47. NIVELES PLASMATICOS DE IL-16.

pg/ml IQR ] ]
GRUPO MEDIANA 25% - 75% MIN - MAX
GC 677.3 428.7 - 11004 102.3 —4829.1
ENI 837.2 596.0 —2188.9 194.1 — 7382.
ENlsx 812.9 596.0 —1347.0 238.0-6192.1
ENlpym 1062.8 649.8 —2188.9 194.1 —-7382.2
VIH+ 932.1 563.4 — 1862.3 102.7 —4542.2
LTNP 916.6 396.7 — 14516 102.7 — 3933.5
NP 1078.2 721.0 —3528.2 229.6 —4542.2

Tanto los ENI como los pacientes VIH+ tuvieron medianas significativamente

superiores a las del grupo control.
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FIGURA 23. NIVELES PLASMATICOS DE IL-16.
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La linea horizontal representa la mediana de la concentraciéon plasmatica de IL-16
(pg/ml). Por otro lado, se observaron diferencias significativas entre los valores de
los ENIlyy y los ENIsy; los ENIyy con mediana superior a la de los ENIgy; lo mismo
sucede entre NP y LTNP.
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5.10 RESUMEN DE RESULTADOS.
SUBPOBLACIONES DE CELULAS T.

Los subgrupos de pacientes VIH+ (LTNP y NP), tuvieron niveles de células
T CDA4+, significativamente menores que los grupos GC y ENI. y es en los
pacientes NP donde se marco el deterioro inmunitario. Fueron también
estos subgrupos quienes tuvieron una significativa expansién de células T
CD8+ en PBMC, con respecto a los grupos control y ENI y por tanto, una
relacion CD4/CD8 mas disminuida.

En los pacientes NP hubo un marcado incremento de células T
CD4+ y CD8+ activadas, una disminucién de células T CD8+ que expresan
CD28. Ademas, en los pacientes con SIDA, se observé una disminucion de
las células T CD8+ naive y un aumento de las células T CD8+ memoria.
Estos resultados sugieren un sistema inmune general y persistentemente

activado.
EXPRESION DE CCR5 EN CELULAS T CD4+ Y CD8+.

Por lo que se refiere a la expresion de CCR5 en células T, se pudo
observar que son los pacientes VIH+ los que tuvieron niveles de CCR5
significativamente inferiores a los grupo GC y ENI. Al subdividir los
grupos de estudio se encontr6 que sélo existe significancia estadistica
entre el subgrupo LTNP con respecto al GC y al grupo ENI.
POLIMORFISMO CCR5A32.

No se hallaron individuos homocigotos (CCR5A32/A32) para la deleccion
A32 del gen CCR5 en ninguno de los grupos de estudio; variante genética
que se relaciona con resistencia a la infeccion por el VIH'%%% Mientras
que la heterocigocia (CCR5+/A32), estuvo presente en el 17.6% (6/34) de

los ENIsx y solo en 6.5% de los ENIlyy, y también estuvo sobre-
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representada entre los LTNP ya que sélo la tuvieron el 10.7% de los
pacientes del subgrupo NP y el 25.3% de LTNP y unicamente el 14.5% del
GC y 12.3% de los ENI. Recordemos que fueron los pacientes LTNP
quienes tuvieron niveles disminuidos de CCR5 en células T. Con tendencia
al limite, los ENI tienen menos probabilidad de tener genotipo CCR5+/A32
que los LTNP y éstos tienen 3 veces mas probabilidad de tenerla con
respecto a los NP.

ALELO CCR5A32 Y EXPRESION DE CCR5 EN CELULAS T.

Aunque no hay diferencia en la expresion de CCR5 en células T CD4+
entre las dos variantes genéticas halladas en la cohorte de estudio, el
analisis establecié que el patron de expresion del co-receptor de muchos
individuos mostré una buena correlacion con el genotipo CCR5, ya que
fueron unos pocos individuos CCR5+/+ quienes mostraron niveles bajos de
CCRS5, y las células T CD4+ de una minoria de sujetos CCR5+/A32
expresaron niveles extremadamente altos de la molécula. En cambio, no
se observa la misma tendencia en lo que se refiere a células T CD8+.

Cuando la cohorte se dividi6 por grupos de estudio, los ENI
CCR5+/A32, tuvieron niveles de CCR5 tanto en células T CD4+ como
CD8+, menores que los de la variante CCR5+/+; pero esta diferencia no
fue significativa. Lo que si se ha podido observar es que los individuos
heterocigotos para la deleccidon A32, tuvieron cifras practicamente muy
concentradas en valores bajos.

Tampoco se hallaron diferencias en la expresion de CCR5 en
células T CD4+ y CD8+ versus genotipo CCR5A32 entre los otros

subgrupos. Hemos de resaltar que los niveles de CCRS en células T CD8+
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son extremadamente heterogéneos y que los pacientes LTNP con genotipo
CCRS5+/+ tuvieron niveles de CCR5 tanto en células T CD4+ como CD8+,
significativamente inferiores a los del GC.

NIVELES PLASMATICOS DE B-QUIMIOCINAS.

En general, los individuos ENI tuvieron concentraciones plasmaticas de
MIP-18 mas altas que los de GC y VIH+; aunque los ENlsx tuvieron sus
niveles dos veces mas altos que el GC, fue en los ENIyy en quienes se
observaron los niveles mas altos de esta quimiocina (7 veces mas). Es
importante hacer notar que estos altos niveles en los ENI parecen no ser
consecuencia de un estado de activacion, ya que estos individuos no
tuvieron niveles altos del marcador de activacion CD38 en células T. No se
hallaron diferencias entre los valores del GC y VIH+.

Los ENI tuvieron niveles plasmaticos de RANTES mas bajos que el
GC y unicamente los valores de los ENIsx fueron semejantes a los del GC.
Tampoco los LTNP se diferencian de los individuos sanos y si de los NP,
cuyos valores de RANTES fueron mas bajos.

Los niveles plasmaticos de MIP-1a entre los ENI y el GC son muy
semejantes; en cambio, los pacientes VIH+ tuvieron sus concentraciones
plasmaticas significativamente aumentadas, y mas aun los NP que los
LTNP. Por lo que una elevaciéon en el nivel plasmatico de MIP-1a prodria
ser un predictor de progresion a SIDA.

EXPRESION DE CXCR4 EN CELULAS T CD4+ Y CD8+.

Los niveles de CXCR4 en células T CD4+ de los ENIsx fueron
significativamente menores a los de los ENIyy, mientras que los pacientes

LTNP tuvieron valores mas bajos del co-receptor a los del grupo NP y muy
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semejantes a los de los grupos GC y ENI. En cuanto al nivel de este co-
receptor en células T CD8+, también se observaron concentraciones
inferiores en los LTNP que en los sujetos sanos e individuos ENI, sélo que

no hay diferencias entre LTNP y NP.
GENOTIPO SDF1-3’A.

En nuestra cohorte solo 2/82 (2.4%) de los pacientes LTNP tuvieron
genotipo SDF1-3’A/3’A variante que se asocia a retardo en la progresion
hacia SIDA'® frente a 8.0% del GC y 6.7% del ENI (13.3% ENlyu) y 5.8%
NP. Contrariamente a lo reportado,'®, sélo el 16.7% (5/30) de los ENlsx
fueron heterocigotos SDF1+/3’A, mientras que el 30% (9/30) de los ENlum
tuvieron esta variante genotipica. A pesar de ello, no hay diferencia
significativa en la frecuencia de la mutacion SDF-1 3’A entre ENI y GC; por
lo que no la encontramos asociada a resistencia a la infecciéon por VIH-1.
Por otro lado, entre los LTNP el genotipo SDF1+/3’A estuvo sobre-
representado; ya que 49/82 (59.8%) de ellos presentaron heterocigosis

frente a un 37,5% del GC y 23.3% del grupo ENI.
NIVELES PLASMATICOS DE SDF-1.

Por lo que se refiere a la quimiciona SDF-1, se pudo observar que los
niveles plasmaticos de ella fueron mas altos en los ENI que en el GC y que
los valores de los ENIsx fueron significativamente superiores que los de los
ENIym. EN el caso de los pacientes VIH+, los niveles plasmaticos de SDF-1
fueron mas altos en LTNP que en el GC y también significativamente mas

altos que en NP.

206



NIVELES PLASMATICOS DE SDF-1 Y GENOTIPO SDF1-3’A.

Los individuos con homocigocia SDF1-3’A/3’A tuvieron niveles plasmaticos
de SDF-1 significativamente mas bajos que los de las otras dos variantes

genotipicas.
NIVELES PLASMATICOS DE IL-16.

Tanto los individuos ENI como los pacientes VIH+, tuvieron niveles
plasmaticos de IL-16 significativamente superiores a las del grupo control.
Resaltando que la concentracion plasmatica de los ENIyy es superior a la

de los ENIsx y la de los NP, superior a la de los. LTNP.
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6. DISCUSION
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6 DISCUSION.

La exposiciéon al VIH-1 puede resultar en infeccidn por el virus, la cual se
define por seroconversion y deteccion de anticuerpos especificos contra el
VIH-1. Sin embargo, es claro que existen mecanismos efectivos que evitan
la infeccién, pues esta documentado que hay personas expuestas al VIH-1
a través de contacto sexual®’ o parenteral, mediante productos
sanguineos contaminados, que no llegan a infectarse®'®*; estos
individuos han sido identificados, entre parejas discordantes quienes

practican sexo no protegido*!8422:423:425:426.644. 5 ostititas®?’ 2% adictos a

drogas intravenosas*® e hijos de madres seropositivas al VIH-14334%

son
individuos en quienes no se observa seroconversion a pesar de multiples
exposiciones documentadas al VIH-1, y se les conoce como expuestos no
infectados (ENI).

Por otro lado, la patogenia de la enfermedad por el VIH es compleja;
su naturaleza multifactorial esta reflejada por las tasas altamente variables,
de progresion de enfermedad que se observan en los individuos infectados
por el virus. La importancia de los factores del huésped en la modulacion
de las tasas de progresion de enfermedad estd subrayada por la
observacion de la existencia de individuos que fueron infectados por una
fuente comun, pueden presentar desenlaces clinicos ampliamente
variables®4*%4¢,

El tiempo medio desde la infeccién por el VIH-1 hasta el desarrollo
de SIDA es de 8-10 afos, pero ya desde el inicio de la década de los

90's®*®” se habia documentado la existencia de una pequefia proporcion

de pacientes (actualmente entre un 5-10%), cuya infeccién por el VIH-1 no
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progresaba y han sido caracterizados como no progresores a largo plazo
(LTNP). Estos pacientes han sido identificados entre personas infectadas
cuyos factores de riesgo incluye exposicién sexual, adiccion a drogas
intravenosas y transfusiones®0:82:8%87.647.

Los LTNP estan estrictamente definidos como aquellos pacientes
con una infeccién documentada de mas de 13 afios y que, sin tratamiento
anti-retroviral, no presentan sintomas, la cifra de células T CD4+ es normal
(> 600/ul), y se ha mantenido practicamente igual en los ultimos cinco afos
y, la carga viral permanece baja o indetectable a pesar del periodo
prolongado de la infeccion por el VIH-1. Por el contrario, quizas el 10% de
todas las personas infectadas con el VIH-1 son progresores rapidos®®42.

La identificacion de estos pacientes ha permitido la comparacion de
personas con diferentes tasas de progresion de enfermedad a fin de tratar
de aclarar los factores que determinan el riesgo individual para progresion.

La existencia de pacientes LTNP e individuos ENI sugiere que, tanto
la inmunidad natural como la adquirida contra la infeccion por el VIH-1
existen y, que podrian ser los principales determinantes del desenlace
clinico de la infeccidn.

De tal forma que, la interaccién de complejos y numerosos factores
del virus, como virulencia del patégeno y, del huésped; genéticos,
respuesta inmune y el microambiente de ciertas citocinas, podrian
determinar no solo el curso de la enfermedad sino también el riesgo para la
adquisicion inicial del VIH-1.

Estudios inmunolégicos y genéticos de personas LTNP y ENI, asi

como datos de estudios de infeccidn primaria por el VIH-1, han ayudado a
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aclarar los mecanismos por los cuales algunas personas son resistentes a
la infeccion por el VIH-1 0 muestran una tasa muy lenta de progresion de
enfermedad.

Desde mediados de los 80’s se sabe que la presencia de la
molécula CD4 en la superficie de la célula era necesaria pero no suficiente
para la entrada del VIH-1 a la célula diana. Asi, un avance en nuestro
entendimiento de la patogenia del ViH-1 y por tanto, en el entendimiento de
los factores del huésped que podrian afectar la susceptibilidad y progresién
de la infeccién por el VIH-1, se dio en 1995, cuando fueron caracterizadas
las B-quimiocinas RANTES, MIP-13 y MIP-1a. como los principales
componentes supresores de la replicacion del VIH-1, producidos por las
células T%%°.

Fue en 1996 cuando Feng et aP%, identificaron a la molécula
CXCRA4, receptor de la a-quimiocinas SDF-1, y que se encuentra en las
células T, como la molécula que las variantes Sl, ahora llamadas X4, del
VIH-1, utilizan como co-receptor necesario para la entrada del VIH-1 a la
célula diana. En el mismo afo, varios grupos publicaron resultados
mostrando que el receptor para RANTES, MIP-1a y MIP-1p era un receptor
de quimiocinas llamado CCRS y que se encuentra en macrofagos,

T28,29,507-509,545.

monocitos y algunas células ; co-receptor preferentemente

usado por las cepas virales NSI°%®°%°

, ahora llamadas cepas R5. No
obstante, estas restricciones no son absolutas ya que algunos virus son
capaces de utilizar ambas clases de receptores y son entonces referidos

como virus duales**®*°. Ademas, ciertos subgrupos de virus son capaces

de utilizar los receptores CCR2b?® y CCR3°® para entrar a la célula diana.
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La interaccion entre la proteina de envuelta del virus gp120 y la molécula
CD4 induce un cambio conformacional que permite la interaccion del virus
con el receptor de quimiocinas y ultima la fusidn del virus y la membrana
celular del huésped®*¢°°,

El curso usual de la enfermedad de un individuo infectado por el
VIH-1 comienza, inmediatamente después de la seroconversion, con la
transmision de una cepa fenotipo R5, aun en individuos expuestos a
mezcla de ambos virus®**%; como el virus muta y el fenotipo cambia, las
cepas X4 tienden a emerger durante los estadios avanzados de la
infeccion en  aproximadamente el 50% de los individuos
infectadog?':3280.113.599.661.652.  ogtas  cepas han sido asociadas a
citopatogenicidad aumentada, resultando en una deplecciéon de células T
mas rapida®80.114652:6% " Esta transicion entre fenotipo ha sido asociada a
evolucién en el uso del co-receptor**?1°,
Por lo tanto, un modelo que actualmente tiene cabida, con sus

128508 o5 que las

excepciones, ya que existen cepas con tropismo dua
cepas R5 del VIH-1 infectan macréfagos, monocitos y células T mediante
el uso de la expresiéon de CD4 y CCR5 del huésped, como co-receptores.
Mientras que las cepas X4 infectan células T usando CD4 y CXCR4 como
co-receptores.

Por lo tanto, los receptores de quimiocinas podrian bloquear la
entrada del VIH-1 por interferir la unién del virus con el receptor o porque al
unirse al receptor, disminuyen su disponibilidad®®. De tal forma que las

quimiocinas RANTES, MIP-1a y MIP-1 pueden bloquear las cepas R5 del

VIH-1 , mientras que SDF-1, ligando natural para CXCR4, a las cepas X4.
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Por lo que, el uso de CCR5 por el VIH parece ser critico para mantener
una infeccion exitosa en individuos susceptibles.

Antes del descubrimiento de la actividad anti-VIH de las pB-
quimiocinas, altos niveles de factores solubles supresores del VIH-1 fueron
encontrados asociados a infeccién por el VIH-1 asintomatica**®. Esta
asociaciéon, junto con los mecanismos antivirales conocidos de estas
quimiocinas condujo a la hipétesis que altos niveles de RANTES, MIP-1a y
MIP-1p3, podrian estar asociados con resistencia a la infeccion primaria y/o
avanzada por el VIH-1. Con base en esta idea, la sobreproduccion de
estas moléculas se ha relacionado con resistencia a la infeccion en
individuos ENI®?%"4%"7 haja transmision maternal del virus®® y a un mejor
estado clinico en individuos VIH+ sin terapia anti-retroviral'%’:°78:582-585.655
Sin embargo, no podemos dejar de mencionar que a pesar del
establecimiento de RANTES, MIP-13 y MIP-1a como los principales
mediadores solubles de la actividad anti-VIH, y que en cuanto a los
linfocitos T, las células CD8+ son una fuente potente de quimiocinas®®,
aun no hay evidencia concluyente acerca de papel de las respuestas anti-

VIH mediadas por las p-quimiocinas en la patogenia de la infeccion®’ "

659

Los datos mas importantes de la relacion entre sobre-produccion de
B-quimiocinas (MIP-1a, MIP-1B y RANTES) y resistencia a la infeccion
comienzan con el anadlisis de una cohorte de hemofilicos ENI, seguida por
Zagury et al™, encontraron que las PBMC de estas personas producen
niveles incrementados de B-quimiocinas cuando son estimuladas con PHA

e IL-2 en comparacion con las células de controles seronegativos al VIH-1;
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los autores sugieren que la resistencia en estos sujetos esta mediada
inmunologicamente y se reflejd en una liberacibn mas alta de -
quimiocinas en respuesta al estimulo antigénico. Otros datos que refuerzan
el papel de estas quimiocinas son los intentos para identificar proteccion en
macacos vacunados realizados por varios investigadores®’-9°%9,

En otro estudio, también in vitro, Ullum et a’®* asocian un alto nivel
de produccion de MIP-1 con un riesgo disminuido de progresion a SIDA o
muerte; ellos encontraron que los pacientes VIH+ sin SIDA, tuvieron
niveles incrementados de produccién de RANTES, MIP-1a y MIP-1p;
mientras que los pacientes con SIDA tuvieron produccion disminuida de
MIP-1B y niveles similares de las otras quimiocinas, cuando fueron
comparados con controles. Los resultados que muestran Cocchi et al’®,
indican que los individuos HIV+ asintomaticos producen niveles mas altos
de MIP-1B y MIP-1a pero no de RANTES, que los donantes sanos o
pacientes que progresan a SIDA, lo que sugiere que la produccion
constitutiva de las B-quimiocinas podria tener un papel importante en el
desenlace de la infeccion. Sin embargo, algunos reportes no han
encontrado relacion entre niveles de produccion de quimiocinas y tasas de

°83661-664 ¢ proteccion de infeccion. Fowke et af®®, encontraron

progresion
que las PBMC obtenidas de mujeres resistentes al VIH-1 produjeron
menos MIP-1a y MIP-1B que las células de controles; hecho que hace
suponer que en estas poblaciones de riesgo, la resistencia al VIH-1 no esta
relacionada con sobreproduccion de -quimiocinas.

Asi que, aunque las quimiocinas se comportan como potentes

factores anti-VIH in vitro, su papel in vivo en el curso de la infeccion por el
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VIH y progresion de enfermedad no estda muy claro. Se han hecho varios
estudios tratando de correlacionar los niveles plasmaticos o séricos de las

1 575,665,666

quimiocinas y la proteccion de infeccién por VIH- O progresion a

SIDA 374:°93.595.657-660.666-669 harg con resultados conflictivos y dificiles de
interpretar.

Hemos estudiado si los niveles de las tres B-quimiocinas pueden ser
protectivos contra la infeccion o contra la progresion de la enfermedad por
el VIH-1; para lo cual comparamos las concentraciones plasmaticas entre
sujetos no expuestos, individuos con exposicion documentada pero no
infectados y pacientes seropositivos al VIH-1, encontrando que las
mediciones en plasma de MIP-1B, MIP-1a. y RANTES tienen variabilidad
inherente®®®"%; ademas de ciertas diferencias en los niveles plasmaticos
de las quimiocinas entre los grupos de estudio.

El analisis demostré que los individuos ENI (ENlsx y ENIlym),
unicamente tuvieron niveles plasmaticos altos de MIP-183; aunque son los
expuestos a hemoderivados, en quienes se observaron las cifras mas
elevadas de la quimiocina con respecto a las personas no expuestas y a
los pacientes infectados. Es particularmente notable que MIP-13 es la
unica quimiocina que se une exclusivamente a CCRS.

Por otro lado, tanto los individuos ENI como los pacientes VIH+
tuvieron niveles plasmaticos de RANTES significativamente menores que
los del GC. Por lo que se refiere a los ENI, fueron los ENIyy quienes
tuvieron los valores mas disminuidos y en el caso de los VIH+, los NP;

aunque sin diferencias con los LTNP. Ademas, a diferencia de los reportes

que mencionan que los individuos VIH+ presentan niveles circulantes de
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MIP-1B, MIP-10. y RANTES inferiores a los de los sujetos VIH negativos®®,
nosotros no encontramos diferencias entre los valores de los grupos
control versus pacientes seropositivos; tampoco las hubo entre el estado
clinico LTNP versus NP®°8:6¢0.

Con los resultados mostrados nosotros no encontramos correlacion
entre niveles plasmaticos de RANTES vy resistencia y/o progresiéon de la
infeccion por el VIH-1°°.

Ahora bien, el papel de los niveles plasmaticos de RANTES en la
proteccion contra la progresion de la enfermedad por el VIH-1 también es
controversial. Un estudio transversal demostré un nivel sérico mas alto de
RANTES en pacientes con progresion a SIDA que en no progresores®’.
Con base en resultados de un estudio longitudinal donde se incluyeron
pacientes VIH+ con diferentes grados de progresién, Polo S et af®,
sugieren que una elevacion de RANTES sérico predice una progresion
rapida de enfermedad desde los estados precoces de la infeccidén. Por el

658 o encontraron diferencias en los niveles de

contrario, en otro reporte
quimiocinas entre LTNP y progresores. Muller et af®, dicen que la
proporcion aumentada de células activadas CD8+CD38+ en PBMC de los
pacientes seropositivos es paralela al aumento de los niveles plasmaticos
de RANTES; lo cual podria indicar que la activacion inmune es lo que
contribuye al aumento de la concentracion de la quimiocina en plasma. En
nuestra, cohorte Unicamente los NP tuvieron un marcado incremento de

células activadas con respecto a los LTNP pero niveles muy similares de

RANTES.
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Es importante enfatizar que ninguna medicién de RANTES en suero
o plasma refleja los niveles circulantes porque ellos resultan, en gran parte,
de la liberacion ex vivo de la quimiocina durante el procesamiento de la
muestra de sangre. Se sabe que RANTES se encuentra almacenado en
los a-granulos de las plaquetas671 y es rapidamente liberado durante a
coagulacion®°%672-:674,

Otro hallazgo sobresaliente de nuestro analisis ha sido el hecho que
los pacientes VIH+ fueron los unicos que tuvieron niveles plasmaticos de
MIP-1a significativamente superiores a los del GC y ENI y, que fue en el
grupo NP donde se observé el mayor incremento de la quimiocina; hecho
que podria estar correlacionado con el estado persistentemente activado
del sistema inmune observado en estos pacientes?**¢°.

Por lo tanto y dado que unicamente los individuos ENIlyy tuvieron
niveles plasmaticos excesivamente elevados de MIP-13, es esta
quimiocina la que podria ser, parcialmente, responsable de la resistencia a
la infeccion por el VIH-1, especialmente en los ENIyy como ha sido
sugerido por hallazgos en pacientes hemofilicos®”*. Ademas, los niveles
plasmaticos incrementados de MIP-1a que tuvieron los pacientes NP
podrian representar un indicador de progresién a SIDA.

Aun en estudio donde se evaluan los cambios en los niveles
plasmaticos de las B-quimiocinas después de terapia antirretroviral los
resultados presentan controversia®®>°"°.

El descubrimiento que los receptores de quimiocinas son usados por

el VIH-1 como co-receptores para la entrada celular condujo al

descubrimiento de factores genéticos del huésped que podrian afectar la
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susceptibilidad a la infeccién por el VIH-1 o la tasa de progresion de
enfermedad una vez establecida la infeccion.

Tales factores genéticos podrian determinar el desenlace de
interacciones entre el virus y el huésped en varios caminos. Por un lado,
las respuestas inmunes del huésped contra el VIH estan restringidos por
los alelos del MHC del individuo. Por otro lado, estudios recientes han
mostrado que las caracteristicas cualitativas y cuantitativas de las
respuestas inmunes del huésped podrian ser importantes moduladores de
la progresion de la enfermedad. Asi, la apreciacién del papel de los
factores del huésped en la patogenia de la enfermedad por el VIH podria
dirigir al disefio de nuevas estrategias terapéuticas.

Genes para un detallado conjunto de quimiocinas circulantes y sus
receptores claramente regulan la unién celular y la penetracion del VIH.
Pero el mejor caracterizado de estos rasgos genéticos es el
descubrimiento de un defecto en el gen CCR5 (deleccion de 32 bp), el cual

fue primero identificado en 1996°°°

en dos hombres homosexuales y en
una cohorte de pacientes hemofilicos'®; este polimorfismo tiene un
impacto importante en la susceptibilidad a la infeccion por el VIH en
individuos homocigotos para este defecto y en la progresion de
enfermedad en individuos heterocigotos'®***%%  sugiriendo que la
expresion de CCRS puede estar alterada en ellos, y que ésto afecta la
replicacién in vivo del VIH. Aunque el papel protector del polimorfismo del
receptor de quimiocinas CCR5 (CCR5-A32) en la resistencia y/o progresion

de la infeccion VIH/SIDA es controversial*?100:102:261.553,612,676
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Algunos estudios epidemioldgicos han mostrado que el genotipo
CCR5A32/A32 protege ampliamente contra la adquisicion del VIH-1 y

presumiblemente refleja el fracaso a transmitir inicialmente una cepa
R15100.554,655,602

En varios estudios, grandes cohortes de individuos VIH+ fueron
analizadas en busca de la presencia del alelo A32 y no se identificaron
individuos homocigotos para la mutacion. Por el contrario, en cohortes de
individuos ENI se observé una alta frecuencia de la variante genotipica
CCR5A32/A32 en comparacion con individuos no expuestos, demostrando
la clara ventaja protectiva conferida por el alelo A32°%%°°° No obstante, el
efecto protectivo de este alelo no es absoluto; ya que existen reportes que
describen individuos CCR5A32/A32 que estan infectados con el
V|H42'606’608.

Por otro lado, existen datos que sugieren que los individuos
heterocigotos para la mutacion CCR5A32 tienen progresion retardada a
SIDA o a muerte; sin embargo, aunque con pocas excepciones®>*%%,
también hay varios estudios en donde se demuestra que personas
heterocigotas para la mutacion CCR5A32 (CCR5+/A32) no son menos
susceptibles a la infeccién por el VIH-1°°°%%2 Se sabe que los individuos
heterocigotos tienen mas probabilidad de tener una carga viral mas baja,
tasas mas disminuidas de pérdida de células T CD4+ y, permanecer libres
de enfermedad por mas tiempo que los individuos CCR5+/+100:954:555.602,
Asi, aunque hay una cierta correlacion entre el genotipo heterocigoto y

progresion retardada de la enfermedad, no necesariamente todos los

individuos CCR5+/A32 seran no progresores.
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También se ha observado que los linfocitos de individuos con
heterocigocia A32 en comparacion con los de los homocigotos
CCR5+/CCR5+, muestran, in vitro, niveles reducidos de replicaciéon de
cepas R5%°%°* |0 cual podria tener una significancia in vivo.

Asi, para investigar la influencia del alelo A32 del gen CCRS en la
transmision o progresiéon de la infeccion por el VIH, se han comparado
pacientes infectados por el VIH con individuos no infectados pero
expuestos, por virtud de su inclusién en grupos de riesgo para SIDA y con
sujetos no expuestos al VIH.

En US, la frecuencia del alelo A32 del gen CCR5 es del 11% en
individuos blancos, pero s6lo del 1.7% en personas negras; se encuentra

en un alto porcentaje en poblaciones Caucasicas de Europa®*°%602

y en
la cohorte de nuestro estudio, la frecuencia global del alelo fue de 15.4%.
Por otro lado, al comparar la frecuencia del alelo CCR5-A32 en individuos
infectados (18.1%) versus no infectados, ENI o donantes sanos (13.5%),
no encontramos diferencias significativas, resultados que coinciden con los
reportados en la bibliografia*®®->53554677

La reduccion en la replicacién de cepas R5 observada en linfocitos T
CD4+ de individuos CCR5+/A32, ha sido correlacionada con el nivel de
expresion del CCR5 en la superficie celular. Usando anticuerpos
monoclonales anti-CCRS y mediante un analisis por FCAS, los linfocitos T
CD4+ de individuos CCRS5+/A32, mostraron niveles reducidos del co-

receptor. Pero también existe la observacion de que los niveles de CCR5

en células T de individuos heterocigotos para la mutacion son muy
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parecidos con los de los individuos CCR5+/+, hecho que ha sugerido que
no solo el alelo A32 sea el responsable de la expresion de CCR5%%1622,

Cuando se analizé la expresion de CCR5 en PBMC de los
individuos incluidos en nuestra cohorte en funcién del polimorfismo
CCRb5A32, se pudo observar que aunque no existe diferencia en la
expresion de dicha molécula en células T CD4+ entre las dos variantes
genéticas halladas, el analisis establecid que el patron de expresion del co-
receptor de muchos individuos mostré una buena correlacion con el
genotipo CCR5, ya que fueron unos pocos individuos CCRS5+/+ quienes
mostraron niveles bajos de CCRS5, y las células T CD4+ de una minoria de
sujetos CCRS5+/A32 expresaron niveles extremadamente altos de la
molécula.

Si nosotros asumimos que los niveles de expresion de CCRS
pueden limitar la replicacion de cepas RS5, in vivo; podriamos predecir que
aquellos individuos con fenotipo de baja expresion de CCR5 en células T,
mantendran un mejor estado clinico que aquellos con fenotipo de alta
expresion; por lo que en este estudio nosotros analizamos los niveles de
expresion de CCR5 en PBMC de individuos no infectados, tanto no
expuestos como expuestos no infectados, e individuos seropositivos al
VIH-1 (LTNP y normo-progresores), para identificar, con base en este
parametro, diferencias que permitan explicar se estado de susceptibilidad
tanto a la infeccion como a la progresion de la enfermedad por VIH-1.

A pesar de la heterogeneidad de los resultados en la expresion de
CCRS5 en células T de los grupos de estudio y de que los grupos control y

ENI fueron equiparables; pero los ENIsx tuvieron niveles de CCR5 en
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células T CD4+ significativamente menores a los del GC. Por otro lado, y
con respecto a los pacientes VIH+, solo los LTNP tuvieron porcentajes
células T CD4+ que expresan de CCR5 significativamente menores a los
del GC y ENI, datos que no concuerdan con los reportados por Ostrowski
et al*, y Tortajada et al'® quienes encontraron porcentajes
significativamente mas altos de células T CD4+CCR5+ en los individuos
infectados por el VIH al compararlos con sujetos no infectados. Aunque
podria ser un hecho importante porque son precisamente los individuos
LTNP, del grupo de pacientes VIH positivos, quienes tuvieron un menor
estado de activacién inmune con respecto a los NP%®'. Por otro lado, en las
células T CD8+, la expresion de CCR5 estuvo disminuida en los sujetos
VIH+; siendo aun mas pronunciada la diferencia con los LTNP. Los
pacientes del grupo NP tuvieron cifras ligeramente superiores tanto de
células T CD4+ como CD8+ portadoras de CCRS5. Los individuos ENI,
como era de esperarse, se comportan como sujetos sanos.

Los resultados que hemos obtenido en la busqueda del posible
papel del polimorfismo CCR5A32 en la carencia de transmision del VIH-1,
hemos observado que, a diferencia de los reportes con frecuencias

elevadas de homocigocia CCR5-A32 entre individuos EN]'00:5%3-555.602.678

nosotros no solo no detectamos esta variante en el grupo ENI, la cual
provee proteccion contra la variante R5 del VIH'®*** sino en ninguno de
los grupos de estudio. Estos datos concuerdan con los de Zagury et aP™,
quienes en 1998 ya reportaron la ausencia de homocigocia para el alelo

A32 en una grupo de hemofilicos seronegativos altamente expuestos al

VIH-1; con los de Barretina et al’®, quienes solo encontraron un individuos
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homocigoto A32, entre 7 hemofilicos ENI y con Marmor et al”®, quienes
muy recientemente, reportan una frecuencia muy baja (1.3%) de la
variante CCR5A32/A32 entre individuos con practicas sexuales de riesgo
para la infeccion por el VIH-1. Por lo que, no podriamos atribuir la
resistencia a la infeccion en los individuos ENI, a la presencia de la
homocigocia CCRS5-A32; hecho que ya también concuerda con la
propuesta de Goh et al'®®, y Salkowitz et al®®, quienes mostraron que la
herencia de la delecibn A-32 no explica la mayoria de los casos
persistentemente resistentes al VIH.

EN cambio, en nuestra cohorte de estudio hemos hallado que 8
(12.3%) de los 65 individuos ENI son heterocigotos para la mutacion
CCR5A32, de los cuales 2 (6.5%) son ENIyv y 6 (17.6%) son ENlsx; a la
fecha son poco los estudio que existen acerca de la asociacion de la
resistencia a la infeccién por el VIH-1 y la presencia de heterocigocia A32.
Hoffman et al®, encontraron en su estudio de parejas discordantes, una
mayor proporcion (28%) de heterocigocia entre los individuos VIH
negativos que entre los seropositivos (11%), aunque la asociacién sélo fue
vista entre las parejas heterosexuales y no sucediendo lo mismo entre los
homosexuales, pero si que enfatiza la posible asociacidon entre el genotipo
heterocigoto A32 en patrones heterosexuales y la resistencia a la infeccién
por VIH-1 y mas recientemente Marmor et al’’®, han reportado un 12.9% de
individuos heterocigotos en una cohorte de 2996 seronegativos en alto
riesgo de infectarse con el VIH-1. Esta frecuencia fue mayor (22.3%) entre

individuos con riesgo sexual que en aquellos que no tuvieron este riesgo
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(15.9%), sugiriéndose de esta forma una ventaja selectiva en los individuos
ENI con heterocigocia A32 en la progresién de la infeccién por el VIH-1.

Aunque algunos reportes detallan un limitado papel protectivo contra
la progresion de la infeccion por el VIH-1, hemos tratado de determinar la
influencia de la heterocigocia para el alelo mutado A32 del gen CCR5 en la
progresion de la enfermedad y pudimos observar que la variante
CCR5+/A32 estuvo sobre-representada entre nuestros pacientes LTNP, 20
de 154 pacientes VIH+ (25.3%) en comparacion de 8 NP (10.7%), ya se
han hecho algunos reportes al respecto como el de Husman et al est
quienes encontraron un que 48% de los LTNP fueron heterocigotos
CCR5A32 y s6lo 9% de los NP (con un OR 6.9%); también Meyer et al®?,
han mostrado que los pacientes VIH positivos con heterocigocia tuvieron
una probabilidad significativamente disminuida, con respecto a los
pacientes con los dos alelos CCR5, de tener una infeccidn sintomatica.

De tal forma que la adicion del genotipo CCR5A32 a los marcadores
de progresion como CV y CD4+ podria permitir una mejor estimacion del
curso clinico de la infeccién por el VIH.

Ademas, en los pacientes LTNP se pudo observar un nivel
disminuido de la expresion de CCR5 en las células CD4+; datos que
coinciden con los reportes a cerca de la frecuencia aumentada de la
variante heterocigota entre individuos con no progresion o progresion
retardada de enfermedad y expresion alterada de CCRS5 en la superficie
celular10°’1°1’553'555'602’613'616'683'684.

EL SDF-1 es el principal ligando para el receptor CXCR4°**** Esta

molécula sirve como un co-receptor, junto con CD4, para que las cepas X4
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del VIH-1 entre a la célula diana®’, tales variantes aparecen en estados
avanzados de la enfermedad. Este evento es muy préoximo al momento en
que se observa la aparicion de los primero sintomas de SIDA. La aparicion
de las cepas X4, usualmente precede a la caida precipitosa en las células
T CD4+, lo cual sugiere que son estas cepas las que podrian contribuir a la
depleccién de las células T2319%,

El SDF-1 induce una rapida internalizacion de CXCR4, la
disminucién, inducida por el ligando, podria contribuir al efecto anti-VIH del
SDF-1 sobre las cepas X4°2°°24%%% Ademas, existen reportes que un rasgo
genético en la quimiocina SDF-1 podria afectar la progresion a SIDA.

Se ha visto que personas homocigotas para la mutacion en el
segmento conservado de la regién 3’A no traducida (3’UTR) del gen del
SDF-1 (SDF1-3’A) tienen una progresion significativamente retardada a

102629686 También se ha

SIDA y una fuerte proteccion a muerte
hipotetizado que la mutacién SDF1-3’A podria resultar en una produccion
incrementada de SDF-1, resultando, a posteriori, en infeccion en fuerte
competicion con variantes X4 del VIH en el nivel del receptor CXCRA4.

Por el contrario, otras cohortes de estudio muestran que
homocigosis en realidad no protege contra la progresién, sino que, incluso

puede asociarse con la pérdida rapida de células CD4 y muerte?®':262:634-636

0 no tener ningtin efecto sobre ella®'®.
Aqui nosotros analizamos por un lado, los niveles plasmaticos de

SDF-1 en los diferentes grupos y subgrupos de la cohorte para determinar

si tienen relacién con la resistencia y/o progresion de la infeccion por el
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VIH-1 y por otro, el efecto del polimorfismo SDF1-3’A sobre los niveles
plasmaticos de la quimiocina.

Hemos podido observar que la frecuencia de homocigocia es
ligeramente menor en el grupo VIH+, (6/152, 4.3%); en comparacion con el
GC (6/88, 8.0%) y el grupo ENI (4/60, 6.7%), van Rij, et al’**, encontraron
en una cohorte, también de individuos infectados por el VIH, una
frecuencia de la variante homocigota para la mutacion SDF1-3’A del 3.5%.
Debemos hacer notar que de los 6 pacientes VIH+ con la variante
SDF1+/3’A, unicamente 2 (2.4%) pertenecen al grupo LTNP, mientras que
y 4 (5.8%), al grupo NP, datos que presentan discrepancia con los
resultados de estudios que asocian homocigocia SDF1-3’A/3’A con retardo
en la progresién a SIDA'0262°8 nhero que serian consistentes con
aquellos que han mostrado que la homocigosis en realidad no protege sino
que podria estar asociada a progresion acelerada®®?®*®. Asi que, en
contraste al efecto protector de la homocigocia SDF1-3’A/3’A, en el curso
clinico de la infeccion por el VIH-1, nuestros hallazgos de mayor frecuencia
de homocigocia en el grupo NP, no podrian ser asociados con retraso en la
progresion a SIDA.

Fue también en el grupo VIH+, donde hemos encontrado que la
variante SDF1-3’A/3’A esta sobre-representada (51.3% vs 37.5% del GC y
23.3% del ENI); en el mismo trabajo van Rij, et alf**; debemos subrayar
que fue precisamente entre los LTNP, donde observamos la elevada
frecuencia (59.8%) de individuos con heterocigocia.

En el reporte de Winkler et al'®, hacen mencion que el 50% de 79

individuos ENI por via sexual, eran heterocigotos para la SDF1-3’A frente a
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un 30% de individuos, sugiriendo que tal variante genética tuviese un papel
protector frente a la infeccion por el VIH. Al analizar los resultados de
nuestro grupo de individuos ENI, pudimos observar que no concuerdan con
tal reporte ya que unicamente 5/30 (16.7%) ENIsx fueron heterocigotos
frente a 9/30 (30%) ENIlyy.

Sorprendentemente los niveles plasmaticos de SDF-1 fueron mas

altos en los individuos VIH+ %%

Pero es de resaltar que las
concentraciones en plasma de SDF-1 significativamente mas elevadas
fueron las de los LTNP y ademas, los individuos ENIsx tuvieron niveles
plasmaticos mas elevados de SDF-1.

Dado que se ha propuesto que el genotipo SDF1-3'A/3’A podria
aumentar la expresion de SDF-1, hemos analizado los niveles plasmaticos
de SDF-1 segun el genotipo de toda la poblacion, es decir, homocigotos
SDF1+/+, heterocigotos y homocigotos mutados  SDF1+/3’A,
interesantemente encontramos que los individuos homocigotos mutados
tuvieron niveles plasmaticos de SDF-1 significativamente menores que las
otras dos variantes genotipicas; y unicamente en los individuos
heterocigotos existe una tendencia a tener los niveles ligeramente
superiores a los sujetos wild type. De todas formas, si llama la atencion el
valor tan bajo y agrupado de los niveles de SDF-1 en estos individuos
homocigotos mutados. De confirmarse este hallazgo, con una muestra mas
grande, apuntaria a que la homocigocia no sélo no implica mayor secrecion
de SDF-1"%2588 sino, por el contrario, una menor produccion de la proteina.

520,524

Estudios in vitro han postulado , que el efecto inhibitorio del

SDF-1 sobre la fusion celular e infeccion por cepas X4 del VIH, esta
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mediado por bloqueo y por lo tanto una disminucion en la expresion del co-
receptor CXCR4. Por lo que también determinamos los niveles de CXCR4
en células T en los grupos de estudio.

Aunque no hubo diferencias entre las medianas del GC y del grupo
ENI, los ENIsx tuvieron niveles de CXCR4 significativamente menores que
el GC y que los ENIym. En el caso de los pacientes VIH+, el grupo LTNP,
tuvo cifras mas bajas del co-receptor que los NP; Tortajada, et al'®,
también reportan cifras significativamente superiores de CXCR4 en células
T CD4+ en individuos VIH+ tanto en estado precoz de la infeccion como
avanzado. Otros estudios han mostrado que la expresion de CXCR4 esta
disminuida y la de CCR5 esta aumentada en células T de individuos
infectados comparados con sujetos no infectados™.

Los datos obtenidos también muestran que podria existir una
correlacién inversa entre los niveles plasmaticos de SDF-1 y la expresion
de CXCR4 tanto en células T CD4+ como CD8+; situacion que se cumple
en dos subgrupos de estudio, LTNP y ENlsx; los ENIyy no presentan esta
caracteristica.

Nuestros resultados son congruentes con: 1) altos niveles
plasmaticos de SDF-1, podrian evitar la progresién de la enfermedad por el
VIH mediante el bloqueo y disminucion de la expresién de CXCR4 en las
células T, evitando la emergencia de cepas X4, las cuales, usualmente,
aparecen en los estados avanzados de la infeccion®0®:°43544.689 = 2)
concentraciones plasmaticas elevadas de SDF-1 podrian asociarse a
resistencia, via sexual, a la infeccién por el VIH. Una posible explicacion

puede ser que el estar en constante estimulacion muco-genital condicione
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una mayor produccion de SDF-1; lo cual no sucede en los ENI por via
parenteral, que son individuos hemofilicos que recibieron hemoderivados
provenientes de sangre contaminada desde hace mas de diez afos. Otra
posibilidad seria que los ENI via sexual, sea un tipo de ENI diferente y que
presenten una variante genética de SDF-1 hasta ahora no descrita, que
condicione una mayor secrecion de SDF-1, que podria actuar promoviendo
una mayor respuesta inmune frente al virus a nivel local, lo cual seria
consistente con la respuesta CTL que vemos en prostitutas ENI®®2,

Aunque la IL-16 es una citocina quimiotactica con potente anti-VIH
secretada por células T CD4+ y CD8+, células del epitelio bronquial y

e0sinofilos®9%8%"

, N0 pudimos observar ninguna correlacién en los niveles

plasmaticos de IL-16 con proteccién a la infeccion o progresién de la

enfermedad por el VIH-1 en los grupos de estudio, ya los niveles

plasmaticos de esta citocina fueron significativamente mas altos tanto en el
583,692 ; ;

grupo ENI como en el VIH+ , lo que sugiere que la IL-16 no juega un

papel en la proteccién contra la infecciéon por el VIH-1 en la cohorte

estudiada.
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GENERALES.
1.- El patron de expresion del co-receptor CCR5 de la mayoria de los
individuos mostré una buena correlaciéon con su genotipo CCR5A32; ya
que fueron pocos los individuos CCR5+/+ quienes mostraron niveles bajos
de CCR5, y las células T de una minoria de sujetos CCR5+/A32
expresaron niveles extremadamente altos de la molécula.
2.- Los individuos con genotipo SDF1-3’A/3’A tuvieron niveles plasmaticos
de SDF-1 significativamente mas bajos que aquellos con variantes
SDF1+/+y SDF1+/3’A.
3.- No observamos ninguna correlacion entre los niveles plasmaticos de IL-
16 y resistencia y/o progresion de la infeccion por el VIH-1.

RESISTENCIA A LA INFECCION POR VIH-1.
4.- La ausencia de infeccion por el VIH-1, en los expuestos no infectados
de la cohorte de estudio, no podria ser explicada por la delecciéon
homocigota del alelo A32 del gen CCRS5, ya que ninguno de ellos presentd
este defecto.
5.- Los expuestos no infectados tuvieron niveles plasmaticos,
significativamente superiores de MIP-13 que los donantes sanos y los
pacientes VIH positivos; y fueron los expuestos por via sexual, quienes
tuvieron valores significativamente inferiores que los expuestos a
hemoderivados contaminados por el VIH-1.
6.- Fueron los expuestos por via sexual quienes tuvieron elevadas
concentraciones plasmaticas de SDF-1, lo cual podria estar correlacionado
con el bajo nivel de CXCR4 en células T de sangre periférica de estos

individuos.
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PROTECCION CONTRA LA PROGRESION A SIDA.
7.- En los pacientes seropositivos no progresores a largo plazo, se observo
una alta frecuencia de heterocigocia CCRS5A32; lo que podria estar
condicionando su baja expresion de CCRS en células T.
8.- Entre los no progresores a largo plazo el genotipo SDF1+/3’A estuvo
sobre-representado; ya que 49/82 (59.8%) de ellos presentaron
heterocigocia frente a un 37,5% del GC y 23.3% del grupo ENI, hecho que
a su vez, podria estar asociado a los niveles disminuidos de CXCR4 en
células T de sangre periférica.

PROGRESION A SIDA
9.- Las altas concentraciones plasmaticas de MIP-1a halladas en los
pacientes normo-progresores correlacionan con niveles incrementados de
CD38 en células T (marcador de activacién inmunitaria); lo que sugiere que
el nivel plasmatico elevado de esta quimiocina, podria ser util como

predictor de progresion a SIDA.
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