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ABREVIATURES     
 
 
ADN: àcid desoxiribonucleic. 
 
ADNases: desoxiribonucleases. 
 
ADNmt: ADN mitocondrial. 
 
ADNn: ADN nuclear. 
 
AIF: factor inductor d’apoptosi; o apoptosis 
inducing factor. 
 
ARN: àcid ribonucleic. 
 
ARNasa: ribonucleasa. 
 
ARNm: ARN missatger. 
 
ARNr: ARN ribosòmic. 
 
ATP: adenosina trifosfat. 
 
C I: complex I o NADH-coQ reductasa. 
 
C II: complex II o succinat-CoQ reductasa. 
 
CIII: complex III o CoQH2-cit c reductasa. 
 
C IV: complex IV o citocrom c oxidasa. 
 
C V: complex V o ATP sintetasa. 
 
CAD: ADNasa activada per caspasa; o  
caspase activated DNAase. 
 
CCR2-64I: polimorfisme en la posició –64 
del receptor de CCR2. 
 
CCR5Δ32: deleció de 32 parells de bases en 
el receptor de CCR5. 
 
Cit c: citocrom c. 
 
CMSP: cèl·lules mononuclears de sang 
perifèrica. 
 
CoQ: coenzim Q. 
 
CRM: cadena respiratòria mitocondrial. 
 
CTE: cadena de transport electrònic. 
 
CTL: limfòcits T CD8+ citotòxics. 
 

ELISA: enzimoimmunoassaig; o Enzyme 
Linked ImmunoSorbed Assay. 
 
IL-2: interleucina tipus 2. 
 
ITIAN: inhibidors de la transcriptasa inversa 
anàlegs de nucleòsids. 
 
GALT: limfòcits del sistema immune associat 
a mucoses. 
 
gp: complexos glicoprotèids. 
 
HLA: complex major d’histocompatibilitat. 
 
HTLV-2: virus limfotròpic humà de cèl·lules 
T tipus 2 o; human T-lymphotropic virus type 
2. 
 
KIR: receptors tipus immunoglobulina de les 
cel.lules NK; o killer cell immunoglobulin-like 
receptors. 
 
LTNP: pacients infectats pel VIH no 
progressadors o progressadors lents; o long 
term non progressor. 
 
MCP-2: proteïna 2 quimiotàctica per 
monòcits. 
 
MCP-3: proteïna 2 quimiotàctica per 
monòcits. 
 
MIP-1α: proteïna inflamatòria dels 
macròfags 1α; o macrophague inflamatory 
protein 1α. 
 
MIP-1β: proteïna inflamatòria dels 
macròfags 1β o macrophague inflamatory 
protein 1β. 
 
M-tròpiques: soques víriques 
monocitotròpiques. 
 
NK: cèl·lula assassina natural, o natural 
killer. 
 
NF-kB:  factor de transcripció nuclear kappa 
B; o nuclear factor kB. 
 
NO: òxid nítric. 
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nSI: soques no inductores de sincitis. 
 
PCR: reacció en cadena de la polimerasa; o 
polymerase chain reaction. 
 
PT: pacients infectats pel VIH-1 
progressadors típics. 
 
PTP:  porus de transició; o permeability 
transition pore. 
 
RANTES : regulated upon activation normal 
T expressed and secreted. 
 
SDF-1: factor tipus 1 derivat de l’estroma; o 
stromal derived factor type 1. 
 
SDF-1 3’A: polimorfisme de SDF-1 a la 
posició 801 (G>A) de la regió no traslladada 
3’ de la seqüència de referència. 
 
SI: soques inductores de sinciti. 
 
SIDA: Síndrome d’Immunodeficiència 
Adquirida. 
 
Sistema OXPHOS: sistema de fosforilació 
oxidativa. 
 
SMAC-Diablo: second mitochondria-derived 
activator of caspases, o la seva forma 
homòloga al ratolí Diablo. 
 
SNP: Polimorfisme de nucleòtid simple; o 
single nucleotide polymorphism. 
 
TARGA: tractament antiretroviral de gran  
eficàcia.  
 
TI: transcriptasa inversa. 
 
TNFα: factor de necrosi tumoral α. 
 
TRAIL: lligand inductor d’apoptosi relacionat 
amb el TNF; o TNF-related apoptosis-
inducing ligand. 
 
T-tròpiques: soques viriques limfotòpiques. 
 
VHC: virus de la hepatitis C. 
 
VHG o GBV-C: virus de la hepatitis G. 
 
VHS-2: virus herpes simple tipus 2. 
 
VIH: virus de la immunodeficiència  
humana. 

VIH-1: virus de la immunodeficiència 
humana tipus 1. 
 
VIH-2: virus de la immunodeficiència 
humana tipus 2. 
 
Δψmt: potencial de membrana mitocondrial. 
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1.1 Epidemiologia de la infecció pel VIH. 
 
 

D’ençà  l’aparició dels primers casos de la Síndrome d’Immunodeficiència Adquirida (SIDA) a l’any 

1981,1,2 la infecció pel virus de la immunodeficiència humana (VIH) ha representat un dels principal 

problemes sanitaris a nivell mundial, i ha provocat la mort de milions de persones.  Des d’un inici, 

la infecció s’ha expandit de manera exponencial per totes les àrees del món,  de manera que es 

pot parlar d’una autèntica pandèmia. Tanmateix, actualment  representa una infecció emergent en 

alguns països de l’antiga  Unió Soviètica i del sud-est asiàtic.  

 

 El programa de la SIDA de Nacions Unides  calcula  que fins a finals de l’any 2007 hi han 33.2  

milions de persones vives infectades  pel VIH, la majoria de les quals (22.5 milions) viuen a l’Àfrica 

subsahariana, produint un marcat descens en l’esperança de vida d’aquests països.  Del total 

d’infectats, 2.1 milions corresponen a nens de menys de 15 anys. L’any 2007 uns 2.5 milions de 

persones han contret  la infecció i 2.1 milions han mort per malalties relacionades amb el SIDA.3  

La Taula 1 ens il·lustra dades de l’estat actual de la pandèmia pel VIH en el món. 

 

Taula 1. Dades de Nacions Unides de la pandèmia. 

Distribució geogràfica de la  infecció VIH al final de 2007

TOTAL 

Amèrica del Nord

Europa oriental i Àsia central 

Amèrica Latina

Àsia meridional i sudoriental

Àfrica subsahariana

Oceania 

Europa occidental i central

Carib

Àsia oriental

Àfrica del Nord i Orient Mitjà

21 000
[18 000 – 31 000] 

55 000
[42 000 – 88 000] 

58 000
[49 000 – 91 000] 

270 000
[230 000 – 380 000] 

1.6 milions
[1.5 – 2.0 milions]

150 000
[70 000 – 290 000] 

2.1 milions
[1.9 – 2.4 milions]

0.6%  
[0.5% – 0.9%]

0.9%  
[0.7% – 1.2%] 

0.5%  
[0.4% – 0.6%]

0.3%  
[0.2% – 0.4%] 

5.0%  
[4.6% – 5.5%] 

0.8%  
[0.7% - 0.9%]

2.5 milions
[1.8 – 4.1 milions]

46 000
[38 00 – 68 000] 

100 000
[47 000 – 220 000] 

340 000
[180 000 – 740 000]

1.7 milions
[1.4 – 2.4 milions] 

1200
[<500 – 2700] 

12 000
[<15 000] 

11 000
[9800 – 18 000] 

32 000
[28 000 – 49 000] 

25 000
[20 000 – 34 000] 

0.4%
[0.3% – 0.7%] 

0.3% 
[0.2% – 0.4%]

1.0%  
[0.9% – 1.2%]

0.1%  
[<0.2%]

0.3%  
[0.2% – 0.4%] 

14 000
[ 11 000 – 26 000] 

31 000
[19 000 – 86 000] 

17 000
[15 000 – 23 000] 

92 000
[21 000 – 220 000] 

35 000
[16 000 – 65 000]

Adults i nens
morts per SIDA

Prevalença adults 
(15‒49) [%]

Adults i nens
nous infectats amb VIH

Adults i nens vivint
amb VIH

22.5 milions
[20.9 – 24.3 milions] 

33.2 milions
[30.6 – 36.1 milions]

1.3 milions
[480 000 – 1.9 milions]

1.6 milions
[1.2 – 2.1 milions]

1.6 milions
[1.4 – 1.9 milions]

4.0 milions
[3.3 – 5.1 milions] 

75 000
[53 000 – 120 000]

760 000
[600 000 – 1.1 million] 

230 000
[210 000 – 270 000]

800 000
[620 000 – 960 000] 

380 000
[270 000 – 500 000]
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Afortunadament, en els últims anys l’eficàcia de les campanyes de prevenció  desenvolupades per 

evitar nous contagis, han produït una desacceleració en el nombre de nous casos. De la mateixa 

manera, l’èxit del tractament antiretroviral de gran  eficàcia (TARGA), el qual està disponible des 

de  1996,  ha suposat una dràstica reducció de la mortalitat pel VIH, així com de nous casos de 

SIDA .   La trista realitat és, però, que només el països rics  han pogut gaudir dels avenços del 

tractament, mentre que   les poblacions dels països en vies de desenvolupament encara demanden 

ajuda per combatre la pandèmia. La Figura 1 exposa l’evolució epidemiològica de la infecció pel 

VIH a Catalunya. 

 

 Figura 1. Mostra la evolució anual i la incidència del casos diagnosticats de SIDA a Catalunya 

Informe 1er semestre 2008

Evolució anual de la incidència i prevalença dels casos de sida residents 
a Catalunya, 1981- 2007

47
120

234

586

783

1014
1082

1181

1357

686
576 526 474 427 407

334 278 250
186

1189

1587 1575

947

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

81
-8

5

19
86

19
87

19
88

19
89

19
90

19
91

19
92

19
93

19
94

19
95

19
96

19
97

19
98

19
99

20
00

20
01

20
02

20
03

20
04

20
05

20
06

20
07

N
om

br
e 

de
 c

as
os

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

Pr
ev

al
en

ça

Nombre de casos de sida Persones amb sida (prevalença) Nombre de morts

 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
IMMUNOGENÈTICA I IMMUNOPATOGÈNIA DE LA INFECCIÓ PEL VIH-1 EN LA POBLACIÓ ESPANYOLA. 
INFLUÈNCIA SOBRE LA HISTÒRIA NATURAL DE LA INFECCIÓ. 
Jose Joaquin Peraire Forner 
ISBN:978-84-691-9481-2/DL:T-23-2009



 

Tesi Doctoral de José Joaquin Peraire Forner 21

1.2 Estructura del VIH-1. 

 

El VIH forma part de la família dels retrovirus, i com a tal, es caracteritza per tenir en el seu 

interior un enzim denominat transcriptasa inversa (TI), una ADN-polimerasa-ARN dirigida que,  una 

vegada en l’interior de la cèl·lula que infecta, li permet sintetitzar dues cadenes d’ADN a partir de 

l’ARN del genoma víric.  

 

Es coneixen dos tipus de VIH, el VIH-1 i VIH-2. La majoria de casos d’infecció són pel VIH-1. El 

VIH-2 es localitza fonamentalment a l’Àfrica occidental i la seva patogenicitat es clarament inferior 

a la del VIH-1. Els treballs d’aquesta tesi fan referència únicament a pacients infectats pel VIH-1. 

 

El VIH-1 és una partícula esfèrica de 80-100 nm de diàmetre. L’estructura del virió presenta tres 

capes: la interna o core formada per dues cadenes idèntiques d’ARN de polaritat positiva, 

nucleoproteïnes amb diverses funcions (p6 i p7) i enzims necessaris per la seva replicació; una 

càpsida icosaèdrica  formada per la proteïna p24,  i un embolcall compost per una bicapa lipídica 

derivada de la cèl·lula hoste  infectada, on s’integren setanta-dos complexos glicoprotèids virals 

(gp) com  gp160 amb les dues subunitats  gp120 i gp 41, diverses molècules d’adhesió i els 

antígens de histocompatibilitat (HLA)  de la classe I i II derivats de la cèl·lula hoste (Figura 2).  

 

Figura 2. Estructura del VIH-1 
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El genoma del virus està format per 9.200 parells de bases, és responsable de la síntesi proteica, i 

està constituït per tres gens estructurals: gag, pol i env , que són  presents en tots els retrovirus;  i 

per sis gens addicionals, dos de reguladors (tat i rev) i quatre d’accessoris (vif, vpr, vpu i nef), 

absolutament necessaris per la replicació viral, ja que codifiquen per les proteïnes que controlen 

l’expressió vírica, la infectivitat i que condicionen la interacció virus-cèl·lula (Figura 3) . El gen gag 

codifica per les proteïnes estructurals de la càpside i core (p17, p24, p7, p6),  pol pels enzims (TI, 

proteasa, integrasa, ARNasa) i env per les glicoproteïnes de l‘embolcall (gp41, gp120) responsables 

de la unió i  fusió del virus i la cèl·lula. A la Taula 2 s’indiquen els productes dels gens i les seves 

principals funcions. 

 

Figura 3. Genoma del VIH-1 i proteïnes que codifica. 

 

 
Taula 2. Descripció dels gens i la funció principal de les proteïnes del VIH-1. 
 

Gen Precursor Proteïna Funció 
 

gag    
       

 p55 
 

p17             

 

Proteïna estructural de la matriu 
  p24             Proteïna estructural principal de la nucleocàpsida 

  p15  p9 Proteïna estructural de la nucleocàpsida 

  P7               Proteïna estructural de la nucleocàpsida, associada a l’ARN viral 

pol   p190     p11       Activitat proteasa 
  p13             Activitat ARNasa 

  p66; p51  Activitat transcriptasa inversa (TI) 

  p32             Activitat integrasa 

Env gp160 Gp120 Proteïna extracel·lular, permet la unió del virus a la cèl·lula 
                     Gp41   Proteïna transmembrana, permet la fusió del virus a la cèl·lula 

Tat   Tat (p14) Activador potent de la transcripció viral 

Rev   Rev (p18)   Regula l’expressió dels gens estructurals 

Nef     Nef (p27)    Pleiotròpica, necessària per la producció vírica i la progressió de la malaltia 

vif    Vif (p23)     Promou la infectivitat del virus extracel·lular 

vpr       Vpr (p15)   Activador dèbil de la transcripció viral 
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1.3 Immunopatogènia de la infecció pel VIH-1. 

 

1.3.1 Cicle biològic del VIH-1. 

 

El VIH-1 presenta dues característiques fonamentals: una elevada cinètica de replicació i una gran 

variabilitat genètica. La primera es deguda a la gran capacitat de replicació que presenta, al voltant 

de 10 milions de cicles per dia. La segona a la poca fiabilitat del seu principal enzim, la TI, que 

comet una errada cada 103-104 operacions que realitza (a títol d’exemple, l’ADN polimerasa nuclear 

comet una errada cada 106) causant d’aquesta manera una gran  quantitat de virus defectius i 

quasiespècies que li permetran escapar al control de la resposta immune específica.4 

 

El VIH-1 es capaç d’infectar totes aquelles cèl·lules que expressen en la seva superfície el receptor 

denominat CD4. Aquesta proteïna està present en la superfície dels limfòcits T col·laboradors i en 

les cèl·lules  del sistema mononuclear-fagocític. Globalment, el seu cicle biològic es divideix en dos 

etapes ben diferenciades: la fase inicial que culmina amb la integració de l’ADN viral en el genoma 

de la cèl·lula hoste, i la fase tardana que inclou la transcripció del genoma viral, la síntesi i 

processament de les seves proteïnes, l’assemblatge i la generació d’una progènie infecciosa (Figura 

4).5 L’expressió gènica del virus comença amb l’expressió inicial dels gens reguladors i es completa 

amb l’expressió tardana del gens estructurals. Tanmateix, el període de latència pot frenar 

l’aparició de nous virions, de manera parcial o total durant molts anys. 

 

Figura 4. Cicle biològic VIH 
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Absorció, fusió i internalització del virió. 

 

El virus, per poder entrar a l’interior de les cèl·lules de l’hoste, necessita a més del receptor  CD4, 

interaccionar amb un coreceptor que pertany a la família dels receptors de les  quimiocines, 

usualment CCR5 i/o CXCR4 (vegi’s més endavant). La unió de la gp120 amb el receptor CD4 de la 

superfície cel·lular provoca un canvi conformacional que permet la interacció  amb el coreceptor  i 

la posterior   fusió de l’embolcall viral i la membrana de la cèl·lula. Una vegada produïda la fusió 

entre les membranes viral i cel·lular es produeix la internalització de la nucleocàpsida i la posterior 

pèrdua de la càpsida del genoma víric. Aquest pas és inhibit per proteïnes cel·lulars, la més 

important  i coneguda recentment és la TRIM5α.6 La Figura 5 il·lustra els mecanismes d’entrada 

del VIH a la cèl·lula hoste. 

 

Figura 5. Mecanismes d’entrada del VIH a la cèl·lula 

 

 

 

  

 

Transcripció inversa. 

 

La síntesi d’una doble cadena d’ADN a partir de l’ARN viral es realitza pel complex enzimàtic de la 

TI. Per poder completar aquesta síntesi d’ADN proviral la cèl·lula ha d’estar activada, en la fase G1 

del cicle cel·lular. En cas contrari l’ ADN no integrat es degradat en un breu període  de temps per 

les ADNases cel·lulars.7  
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Integració. 

 

L’ADN proviral s’uneix a factors cel·lulars i virals (proteïna Vpr) formant el complex de 

preintegració. Aquest complex es transportat al nucli cel·lular on s’integra al genoma de la cèl·lula 

hoste mitjançant l’acció de l’enzim integrasa, constituint  la forma proviral del VIH-1.5 El virus es 

pot mantenir en aquest estat  latent, replicar de manera controlada, o bé iniciar una replicació 

massiva amb la lisi de la cèl·lula hoste. 

 

Transcripció. 

 

A partir de l’estat de provirus la replicació comença amb la transcripció de l’ADN viral a ARN 

missatger (ARNm). Aquest pas depèn d’una sèrie de factors cel·lulars. El factor més important es el 

NF-kB, complex de proteïnes que només es troba com a factor activat en  els limfòcits actius i no 

en repòs.8 Així doncs, clàssicament s’ha considerat que els limfòcits CD4+ representen un doble 

nínxol ecològic dintre del cicle vital del VIH-1: en estat de repòs permet la latència vírica al no tenir 

factors cel·lulars activats;  al contrari,  l’activació cel·lular activa els factors (NF-kB, entre altres) 

que permeten el inici de la transcripció i posterior formació de proteïnes  virals. No obstant això, en 

els últims anys s’han descrit una sèrie de factors cel·lulars associats a l’estat de latència com la 

proteïna Murr-19 i l’APOBC3G, un factor de restricció cel·lular que no permet la replicació viral.10 

 

Transport i traducció. 

 

La proteïna viral Tat  augmenta la taxa de transcripció  de l’ADN viral una vegada s’ha iniciat la 

transcripció. L’ARNm  es sintetitza en forma d’un únic transcrit, de manera que ha de ser 

transportat al citoplasma i processat en ARN de diferents mides. Ambdós processos són duts a 

terme per una altra proteïna viral, Rev. Als ribosomes aquest ARNm serà traduït   sintetitzant-ne 

les proteïnes virals. 
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Processament, assemblatges de proteïnes i sortida. 

 

Una vegada sintetitzades les proteïnes han de ser processades abans de ser assemblades en 

partícules virals.  En aquest procés intervé les proteïnes virals Vif, Vpu i proteasa. La maduració 

finals dels virions i l’assemblatge correcte de les proteïnes es produirà durant el procés de gemació 

de les partícules virals a través de la membrana de la cèl·lula hoste. En aquest assemblatge 

participen nombrosos factors cel·lulars.11 

 

1.3.2 L’entrada del VIH-1  en la cèl·lula. 

 

Atés que un dels objectius d’aquesta tesi és la influència de les variants al.lèliques de les 

quimiocines i els seus receptors  sobre la història natural de la infecció pel VIH-1, descriurem amb 

més detall les seves principals característiques i la  implicació en la infecció pel VIH-1. 

 

Els receptors cel·lulars de quimiocines i els seus lligands naturals, les quimiocines . 

 

Com s’ha comentat a l’apartat anterior (pag.24), per penetrar en les cèl·lules diana, el virus utilitza 

de manera necessària, a més dels del receptor CD4, diversos coreceptors majors (CCR5 i CXCR4) 

que pertanyen a la família dels receptors de les quimiocines. Experimentalment s’ha demostrat que 

pot utilitzat també com a coreceptors altres receptors de quimiocines (anomenats menors): 

CX3CR1, CCR2.12 El coneixement d’aquest coreceptors i dels seus lligands naturals les quimiocines, 

ha proporcionat noves i interessants dades sobre la interacció entre el virus i la cèl·lula hoste. 

 

Les quimiocines són citocines que presenten característiques bioquímiques comuns i que tenen 

propietats quimiotàctiques pels leucòcits i per algunes cèl·lules no hematopoètiques. Actualment, 

n’hi ha més de cinquanta identificades en l’ésser humà.13 Son uns petits pèptids de 8 a 12 kDa que 

estan produïts per nombrosos tipus de cèl·lules en resposta a estímuls exògens com toxines o 

microorganismes, o endògens, com altres citocines (IL-1 i TNFα). Una característica molecular 

essencial de les quimiocines és la conservació de quatre residus cisteïna que estan units formant 
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dos ponts disulfur, necessaris per a la activitat de la molècula.  S’han classificat en quatre grups, 

d’acord amb el nombre de cisteïnes i a si les dues primeres cisteïnes estan o no separades per un 

altre aminoàcid,14,15 i són:  CXC (quimiocines α), CC (quimiocines β), C i CX3C. 

 

 Les  accions de les quimiocines estan modulades per una família de receptors que s’expressen en 

diferents tipus de cèl·lules, que presenten set dominis transmembrana acoblats a proteïnes G, i 

que tenen un grau elevat d’homologia (Figura 6).14 Actualment s’han identificat sis receptors per a 

quimiocines CXC, deu per a CC i un per a C i CX3C, en essers humans.16  L’expressió d’aquests 

receptors en diferents tipus cel·lulars i les unions entre quimiocines i receptors son molt variables, 

doncs, mentre que alguns receptors es poden unir a diferents quimiocines (lligands), com CCR5 

que es pot unir a RANTES (regulated upon activation normal T expressed and secreted), MIP-1α 

(proteïna inflamatòria dels macròfags 1α; o macrophague inflamatory protein) , MIP-1β, MCP-2 

(proteïna 2 quimiotàctica per monòcits) i MCP-3 , altres receptors son específics per a una sola 

quimiocina, com CX3CR1 per  CX3CL1 o fractalkina. D’altra banda, hi ha quimiocines que es poden 

unir a més d’un receptor, com RANTES –-una quimiocina CC que té un paper destacable en la 

infecció pel VIH-1--, que es pot unir a CCR1, CCR2, CCR5 i CCR9.13,14 El sistema quimiocina-

receptor es considera una unitat funcional i la seva unió indueix l’activació de les fosfolipases i 

desencadena una cascada de senyals que determinaran la resposta d’una cèl·lula determinada. 

 

Figura 6. Receptors de quimiocines 
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El receptors de quimiocines com a coreceptors del VIH-1. 

 

Les quimiocines i els seus receptors han estat implicats en la patogènia de diferents malalties, 

entre les que es compten fenòmens al·lèrgics, arteriosclerosi, psoriasi, malària, i, atès que tenen 

un paper crític en la resposta immune contra els virus, en la infecció pel VIH-1. En aquest sentit, i 

tal com ha estat comentat, els receptors son usats pel VIH-1 per a penetrar dins de les cèl·lules 

diana.17 A aquests receptors de quimiocines se’ls anomena coreceptors del VIH-1 i, entre aquests, 

els que son utilitzats per la majoria de soques de VIH son CCR5 i CXCR4.18 A CCR5 s’hi poden lligar 

diverses quimiocines CC: RANTES, MIP-1α, MIP-1β, MCP-2 i MCP-3, mentre que CXCR4 només té 

un únic lligand,  la quimiocina SDF-1 (factor tipus 1 derivat de l’estroma; o stromal derived factor 

type 1) , també denominada CXCL12.19 Addicionalment, algunes soques de VIH-1 poden utilitzar 

alternativament qualsevol d’aquests 2 coreceptors o, fins i tot d’altres, com CCR2, CCR3 i CX3R1.20  

 

Tropisme viral i inhibició per quimiocines.              

 

CCR5 és el principal coreceptor utilitzat per les soques de VIH amb tropisme pels monòcits i 

macròfags (M-tròpiques) i és essencial per a la transmissió del virus. Aquestes soques son les 

predominants en les fases inicials de la infecció i se les anomena R5 (antigament nSI o no 

inductores de sincitis).21,22 Per altra banda, les soques de VIH-1 amb tropisme pels limfòcits (T-

tròpiques) utilitzen preferentment CXCR4, són les predominants en les fases avançades de la 

malaltia i contribueixen significativament a la reducció de limfòcits CD4+. Se les anomena X4 

(antigament SI o inductores de sincitis).20 Cal destacar l’existència de soques amb un tropisme dual 

anomenades R5/X4 (Figura 7). 

Figura  7 . Tropisme viral. 
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S’ha demostrat que en la transmissió del VIH-1 per via sexual, les cèl·lules presentadores (cèl·lules 

de Langerhans i dendrítiques), així com els epitelis vaginal i intestinal secreten la quimiocina SDF-

1, induint  la endocitosi  i bloqueig del coreceptor CXCR4.23 Al contrari, les cèl·lules de Langerhans 

i els limfòcits del sistema immune associat a mucoses (GALT), que estan extraordinàriament 

activats,  presenten el receptor CCR5 el la seva superfície, la qual cosa explicaria la baixa 

transmissibilitat de les variats X4 i la selecció de soques R5 en fases inicial de la infecció. Així 

mateix, la cèl·lula dendrítica és una cèl·lula productora de SDF-1, la qual cosa explicaria que els 

limfòcits que acudeixen  a la presentació del virus per la cèl·lula dendrítica, tenen bloquejat el 

receptor CXCR4 per la quimiocina SDF-1, quedant lliure el coreceptor CCR5. En les fases 

avançades, la destrucció i desestructuració del sistema limfoide provocaria la destrucció de les 

cèl·lules productores de SDF-1, facilitant l’emergència  de variants X4 al disminuir els nivells 

tissulars de SDF-1, amb la consegüent  ràpida disminució del nombre de limfòcits CD4+. En 

conclusió, queda demostrat que SDF-1 es un potent mecanisme antiviral, no només en els epitelis, 

sinó també en la sinapsi immunològica, ja que al ser produït per les cèl·lules dendrítiques frena la 

propagació del virus  (Figura 8). 

 

Figura 8. Coreceptors del VIH i inhibició per quimiocines. 
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Variants genètiques dels coreceptors,  quimiocines i infecció pel VIH. 

 

En general, les quimiocines i els seus receptors cel·lulars son molècules polimòrfiques. Atesa la 

importància dels coreceptors per a la penetració del virus a la cèl·lula diana, els polimorfismes de 

nucleòtid simple (SNP; o single nucleotide polymorphism) en els gens que codifiquen per a 

quimiocines i receptors, els quals poden condicionar l’expressió i activitat d’aquestes molècules, 

podrien tenir una influència significativa en la patogènia i progressió de la malaltia. 

 

Hom considera d’especial interès l’observació de que individus mutants homozigots que presenten 

una deleció de 32 parells de bases en el receptor CCR5 (al·lel CCR5Δ32) tenen una resistència 

natural a la infecció pel VIH19,20, mentre que els mutants heterozigots es comporten com a no 

progressadors a llarg termini.24-27 Més recentment , han estat identificats una sèrie de SNP en la 

regió promotora del gen CCR5 que també s’han associat amb modificacions en el curs de la 

infecció.28-30  Altres variants genètiques estudiades, pel que fa als coreceptors, han estat un SNP 

en la posició –64 del CCR2 (CCR2-64I), que s’ha associat també a resistència a la infecció i a 

progressió lenta,27,31 també l’expressió de l’haplotip  I249M280 del coreceptor CX3CR1 que s’ha 

associat a progressió ràpida,32 encara que altres autors no han trobat aquesta associació.33-35 

Respecte al coreceptor CXCR4, a pesar de la seva importància, els estudis sobre possibles variants 

genètiques  en el gen que el codifica son limitats, i no s’ha observat una clara influencia sobre el 

risc d’infecció i la seva progressió.26,36-40  

 

Pel que fa a les quimiocines, la descripció d’un SNP de SDF-1 (únic lligand de CXCR4,) a la posició 

801 (G>A) de la regió no traslladada 3’ de la seqüència de referència (SDF-1 3’A), ha motivat 

diversos estudis, amb resultats contradictoris. Mentre que en alguns s’ha documentat que 

l’expressió de l’al·lel variant s’associa a no progressió a llarg termini, en altres no s’ha confirmat 

aquesta troballa.27,29,41-45 Les dades són particularment discordants i escasses en pacients no 

progressadors o progressadors lents (LTNP, long term non progressors).46-51 Respecte a la 

quimiocina RANTES (principal lligand de CCR5) s’han descrit diversos SNP en el promotor del gen, 
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en les posicions  -28(C>G), -109(T>C) i -403(G>A), que poden modular la història natural de la 

infecció pel VIH-1,  amb una progressió clínica, virològica i immunològica més lenta de la infecció 

en la majoria dels estudis,52-59 encara que cap d’aquests han estat realitzats en LTNP. 

 

Sembla clar, doncs, que les quimiocines i els seus receptors cel·lulars tenen un paper cabdal en  la 

malaltia associada al VIH-1. La informació actualment disponible converteix a qualsevol gen 

relacionat amb aquestes molècules, que sigui polimòrfic, en candidat a que sigui estudiada la seva 

influència en la patogènia i història natural de la infecció pel VIH-1. Es per aquest motiu que els 

estudis immunogenètics d’aquesta tesi van dirigits a valorar la influència en la història natural de la 

infecció dels SNP en els gens que codifiquen els dos coreceptors  majors que utilitza el VIH-1 

(CCR5 i CXCR4) i en els seus principal lligands RANTES i SDF-1  en la població espanyola. 

 

1.3.3 Mecanismes de propagació viral. 

 

El coneixement dels coreceptors que utilitza el VIH-1, ens ha permet profunditzar en els 

mecanismes de propagació de la infecció. Una vegada s’ha produït la infecció del VIH-1, el virus es 

propaga dins de l’organisme per tres vies (Figura 9): a) transmissió de virions solubles lliures en la 

sang de cèl·lula a cèl·lula; b) mitjançant la sinapsi virològica des de la cèl·lula dendrítica 

presentadora del virus als limfòcits CD4+; i, c) per transmissió directa entre limfòcits CD4+.60  

 

Figura 9. Mecanismes de propagació viral. 

Piguet and Sattentau. J.Clin Inv.2004  
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En la sinapsi virològica, mecanisme fonamental de propagació del virus, intervenen una sèrie de 

molècules situades en la superfície de la membrana cel·lular, els glicosaminoglicans que 

s’adhereixen amb baixa afinitat als virus amb embolcall, i  una sèrie de lecitines de tipus B 

denominades DC-SIGN i L-SIGN que de manera mes important contribueixen a la patogènia de la 

infecció.61 Aquestes proteïnes uneixen diferents tipus de virus amb embolcall, entre ells el VIH-1. 

DC-SIGN actua com un concentrador de virus. La seva funció es adherir les partícules virals 

circulants en la superfície de les cèl·lules dendrítiques per a posteriorment endocitar-les i iniciar el 

procés de presentació antigènica en el context del sistema HLA classe II. És per aquest motiu, que 

les cèl·lules dendrítiques es troben plenes de partícules virals en la seva superfície externa. DC-

SIGN no es un receptor pròpiament dit, ja que la unió al VIH-1 es produeix  per mediació de grups 

carbohidrats i no per estructures conformacionals, motiu pel qual no tenen la especificitat dels 

receptors (Figura 10). Tanmateix, la unió del VIH-1 a aquestes proteïnes facilita i incrementa la 

infecció dels limfòcits del voltant. Aquest fenomen representa que les cèl·lules dendrítiques i els 

òrgans limfoides siguin el gran reservori on la infecció s’estableix i es transmet als limfòcits CD4+. 

 

Figura 10. Cèl·lula dendrítica i DC-SIGN capturant VIH-1 
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1.3.4 Mecanismes de pèrdua limfocitària. 
 
 
 
La conseqüència immunològica fonamental de la infecció pel VIH-1 és una disminució progressiva 

del número de limfòcits CD4+, amb la consegüent immunodepressió cel·lular. Els mecanismes pels 

quals es produeix aquesta limfocitopènia son diversos i  es descriuen tot seguit.  

 

a) Redistribució limfocitària. 

 

L’acumulació de partícules viral en els òrgans limfoides origina un reclutament de limfòcits en 

aquest nivell. Així doncs, la disminució de limfòcits CD4+ no només es deu a la seva destrucció, 

sinó també a un segrest en els òrgans limfàtics. 

 

b) Efecte citopàtic directe del virus. 

 

Una  part important de la destrucció dels limfòcits CD4+ es deguda a l’efecte citopàtic directe  

sobre la cèl·lula infectada  que provoca la replicació viral. Però aquest efecte citopàtic, no explica 

tots els efectes de disregulació immune que es produeixen a la SIDA. 

 

c) Destrucció immunomediada. 

 

Els limfòcits CD4+ infectats expressen  els pèptids virals en les molècules de HLA de la classe I de 

la seva superfície. Aquest fenomen condiciona que siguin susceptibles a ser reconeguts i destruïts  

pels limfòcits T CD8+ citotòxics (CTL). 

 

d) Inducció d’apoptosi per proteïnes viral de l’embolcall (gp120, Vpr, Tat). 

 

L’apoptosi o mort cel·lular programada representa un mecanisme fisiològic mitjançant el qual la 

cèl·lula es “suïcida” de manera controlada. Aquests mecanismes són naturals i  necessaris per 
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controlar el creixement cel·lular  descontrolat, adoptant un paper crucial en tots els sistemes de 

desenvolupament.  

 

Com es descriurà de manera més detallada més endavant, la mort cel·lular induïda per l’apoptosi 

es produeix per dos vies: la via extrínseca, activada per la unió en la membrana plasmàtica de 

citocines de la família del TNF a receptors cel.lulars com Fas o CD95 que activen una sèrie de 

reaccions bioquímiques de mort cel·lular, i la via intrínseca, que no requereix una senyal externa 

a la cèl·lula i és iniciada per una sèrie de sensors intracel·lulars que modulen l’activitat de proteïnes 

de la família Bcl-2, que alteren la permeabilitat mitocondrial. Encara que les dues vies son 

desencadenades per mecanismes diferents, aquestes comparteixen rutes bioquímiques comunes i 

condueixen a un mateix punt final, que és la fragmentació del l’ADN i posterior mort de la cèl·lula. 

 

S’ha demostrat l’existència d’apoptosi  induïda pel VIH-1 sobre limfòcits CD4+ no infectats,62 i 

representa un mecanisme indirecte complementari a l’efecte citopàtic directe de destrucció 

limfàtica. Tant el contacte de les partícules virals com de la proteïna gp120 amb els limfòcits CD4+ 

indueixen apoptosi sobre cèl·lules no infectades. Els mecanismes moleculars que intervenen en 

aquesta inducció  a través de la interacció de l’embolcall de les  partícules virals i els receptors 

cel·lulars són múltiples i impliquen tant a la via extrínseca com intrínseca. La unió de la gp120 a 

CD4+ activa la via CD95-CD95L i incrementa la susceptibilitat de l’apoptosi  induïda per Fas.63 

D’altra banda aquesta interacció disminueix els nivells de Bcl-2 (factor antiapotòtic)64 i activa la 

caspasa-3.65  La inducció de l’apoptosi també es produeix per la interacció de l’embolcall amb el 

coreceptor CXCR4  i durant el procés de fusió. 66  

 

També s’ha descrit un efecte proapoptòtic de la proteïna viral reguladora Vpr. Aquesta proteïna 

desenvolupa un paper accessori en la replicació del VIH en el limfòcits, però imprescindible en els 

macròfags. La inducció de l’apoptosi per Vpr es produeix per la via intrínseca mitjançant la unió  

amb la proteïna translocadora d’adenina en la membrana interna del mitocondri.67,68 Aquesta 

proteïna es molt tòxica en forma soluble sobre el sistema nerviós. 
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Una altra proteïna viral, Tat, també presenta funcions proapotòtiques, especialment sobre cèl·lules 

del sistema nerviós.60,70 En les cèl·lules del sistema nerviós l’apoptosi es independent de TNF i es 

produeix per la via intrínseca mitjançant la inducció de l’òxid nítric (NO) i alteracions en la regulació 

del calci intracel·lular. En els limfòcits T la desenvolupa mitjançant diverses vies que incrementen 

l’expressió de CD95L, la inducció de caspases i a través l’alteració dels microtúbuls dels 

citoesquelet del la cèl·lula, desencadenant l’apoptosi via mitocondrial.71-73 

 

Altres proteïnes del VIH-1 com Nef ,Vpu i Env també s’ha vist que indueixen apoptosi per diferents 

mecanismes (Taula 3).74-78 

 

Diversos paràmetres d’apoptosi són mesurats en l’estudi immunopatogènic d’aquesta tesi amb 

l’objectiu de relacionar-los amb paràmetres de toxicitat mitocondrial i progressió de la infecció pel 

VIH-1. 

 

Taula 3. Inducció d’apoptosi per proteïnes virals. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gp120. Destrucció de CD4+ 
• Activa via CD95-CD95L i incrementa la susceptibilitat a la mort per FAS (Oyaizu N. Blood 1994) 
• Disminueix Bcl2 (Hashimoto F, Bood 1997) i activa caspasa 3 (Cicala C, PNAS 2003) 
• Interacció amb CXCR4 (Blanco J, Virology 2000) 
Aquests efectes són inhibits per CD4 soluble i la deleció del domini transmembrana de CD4+. 

Vpr. Actua a través de la via intrínseca 
• Interacciona amb l’Adenina nucleòtid translocasa (ANT) en el mitocondri (Jacotot E, J Exp Med 2000; 

Brenner C, JCI 2003) 
Pot ser secretada i es molt neurotòxica. 

Tat. Actua a través de la via intrínseca i extrínseca. 
• Molt tòxica en SNC (Kim TA, J immunol 2003; Haughley NJ, J AIDS 2002), especialment en la seva forma 

soluble 
• Proapoptòtica per incrementar CD95L (Yang Y, J Biol Chem 2002), activació de caspasa 3 (Bartz SR, J Virol 

1999) i alteracions de microtúbuls (Chen D, EMBO 2002). 
Nef. Indueix lisis en CTL 

• Indueix CD95L en la cèl·lula infectada i provoca apoptòsi en CTL dels voltants. (Xu XN, J Exp Med 1997) 
• Interacciona   amb p53 (Greenway AL, J virol 2002) 

Vpu. Actua a través de la via extrínseca 
• Bloqueja els proteasomes i incrementa els nivells de IkB, disminueix Bcl-x (Akari H, J Exp Med 2001) 
• Incrementa la susceptibilitat al killing per Fas (Casella CR, J virol 1999) 

Env. Condueix l’activació via mitocondrial de l’apoptosi independent de  caspases 
• Desplaça equilibri entre Bax (proapoptòtica) i Bcl-2 (antiapotòtica) cap a la primera (Torre D, Clin Infect Dis 

2005) 
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e) Hiperactivació i esgotament immune (activació crònica i mort  cel·lular). 

 

L’intensa replicació viral indueix un excés de càrrega antigènica i una activació continuada del 

sistema immunològic que comporta un increment en el nombre de cicles de divisió dels limfòcits. 

Aquesta elevada cinètica dificulta la homeòstasi normal del compartiment de limfòcits activats que 

són destruïts per programes d’apoptosi després d’un determinat nombre de cicles, reduint la 

generació de limfòcits memòria. En aquest aspecte destaca el paper  de la  proteïna viral Nef.79 

 

f) Disminució de la producció de limfòcits a nivell central i perifèric. 

 

Durant la fase crònica de la infecció, existeix un bloqueig en l’entrada  dels limfòcits CD4+ en cicles 

de divisió. S’ha observat un increment en la cinètica de divisió limfocitària, especialment de la 

subpoblació de CD4+, durant la reconstitució immune que es presenta després d’iniciar un TARGA 

respecte a subjectes infectats sense tractament. Només quan s’adquireix una càrrega viral 

indetectable el sistema es capaç d’entrar en el cicle de mitosi amb una major velocitat. Així doncs, 

el VIH produeix  un bloqueig en la proliferació i diferenciació limfocitària, tant a nivell central com a 

perifèric.80 

 

Probablement tots aquests  mecanismes descrits participen en la disminució dels limfòcits CD4+. 

En fases inicials de la infecció, quan encara no s’ha desenvolupat la resposta immune, la gran 

replicació viral provoca la destrucció directa dels limfòcits CD4+,  juntament  a l’apoptosi dels 

limfòcits preferentment del sistema GALT. Ja en fases més avançades, i amb la resposta immune 

cel·lular en marxa, a aquests mecanismes se li afegiria la destrucció immunomediada dels limfòcits 

infectats per les clones de CTL especifiques i per mecanisme d’esgotament immunològic, que seria 

predominant en fases avançades. El segrestament en òrgans limfoides i el bloqueig tímic es 

produiria en fases de virèmia alta, ja que el control de la replicació viral s’associa a una 

redistribució dels limfòcits memòria a sang perifèrica de manera immediata i amb un increment 

diferit en 4-12 setmanes del nombre de limfòcits naïves portadors de TRECs, que indica la 

generació recent per òrgans limfoides centrals. 
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1.3.5 Resposta immune front al VIH-1. 

 

La resposta immune front al VIH-1 hauria de ser capaç de neutralitzar tant les partícules virals 

solubles com de destruir les cèl·lules que ja han estat infectades. La primera funció la duen a 

terme els anticossos, especialment aquell amb capacitat neutralitzant, la segona depèn de la 

immunitat cel·lular, particularment de la resposta dels CTL. A més d’aquests efectors específics, el 

sistema immune disposa d’una sèrie de mecanismes inespecífics (no mediats pel sistema de 

reconeixement HLA) com el complement, el lisozim, mediadors solubles (interferons, citocines, 

quimiocines) i l’activitat citotòxica natural (NK) que contribueixen al control de la infecció. Les 

etapes requerides per a desenvolupar la resposta immune específica estan representades en la 

Figura 11 i es detallen tot seguit: 1) Les cèl·lules especialitzades en la presentació antigènica 

(dendrítiques, cèl·lules de Langerhans) fagociten les partícules virals i processen les seves 

proteïnes. 2) Aquestes cèl·lules presenten els antígens en la seva superfície associats al complex 

HLA de la classe II. 3) El limfòcits CD4+ reconeixeran els antígens virals en la superfície de les 

cèl·lules dendrítiques i s’activaran.  4) Mitjançant  la resposta Th1 i Th2 activaran als CTL i els  

limfòcits tipus B respectivament. 5) Finalment els limfòcits B produiran anticossos front les 

partícules virals solubles. 6) Els CTL destruiran les cèl·lules infectades pel VIH-1. 

 

Figura 11. Resposta immune front al VIH-1. 
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 Desafortunadament, aquesta resposta immune només serà capaç de controlar el virus però no 

eradicar-lo, ja que  el virus desenvolupa una sèrie de mecanismes per a escapar de la resposta 

immune. 

 

Resposta immunològica i escapament viral. 

 

Com s’ha descrit abans, la infecció pel VIH-1 desenvolupa una gran resposta amb anticossos 

dirigits contra la  proteïnes de l’embolcall viral,  core, matriu  i proteïnes reguladores. Tanmateix  la 

producció d’anticossos neutralitzants  és escassa i molt aviat s’observa un escapament viral als 

mateixos. 

 

Atès que  l’embolcall del virus presenta una gran flexibilitat i variabilitat estructural, la seva 

neutralització pels anticossos es molt difícil. L’embolcall en la seva forma nativa oculta els dominis 

d’interacció amb els coreceptors virals. Les zones de les proteïnes que es troben exposades 

corresponen als epítops que poden ser modificats sense que s’alterin les propietats de la interacció 

amb els receptors.  Com s’ha exposat anteriorment, només desprès de la unió amb el receptor CD4 

els dominis d’interacció amb els coreceptors són exposats. Així doncs, la falta  d’efectivitat de la 

resposta immunològica està condicionada per l’alta variabilitat  de les regions exposades i  més 

immunògens de la gp160 mitjançant mutacions dels epítops reconeguts.81 Això no obstant, els 

epítops reconeguts pels receptors virals, que estan molt més conservats i serien capaços d’induir la 

producció d’anticossos neutralitzants d’ampli espectre, només s’exposen quan la proteïna es 

desplega per la unió al receptor CD4. Altres mecanismes d’escapament viral són la glicosilació  dels 

residus aminoàcids dels epítops reconeguts pels anticossos neutralitzants i la formació d’una 

estructura denominada “escut glucano” que resulta de la glicosilació de múltiples residus que 

envolten  aquest  epítops i que els protegeix de la unió als anticossos neutralitzants.81 
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Resposta cel·lular i escapament viral. 

 

La resposta  cel·lular dels CTL i dels limfòcits CD4+ és essencial per controlar la replicació viral en 

les fases inicials de la infecció en que el sistema immune està relativament conservat.82 El VIH-1 és 

capaç d’evadir aquesta resposta per diversos de mecanismes. En la infecció pel VIH-1 es produeix  

una insuficient síntesis de perforines i granzimes per part dels CTL, molecules que són necessàries 

per la destrucció viral.83 Un altre mecanisme seria el de mutació de l’epítop mitjançant la qual el 

virus sintetitza pèptids  que no s’encasten  adequadament a la molècula de HLA, no presentant-se 

correctament.84 El VIH-1 també pot escapar degut a la inducció de l’apoptosi en els CTL a través 

de la proteïna viral Nef. 

 

Factors solubles.  

 

Quan els CTL s’activen, sintetitzen gran quantitat de substancies, no sols perforines i granzimes, 

sinó interferons i quimiocines. Es previsible que la síntesis de quimiocines protegeixi de la infecció 

a les cèl·lules que es troben al voltant dels virus que s’està replicant en la proximitat. Com ja s’ha 

esmentat, es molt probable que aquest sigui un mecanisme antiviral molt important en el context 

de la resposta immune. 
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2. Història natural de la infecció pel VIH-1. 
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2.1 Fases de la infecció. 

 

El curs natural de la infecció pel VIH-1 es desenvolupa típicament de manera crònica i pot variar 

d’un pacient a un altre. Després de l’entrada del virus en l’organisme, s’inicia una infecció en la 

qual es distingeixen una sèrie de fases o estadis evolutius ben definits amb una durada variable 

que depèn, com després es comentarà, d’una sèrie de factors tant virals  com  de l’hoste. Les 

distintes fases en que es divideix la història natural de la infecció són: fase aguda o primoinfecció, 

que va des del moment del contagi fins a que es produeix la seroconversió; fase crònica o 

asimptomàtica, que té durada variable, i en la que hi ha un equilibri entre la replicació viral i la 

resposta immunològica del pacient; i la fase final a partir del diagnòstic de SIDA, a la qual s’arriba 

com a conseqüència de la ruptura d’aquest equilibri, augmentant la càrrega viral i deteriorant-se la 

funció immunitària. Finalment, arriba la mort del pacient deguda als tumors o les infeccions 

oportunistes (Figura 12). Evidentment  la utilització de TARGA des de  l’any 1996 ha modificat la 

història natural de la malaltia de manera espectacular. 

 

 

Figura 12  . Història natural de la infecció pel VIH-1. 
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Fase aguda. 

 

Entre 2 i 4 setmanes després del contagi, al voltant d’un 50% de pacients presenten una 

primoinfecció clínica d’intensitat variable, caracteritzada per un quadre pseudomononucleòsic.84 

Amb tot, la infecció aguda pot ocasionar quadres diversos com meningitis o inclús infeccions 

oportunistes. L’única diferència identificada entre els pacients que presenten primoinfecció 

simptomàtica respecte aquells que no la presenten és la càrrega viral plasmàtica en el steady-state 

(càrrega viral estable assolida després de 6-12 mesos de la infecció, quan s’estableix l’equilibri 

entre la replicació viral i la resposta immune) que és menor en els pacients amb primoinfecció 

asimptomàtica.86 

 

Durant aquesta fase es produeix una intensa virèmia  (entre 105 i 107  còpies d’ ARN viral per ml de 

plasma)87 i  una depleció massiva  dels limfòcits CD4+ memòria específics pel VIH-1.88 Unes 20 

setmanes després del contagi, amb una gran variabilitat interpersonal, es desencadena la resposta 

immunològica específica que redueix la càrrega viral  fins arribar a una situació d’equilibri dinàmic 

entre la replicació viral i la resposta immune, amb càrregues virals plasmàtiques de 102-106 

còpies/ml i recuperació del nombre de limfòcits CD4+. El diagnòstic de la infecció aguda pel VIH 

consisteix principalment en la detecció de l’ARN víric a plasma mitjançant la tècnica d’amplificació 

basada en la reacció en cadena de la polimerasa (PCR; o polymerase chain reaction).89 La detecció 

de l’antigen viral p24 a través d’un enzimoimmunoassaig  (ELISA; o Enzyme Linked ImmunoSorbed 

Assay), constitueix una prova diagnòstica alternativa a l’anterior. Tot i que resulta altament 

específica, és menys sensible que la primera, i sovint s’utilitza com a complementària. Els 

anticossos específics contra el VIH-1 no és detecten durant les primeres setmanes de la infecció, ja 

que fins el moment de la seroconversió del pacient infectat (que sol tenir lloc al cap de 4-12 

setmanes després del contagi) no es produeix una resposta humoral productora d’anticossos. 
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Fase crònica. 

 

Durant aquest fase es produeix un equilibri dinàmic entre la replicació viral i la resposta 

immunològica, que manté al pacient en estat de latència clínica malgrat la persistència de la 

replicació viral.  L’activació persistent del sistema immune, permetrà mantenir controlada la  

replicació massiva durant força anys, encara que durant aquesta fase la replicació viral es molt 

elevada als òrgans limfoides.90 Amb el temps, els mecanismes d’immunosupressió i destrucció dels 

limfòcits CD4+ pel VIH-1 juntament a l’aparició de variants més agressives del virus,  trencaran 

aquest equilibri i el sistema immunitari patirà una incapacitat progressiva per a controlar la 

replicació que conduirà a l’aparició de les malalties oportunistes de la fase final de SIDA. La 

càrrega viral assolida  quan s’arriba a l’equilibri dinàmic (steady-state), serà un dels principals 

factors pronòstics del temps de evolució a SIDA.91 

  

La velocitat amb la que es produeix el deteriorament progressiu del sistema immune, no es igual 

en tots els pacients, i com es descriurà en el següent apartat (secció 2.2, pàgina 46), es 

diferencien tres grans grups de  pacients depenen d’aquesta  velocitat de progressió a SIDA.  

 

Fase final o de SIDA. 

 

Aquesta fase es caracteritza per una disminució de l’activitat dels CTL anti-VIH, destrucció de 

l’arquitectura limfàtica, gran increment de la taxa de replicació viral  i  un recompte de limfòcits 

CD4+ inferior a 200/µl.  Tot plegat conduirà al pacient a un estat clínic simptomàtic amb l’aparició 

de infeccions oportunistes i tumors definitoris de SIDA.  

 

Per sort, des que es disposa del TARGA, el curs natural de la infecció ha variat de manera 

espectacular, perllongant-se la fase asimptomàtica de la malaltia i assolint en la majoria dels casos 

una interrupció  de l’evolució cap a SIDA. 
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2.2  Categories de pacients segons la velocitat de progressió. 

 

Progressadors típics (PT). 

 

Representen a la majoria de persones infectades, al voltant del 80-90%. Aquests progressadors 

típics presenten una evolució caracteritzada per una progressiva davallada dels limfòcits CD4+ 

durant un període de 7 a 10 anys, fins a presentar finalment malalties definitòries de SIDA.92  

Després de la primoinfecció presenten una disminució molt  marcada de la càrrega viral amb una  

important resposta CTL  que disminuirà progressivament al llarg del temps. 

 

No progressadors o progressadors lents (LTNP, long term non progressor) i 

controladors d’elit o naturals. 

 

Aquest grup representa al voltant del 1-5% dels pacients infectats.93 Es tracta de pacients 

asimptomàtics durant més de 15-20 anys que sense haver rebut tractament antiretroviral 

presenten una xifra de limfòcits CD4+ de  més de  500/µl.93,94 La càrrega viral d’aquest pacients  

és molt baixa (menys de 5.000 còpies/ml). Tanmateix, Goudsmit et al, han demostrat en la cohort 

d’Amsterdam que el 95 % dels pacients infectats pel VIH-1 considerats inicialment LTNP, han 

presentat una evolució a SIDA o  signes de progressió de la infecció,95 fet confirmat també per 

altres autors.96 Per tant és més acertat parlar de progressadors lents mès que de no progressadors 

a llarg termini. 

 

Dintre d’aquest grup de pacients, en els últims anys s’ha diferenciat un subgrup denominat 

controladors d’elit o naturals, que són aquells pacients que al llarg de la infecció mai han presentat  

una càrrega viral per sobre dels límits de detecció utilitzats en la pràctica clínica (< 50 copies 

ARN/ml). Diversos estudis han posant en evidencia que els controladors d’elit presenten uns nivells 

d’ADN proviral en les cèl·lules mononuclears de sang perifèrica (CMSP) extremadament baixos i 

una menor replicació viral in vivo.96 Aquests controladors d’elit representen menys de l’1% del total 

de pacients infectats , com s’il·lustra en la Figura 13.97-99  
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Figura 13.  Distribució LTNP i controladors d’elit 

 

 

 

Els LTNP i els controladors d’elit per les seves característiques tant interessants d’alentiment de la 

progressió, juntament amb el progressadors típics constitueixen la base de pacients  dels estudis 

d’aquesta tesi. 

 

Progressadors ràpids. 

 

Es tracta de pacients que presenten un curs cap a SIDA molt accelerat, entre 1 a 5 anys després 

de la infecció i representen al voltant del 5-10% de total de persones infectades.100 Aquests 

pacients presenten una ràpida  disminució de la resposta CTL  amb la consegüent davallada del 

nombre de limfòcits CD4+. La càrrega viral després de la primoinfecció no disminueix de manera 

important i es sol associar a fenotips virals més agressius (inductors de sincitis). 

 

2.3. Factors que modulen la història natural.       

 

La història natural de la infecció pel VIH-1 varia àmpliament entre els infectats. Els factors 

responsables d’aquesta diversitat  estan per determinar, però es creu que hi ha una complexa 

interacció de factors virals, ambientals  i de l’hoste, molts dels quals estan tot just començant a ser 

coneguts, que determina el curs de la infecció.   
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2.3.1 Factors virals.  

 

A banda de la dosi de VIH-1 infectant,101 cal destacar el paper de les soques del VIH-1 amb 

capacitat de induir la formació de sincitis (SI). Aquestes soques tenen incrementada la capacitat  

destructora dels limfòcits T  degut a una elevada capacitat citopàtica  respecte a les soques nSI.102 

Altres factors importants  i que s’han relacionat amb un alentiment de la progressió de la infecció 

han estat: una atenuació en la capacitat de replicació del virus deguda a una deleció del gen 

Nef,103 encara que aquesta atenuació no comporta necessariament  un estat de LTNP in vivo;104 

mutacions o delecions en el gens reguladors o accessoris (rev, tat, vpr, i vpu);105,106 l’alta 

variabilitat  de les regions exposades i  més immunògenes de la gp160 mitjançant mutacions dels 

epítops de l’embolcall  que dificultarà el reconeixement per part dels CTL;107 i l’aparició de 

mutacions puntuals degudes a la pressió efectuada pels antiretrovirals, que disminueixen la seva 

capacitat de replicació.   

 

Recentment, Blankson  i col·laboradors   han aconseguit aïllar el VIH-1 en 4 de 10 controladors 

d’elit, demostrant que aquests virus exhibeixen una normal cinètica de replicació in vitro i no 

presenten insercions o delecions en el seus gens, fet que suggereix que els factor dels hoste tenen 

un pes molt més elevat que els virals en el control de la infecció.108 

 

2.3.2 Factors ambientals. 

 

La coexistència d’altres infeccions víriques, també s’ha relacionat amb la variabilitat en la història 

natural. Estudis recents suggereixen que certs patògens  poden atenuar la infecció pel VIH-1 i 

reduir la seva progressió. Aquests inclouen el virus de la hepatitis G (VHG o GBV-C) i el HTLV-2 

(virus limfotròpic  humà de cèl·lules T tipus 2 o; human T-lymphotropic virus type 2). 

 

La coinfecció amb el VHG o GBV-C, un flavivirus  no hepatotròpic  relacionat amb el virus de la 

hepatitis C i relativament comú en  els pacients infectats pel VIH-1, es relaciona amb un alentiment 

de la progressió de la infecció pel VIH-1.109 El mecanisme pel qual beneficia a la infecció pel VIH-1 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
IMMUNOGENÈTICA I IMMUNOPATOGÈNIA DE LA INFECCIÓ PEL VIH-1 EN LA POBLACIÓ ESPANYOLA. 
INFLUÈNCIA SOBRE LA HISTÒRIA NATURAL DE LA INFECCIÓ. 
Jose Joaquin Peraire Forner 
ISBN:978-84-691-9481-2/DL:T-23-2009



 

Tesi Doctoral de José Joaquin Peraire Forner 49

no es ben conegut, però s’ha vist que el GBV-C disminueix disponibilitat dels coreceptors CCR5 i 

CXCR4 mitjançant la inducció de la síntesis de les quimiocines especifiques, lligands naturals dels 

coreceptors.110 També s’ha observat una disminució de la transcripció del VIH-1 des de l’ADN 

integrat en les persones coinfectades amb aquests virus.111 

 

El HTLV-2 es un altre virus que sembla atenuar la progressió de la infecció pel VIH-1.112,113 Aquest 

virus indueix la producció de diverses quimiocines com CCL3 (MIP-1α), CCL4 (MIP-1β) i CCL5 

(RANTES), lligands naturals del coreceptor CCR5, resultant una inhibició de la replicació del VIH-1. 

Recentment, s’ha demostrat que una sobreregulació de la quimiocina CCL3L1 o MIP-1α (lligand de 

CCR5) observada en persones coinfectades HTLV2-/VIH-1 , produeix un potent efecte inhibidor  de 

les soques amb tropisme R5.114 

 

Per altra banda, la coinfecció amb el virus de la hepatitis C (VHC), clarament s’ha relacionat amb 

un increment en la progressió de la infecció.115 També, s’ha demostrat que el virus del herpes 

simple tipus 2 (VHS-2) no només  és un factor independent de transmissibilitat del VIH-1, sinó que 

incrementa la seva replicació.116 

 

2.3.2 Factors de l’hoste.  

 

Entre els factors genètics de l’hoste cal mencionar els diferents patrons del HLA, i les variants 

genètiques dels coreceptors cel·lulars del virus.  En referència al sistema HLA, els al·lels HLA de la 

classe I  B27 i B57 s’han relacionat amb una progressió més lenta de la infecció; concretament  

HLA B*5701 i, en menor mesura,  HLA B27 estan més presents entre els controladors d’’elit que en 

el progressadors típics en les cohorts Nord-americanes i Europees.117,118 També s’ha demostrat una 

alta associació entre B27, B57 i LTNP.118 Associacions més robustes amb els LTNP, s’han observat 

amb els al·lels B14 i C8.119 Altres serotips HLA  relacionats amb progressió lenta han estat els 

homocigots per Bw4.120 Al contrari, el B35, Cw4 i potser els al·lels B8 s’han associat amb una 

progressió accelerada.121  
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Pel que fa referència al efecte de les variants genètiques dels coreceptors del VIH-1  i dels seus 

lligands naturals les quimiocines, objectiu de tres dels estudis d’aquesta tesi, ja s’ha tractat 

anteriorment (secció 1.3.2, pàgina 30) 

 

En els últims anys, s’han descrit una sèrie de factors intracel·lulars de l’hoste que redueixen la 

replicació viral. Entre aquests factors cal destacar l’APOBEC3G, un enzim cel·lular que restringeix la 

replicació viral. Aquesta citidina deaminasa, en absència de la proteïna viral Vif  (proteïna que 

accelera la degradació de APOBEC3G), es capaç d’induir una hipermutació de l’ADN produït durant 

la transcripció inversa, mitjançant la qual la replicació viral es atenuada.122-123 Un altre dels 

mediadors de la resistència antiviral cel·lular innata  es TRIM5α, que és capaç de bloquejar la 

replicació abans de l’inici de la transcripció inversa.6 No  està clar si variacions genètiques en 

aquest factors de l’hoste poden modular la història natural de la infecció. 

 

Tanmateix, sí que sembla que presenten un paper més important en la modulació de la història 

natural, les variacions genètiques dels receptors de les cèl·lules NK (natural killer), denominats KIR 

(killer cell immunoglobulin-like receptors), que regulen la funció d’aquestes cèl·lules. Les NK 

representen la primera línea defensiva contra les infeccions virals, previ al desenvolupament de la 

resposta immune adaptativa.  Estudis recents, han demostrat que els individus que coexpressen 

KIR3DS1 (un receptor regulador de la superfície de les NK) junt a HLA-Bw4-80I presenten una 

menor càrrega viral en el steady-state, i un alentiment en la progressió de la infecció.124 Altres 

associacions relacionades amb una progressió més lenta han estat HLA B57 i alts nivells de 

KIR3DL1 (inhibidor del receptor).125  

 

Menció especial ha de fer-se als mecanismes immunològics del sistema immune adaptatiu dels 

pacients LTNP i controladors d’elit. Aquests pacients presenten una activitat efectora immune molt 

superior a la observada en els pacients que progressen ràpidament.126 L’activitat citotòxica dels 

CTL  està incrementada a través de la producció  de la proteïna citolítica perforina127  i de múltiples 

citocines (interferó-γ , MIP-1β, TNF-α, IL-2, i/o CD107a),128,129 la qual cosa es relaciona amb el 

control complet sobre el VIH-1 d’almenys alguns controlador d’elit. Així mateix,  l’activitat 
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col·laboradora dels  limfòcits CD4+  també esta augmentada. S’ha observat que tan els 

controladors d’elit  com els LTNP presenten limfòcits CD4+ que expressen elevades quantitats  de 

IL-2 específica i interferó-γ en resposta als pèptids del VIH-1.130,131 També  s’ha observat títols més 

elevats d’anticossos neutralitzats en aquests pacients.  
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3. Dany mitocondrial pel VIH-1 
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3.1 Estructura i característiques principals del mitocondri. 

 

Els mitocondris són  orgànuls cel·lulars que es troben en la majoria de les cèl·lules eucariotes. Són 

considerats els motors  cel·lulars , ja que són els principals productors d’energia química en forma 

d’adenosina trifosfat (ATP), que és  indispensable per les activitats vitals bàsiques de les cèl·lules. 

L’ATP es genera a través de l’anomenada fosforilació oxidativa i representa el pas final del 

metabolisme energètic als organismes aeròbics. 

 

Els mitocondris es descriuen com orgànuls cilíndrics d’aproximadament 1 μm de diàmetre fins a 10 

μm de llarg, mida similar a la de les cèl·lules bacterianes de les quals deriven, segons la teoria 

endosimbiòtica.132 En la seva estructura es distingeix una membrana externa i una interna que 

delimiten l’espai intermembrana i que en el seu conjunt engloben la matriu mitocondrial. La 

membrana interna presenta una sèrie d’invaginacions anomenades crestes mitocondrials que 

permeten incrementar la seva superfície (Figura 14). Cal destacar que l’ADN mitocondrial (ADNmt) 

i la cadena respiratòria mitocondrial (CRM), responsable de la fosforilació oxidativa, s’ubiquen a la 

matriu mitocondrial i a la membrana interna respectivament. El nombre, mida i localització dels 

mitocondris  varia depenent dels  teixits. Així doncs, els teixits metabòlicament més actius, i que 

per tant necessiten una major quantitat d’energia (múscul, fetge), les seves cèl·lules presenten un 

número més important de mitocondris. 

 

Figura 14. Estructura mitocondrial i detall al microscopi electrònic 
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L’ADNmt humà presenta una estructura circular de doble cadena en disposició helicoïdal. Té 

16.569 parells de bases, s’hereta per via materna i representa al voltant del 0,5-1% del contingut 

d’ADN total de la cèl·lula. Es localitza a la matriu mitocondrial  en un nombre variable. Conté un 

total de 37 gens que codifiquen  per a 13 polipèptids que formen part de quatre complexos 

enzimàtics (C I, C III, C IV i C V) del sistema OXPHOS (fosforilació oxidativa), 22 ARN de 

transferència i 2 ARN ribosòmics (ARNr) que intervenen en la traducció mitocondrial. Aquest gens 

mitocondrials es repliquen, es transcriuen i es tradueixen a l’interior de la matriu mitocondrial, 

mitjançant enzims codificats per gens nuclears.133 Un d’aquests enzims, l’ADN polimerasa -γ, és 

responsable de la replicació de l’ADNmt, té unes capacitats reparatives molt limitades, que 

juntament amb el fet que es troba en un medi ric en radicals lliures d’oxigen i l’absència d’histones, 

deriva en un major nombre de mutacions en l’ADNmt respecte a les que es produeixen en l’ADN 

nuclear (ADNn). L’ADNmt es replica de forma no sincrònica amb la divisió cel.lular. L’ estructura i 

les principals característiques del genoma mitocondrial es presenten en la Figura 15 i Taula 4. 

 

Figura 15. Estructura genoma mitocondrial                     Taula 4. Característiques del genoma mitocondrial 
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La depleció de l’ADNmt en les cèl·lules d’un determinat teixit tindrà més o menys transcendència 

en la funcionalitat mitocondrial d’acord amb la intensitat de la depleció. Així doncs, la mesura del 

contingut de l’ADNmt pot ser de utilitat per a determinar l’existència d’un trastorn mitocondrial, 

encara que el seu descens en relació amb el contingut d’ADNn no implica necessariament un 

trastorn funcional.134,135 S’ha descrit la presencia de depleció, delecions i mutacions de l’ADNmt en 

alguns teixits com a conseqüència de la inhibició de l’ADN polimerasa -γ per part dels inhibidors de 

la transcriptasa inversa anàlegs de nucleòsids (ITIAN), les quals poden conduir,  en determinats 

casos, a un deteriorament de la funció de la CRM.136 

 

En el nostre estudi immunopatogènic es determina l’ADNmt, com a un paràmetre indicador de 

toxicitat mitocondrial, mitjançant una PCR quantitativa a temps real que aporta avantatges 

respecte a altres mètodes: ràpida i senzilla, elevada reproductivitat,  sensibilitat i mínima 

contaminació. 

 

3.2 El sistema OXPHOS . 

 

El sistema OXPHOS mitocondrial és el responsable de dur a terme la fosforilació oxidativa, que 

implica la síntesis d’ATP necessari per la vida cel·lular. Aquest sistema està constituït per la cadena 

de transport electrònic (CTE) o CRM i el complex enzimàtic ATP sintetasa que, en el seu conjunt, 

permeten l’oxidació  de molècules orgàniques per obtenir ATP. La funció del sistema OXPHOS en 

qualsevol cèl·lula és la transferència d’elèctrons des de molècules orgàniques fins a l’oxigen i la 

traducció de l’energia resultant en ATP. 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
IMMUNOGENÈTICA I IMMUNOPATOGÈNIA DE LA INFECCIÓ PEL VIH-1 EN LA POBLACIÓ ESPANYOLA. 
INFLUÈNCIA SOBRE LA HISTÒRIA NATURAL DE LA INFECCIÓ. 
Jose Joaquin Peraire Forner 
ISBN:978-84-691-9481-2/DL:T-23-2009



Tesi Doctoral de José Joaquin Peraire Forner  58 

La CTE  està constituïda per quatre complexos enzimàtics, denominats complex I (C I), C II, C III i 

C IV. El complex enzimàtic ATP sintetasa es denomina C V (Figura 16). Cada complex esta  format 

per diverses subunitats proteiques, parcialment codificades per l’ADN mitocondrial, excepte el C II 

que esta totalment codificat pel genoma nuclear (Figura 17). Altres molècules que formen part del 

sistema OXPHOS són el coenzim Q (CoQ) i el citocrom c (Cit c), que es mouen lliurement per la 

membrana interna mitocondrial que conté  CTE. 

 

Figura 16. Estructura i funcionament del sistema OXPHOS 

 

 

Figura 17 . Codificació de les subunitats proteiques dels complexos del sistema OXPHOS 
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La determinació de l’activitat mitocondrial  de cadascun dels complexos enzimàtics de la CTE es 

realitza mitjançat espectrofotometria. 
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3.3 Mitocondri i apoptosi. 

 

El mitocondri té les funcions de produir energia química i regular els processos d’apoptosi cel·lular. 

La mort cel·lular programada o apoptosi es una de les àrees actualment més investigada de la 

biologia molecular. Consisteix en un programa fisiològic i actiu de suïcidi cel·lular,  essencial per a 

mantenir un equilibri homeostàtic en els teixits proliferatius en els organismes pluricel·lulars. La 

homeòstasi del nombre de cèl·lules en els diferents teixits es manté tant pel creixement cel·lular 

com per l’apoptosi. Les alteracions en el control normal de l’apoptosi, ja sigui per excés o  defecte, 

s’associen a una amplia varietat processos patològics, com es el cas de les proliferacions malignes, 

els processos neurodegeneratius o la infecció pel VIH-1.  Cal mencionar que, accidentalment, la 

cèl·lula també pot morir per un procés diferent de destrucció conegut com necrosi, conseqüència 

d’agressions físiques, químiques o biològiques. 

 

L’apoptosi representa un col·lapse cel·lular codificat genèticament i caracteritzat per un 

encongiment cel·lular, condensació nuclear i citoplasmàtica, fragmentació de proteïnes, agregació 

de la cromatina i degradació de l’ADN, que culmina en una fase final en que la cèl·lula es trenca 

formant  unes vesícules envoltades de membrana plasmàtica anomenades “cossos apoptòtics”, que 

seran reconeguts i eliminats pels macròfags sense desenvolupar cap tipus de reacció inflamatòria 

(Figura 18). 

 

Figura 18. Mecanismes de mort cel·lular 
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Una varietat d’esdeveniments  assenyalen al mitocondri com  el centre clau de l’apoptosi.137 Els 

mitocondris  estan implicats en les dues vies principals d’apoptosi: la via extrínseca i la via 

intrínseca, en les que les caspases (cisteïnes-proteases cel·lulars), representen el centre efector de 

l’apoptosi (figura 19). 

 

Figura 19. Vies de l’apoptosi cel·lular. 

 

 

La via extrínseca està mediada per una sèrie de receptors cel·lulars  (“receptors de mort”) de la 

família del receptor TNF-α (TNFR1), Fas (CD95)  i els receptors del lligand inductor d’apoptosi 

relacionat amb el TNF (TNF-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL). La unió del lligand inductor 

d’apoptosi  amb el seu receptor posa en marxa l’activació al citosol cel·lular de la caspasa-8, que 

activa per proteòlisi la  proteïna proapoptòtica Bid, de la família de proteïnes Bcl-2. Aqueta proteïna 

activa  Bid truncada (Bidt), es trasllada al mitocondri on interacciona amb altres membres de la 

família Bcl-2. Tot seguit, el procés apòtotic es duu a terme dintre del mitocondri, punt on conflueix 

amb la via  intrínseca de l’apoptosi.  Cal tenir en conte, que en moltes condicions, aquest 

solapament es mínim i les dues vies operen de manera independent.138 La caspasa-8 activada pot 

directament activar altres membres de la família de les caspases (caspasa-3 efectora) i induir 

l’apoptosi sense intervenció del mitocondri.  

Via extrínseca

Via intrínseca
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A través de la via intrínseca o mitocondrial, s’inicia l’apoptosi davant d’una situació d’estrès cel·lular 

(d’any del ADN, disminució d’ATP...) que comprometi el funcionament normal de la cèl·lula. 

 

Els senyals intracel·lulars o extracel·lulars que indueixen l’apoptòsi alteren l’equilibri de diferents 

proteïnes de la família Bcl-2 amb efectes proapoptòtics (Bax, Bak) i antiapotòtics (Bcl-2, Bcl-X L).  

La funció clau dels membres de la família de Bcl-2 es la alliberació de factors proapoptòtics, en 

particular el citocrom c, des de l’espai intermembrana del mitocondri al citosol cel·lular. La ràtio 

Bax/Bcl-2 regula la permeabilitat de la membrana mitocondrial externa. Quan l’equilibri entre les 

dues proteïnes es desplaça cap a Bax, s’afavoreix el procés apoptòtic. Aleshores, es forma un 

porus de transició (PTP; permeability transition pore) que fa la membrana mitocondrial externa 

més permeable (Figura 20). En conseqüència, es perd el potencial de membrana mitocondrial 

(Δψmt), i es produeix l’alliberament al citosol cel·lular de diferents proteïnes apoptogèniques 

mitocondrials com citocrom c, SMAC-Diablo (second mitochondria-derived activator of caspases) i 

el factor d’inducció d’apoptosi (AIF; apoptosis inducing factor). El citocrom c interacciona i s’uneix 

amb la proteïna citosòlica APAF-1, que a la vegada interacciona amb la procaspasa-9 per formar el 

complex multiproteic apoptosoma. La formació de l’apoptosoma indueix l’activació per proteòlisi de 

la caspasa-9, que successivament activa la caspasa-3 efectora. Aquesta caspasa-3 efectora indueix 

l’activació irreversible d’una cascada de reaccions catalitzades per les caspases per finalment 

activar la proteïna ADNasa activada per caspasa (CAD; caspase activated DNAase), encarregada de 

la degradació de l’ADNn, conduint a la mort cel·lular. 

 

Figura 20. Porus de transició (PTP; permeability transition pore) 
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En el nostre estudi immunopatogènic es va decidir determinar  en les CMSP la caspasa-3 com 

efector final irreversible de l’entrada en apoptosi, així com  la caspasa-9 i  la ràtio caspasa-9/Bcl-2 

com marcador d’activitat apoptòtica mitocondrial. 

 

3.4 El VIH-1 com agent lesiu mitocondrial. 

 

Es àmpliament conegut que el tractament antiretroviral amb ITIAN pot causar efectes adversos 

deguts a  toxicitat mitocondrial, mitjançant la inhibició de l’ADN polimerasa -γ, enzim encarregat de 

replicar i reparar l’ADNmt. Tanmateix, en els darrers anys, diversos estudis han demostrat que la 

pròpia infecció pel VIH-1 pot induir efectes tòxics sobre el mitocondri. L’any 2002, Côté i 

col·laboradors demostraren que el contingut d’ADNmt en les CMSP de pacients asimptomàtics 

infectats pel VIH-1  i que mai havien rebut  tractament antiretroviral es trobava significativament 

reduït respecte al contingut d’ADNmt  persones sanes  no infectades pel VIH-1.139 Aquestes 

troballes han estat confirmades per altres autors.139-142 No obstant això, aquest resultats es tracta 

de dades indirectes obtingudes en estudis en els que el principal objectiu no estava dirigit a 

investigar els efectes del VIH-1 en el mitocondri. Per això, aquest estudis no clarifiquen  si la 

depleció d’ADNmt es una troballa aïllada o està associada a un dany enzimàtic mitocondrial més 

extens que condicioni un increment del dany oxidatiu. 

 

Recentment, Miro i col·laboradors., demostraren no sols una reducció de la quantitat de ADNmt en 

CMSP de pacients asimptomàtics infectats pel VIH-1 respecte a persones sanes, sinó també una 

reducció de les activitats enzimàtiques mitocondrials. Concretament van trobar una reducció  de 

l’activitat dels complexos  C II, C III i C IV de la CRM del 41%, 38% i un 19% respectivament, així 

com de l’activitat de la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (enzim que no forma part de la CRM) del 

22%. També  es va evidenciar un increment de la peroxidació lipídica de les membranes dels 

pacients infectats pel VIH-1 respecte als no infectats. Tot plegat  demostra que la infecció pel VIH-

1 està associada no només a una depleció de l’ADNmt, sinó també a un dany extens de la CRM i 

d’altres sistemes enzimàtics mitocondrials, així com a un major dany oxidatiu.143 L’existència 

d’alteracions tant en els enzims codificats pel ADNmt com d’altres no codificats per ell, indiquen 
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que la depleció de l’ADNmt s’ha d’interpretar en el context d’un dany cel·lular generalitzat produït 

pel VIH-1 (Figura 21).  

 

Figura 21. Quantificació de ADNmt i activitat enzimàtica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Actualment es creu que les alteracions mitocondrials associades a la infecció pel VIH-1 poden estar 

relacionades amb l’activació de l’apoptosi cel·lular induïda per les partícules víriques, o pels 

antígens del propi VIH-1, desenvolupant  no només un paper important en la depleció dels 

limfòcits CD4+,63-78 sinó també en la depleció d’ADNmt i en les alteracions funcionals del 

mitocondri. Les proteïnes del VIH-1 inductores d’apoptosi i el mecanisme pel qual  la indueixen, 

s’han descrit anteriorment. 

 

Amb la finalitat d’avaluar si el increment de l’apoptosi de les CMSP induïda per la infecció VIH-1 pot 

associar-se a una disfunció mitocondrial difusa en diferents tipus de pacients infectats, 

particularment progressadors lents i progressadors típics, i valorar els seu possible paper en la 

modulació de la historia natural de la infecció,  ha motivat  la realització de l’estudi 

immunopatogènic d’aquesta tesi. 

 

De manera ideal els estudis de la funció mitocondrial es realitzen en teixits musculars o en aquells 

implicats en les patologies associades a defectes mitocondrials. No obstant això, sovint se utilitzen 

CMSP, molt més fàcils d’obtenir i que permet fer estudis longitudinals amb molt poques molèsties 

per als pacients.  A més a més, dades obtingudes de CMSP demostren resultats congruents quan 
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es comparen amb les documentades als teixits diana,144 i per tant les CMSP es consideren un bon 

model per a  estudi del d’any mitocondrial induït pel VIH-1 a diferents òrgans.. 
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4. Hipòtesis i objectius. 
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Diferenciarem els estudis d’aquesta tesi  en estudis  immunogenètics (estudi 1, 2 i 3) i 

immunopatogènics (estudi 4). 

 

Estudi 1: “La falta d’associació de la variant al·lèlica SDF-1 3’A amb infecció pel VIH-1 no 

progressiva s’estén més enllà de 16 anys”. 

 

Estudi 2: “Els polimorfismes en el  promotor del gen  de la quimiocina RANTES no s’associen a 

infecció pel VIH-1 no progressiva de més de 16 anys d’evolució”. 

 

Estudi 3: ”Absència de polimorfismes de la regió C-terminal de CXCR4 en espanyols infectats pel 

VIH-1 i en no infectats”. 

 

Estudi 4: ”Els pacients infectats pel VIH-1 no progressadors (LTNP) tenen un dany mitocondrial 

més lleu i una menor apoptosi aconduïda pel mitocondri en les cèl·lules mononuclears de sang 

perifèrica que els progresadors típics” 

 

4.1 Hipòtesis. 

 

Estudis immunogenètics. 

 

Si es considera que: 

 

1. El VIH-1  utilitza com a receptor necessaris per a penetrar en les cèl·lules diana el receptors 

majors de quimiocines CCR5 i CXCR4. In vitro s’ha observat que poden utilitzar també altres 

receptor com CX3CR1 i CCR2. Els principals lligand naturals de CCR5 i CXCR4 són les quimiocines 

RANTES i SDF-1 respectivament.  
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2. Està demostrat que les quimiocines poden bloquejar el coreceptor i disminuir la seva 

disponibilitat per a ser utilitzat pel VIH-1 per a penetrar en la cèl·lula. 

 

3. Es coneix que certes variants al·lèliques  en els  gens  que codifiquen  aquestes quimiocines i els 

seus receptors cel·lulars poden modular el risc de la infecció i la seva progressió. Aquest fet està 

molt probablement relacionat amb les modificacions en la entrada del VIH-1 en la cèl·lula diana en 

individus portadors de mutacions. 

 

4. Existeixen alguns estudis contradictoris sobre la influencia d’aquestes variants genètiques  de les 

quimiocines i els seus receptors sobre el risc d’infecció  pel VIH-1 i la seva historia natural. 

 

5. No hi ha cap estudi en la població caucasiana espanyola i particularment en pacients infectats 

pel VIH-1  progressadors lents que avaluí la influencia   sobre aquest estat clínic de les variants 

al·lèliques en els gens que codifiquen les quimiocines i els seus receptors. 

 

Pensem: 

 

1. Les variacions genètiques descrites en les quimiocines  i en els seus receptors poden modificar 

la disponibilitat del coreceptor per a ser utilitzar pel VIH-1 i modular la historia natural de la 

infecció, particularment la dels progressadors lents.   

 

2. Es precisa d’un estudi  amb un número important de pacients, particularment de progressadors 

lents, per a poder donar una resposta. 

 

 

 

 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
IMMUNOGENÈTICA I IMMUNOPATOGÈNIA DE LA INFECCIÓ PEL VIH-1 EN LA POBLACIÓ ESPANYOLA. 
INFLUÈNCIA SOBRE LA HISTÒRIA NATURAL DE LA INFECCIÓ. 
Jose Joaquin Peraire Forner 
ISBN:978-84-691-9481-2/DL:T-23-2009



 

Tesi Doctoral de José Joaquin Peraire Forner 69

Estudis immunopatogènics. 

 

D’altra banda, si es considera que: 

 

1. La infecció pel VIH-1 pot induir dany mitocondrial.  

 

2. S’ha demostrat que la disminució de l’ADNmt està relacionat amb una disfunció mitocondrial. 

 

3. No es coneix si la disfunció mitocondrial té alguna conseqüència sobre la integritat cel·lular, ni 

si aquesta  influeix en la història natural de la malaltia.  

 

4. Se sap que en el pacients VIH-1  progressadors típics la mort cel·lular per l'apoptosi és 

responsable,  almenys en part, de la progressiva disminució del número de limfòcits CD4+ i 

que en els progressadors lents és acceptat que la resistència a l’apoptosi induïda pel VIH és 

un del mecanismes per mantenir alts el recompte de limfòcits CD4. 

 

Pensem: 

 

1.  El increment de l'apoptòsi de les CMSP induïda per la infecció VIH-1 pot associar-se a una 

disfunció mitocondrial difusa. 

 

2. Es precisa d’un estudi  amb un número important de pacients, particularment de progressadors 

lents i progressadors típics per a poder realitzar aquest estudi i intentar valorar la seva possible 

realció amb la història natural de la infecció. 
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4.2 Objectius 

 

OBJECTIU PRINCIPAL: 

 

Estudis Immunogenètics. 

 

Determinar si ser portador de les variants al·lèliques de les quimiocines RANTES (-28G, -109C, - 

403 A), SDF-1 (801A) i dels coreceptors CCR5 (∆32) i CXCR4 (si son presents) modulen el risc de 

infecció pel VIH-1 i/o alteren la història natural de la infecció pel VIH-1, particularment en els 

progressadors lents, en una cohort de pacients  blancs espanyols. 

 

Estudi Immunopatogènic. 

 

Determinar si existeix una relació  entre diversos marcadors d’apoptosi i de dany mitocondrial 

induïts pel VIH-1 en les CMSP de pacients infectats pel VIH-1, avaluant-ne el seu possible lligam 

amb  la història natural de la infecció.  

 

OBJECTIUS SECUNDARIS: 

 

Estudis immunogenètics: 

 

1. Determinar la freqüència al·lèlica i les distribucions genotípiques a la nostra població dels 

polimorfismes genètics estudiats. 

 

2. Avaluar la existència de  determinats haplotips o genotips que es transmetin en desequilibri de 

lligament i la seva influència en la història natural de la infecció. 
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3. Avaluar si la càrrega viral plasmàtica  pot estar condicionada per la expressió d’alguna de les 

variants genètiques estudiades. 

 

Estudi immunopatogènic. 

 

Avaluar si la  càrrega viral plasmàtica del VIH-1 pot estar relacionada amb el dany mitocondrial i 

l’apoptosi en les CMSP. 
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5. Metodologia 
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5.1 Disseny dels estudis. 

 

Estudis d’immunogenètica: Es tracta d’estudis transversals multicèntrics d’associació genètica 

de casos i controls.  

 

Estudi d’immunopatogènia: Estudi transversal multicèntric amb la participació de tres grups: 

controls sans, infectats pel VIH-1 progressadors típics sense TARGA i infectats pel VIH-1 

progressadors lents. 

 

5.2 Pacients estudiats. 

 

Tots els pacients i els controls són  caucasians i espanyols, majors de 18 anys i han signat 

consentiment informat escrit. S’exclouen immigrants d’altres països, incloent aquells d’altres països 

europeus i els seus descendents.  

 

5.2.1 Pacients. 

 

Els pacients  provenen de  7 centres participants en aquest projecte (Hospital Universitari de 

Tarragona Joan XXIII, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona, Hospital General de 

Granollers, Hospital del Mar de Barcelona,  Hospital Clínic Universitari de Barcelona, Hospital Mútua 

de Terrassa i Hospital Universitari Sant Joan de Reus).   

 

S’estudien dos grups de pacients infectats pel VIH-1 : 

 

- Progressadors lents o no progressadors (LTNP): Pacients asimptomàtics infectats pel VIH-1  

des de fa més de 16 anys que, en absència de tractament antiretroviral, mantenen una 

xifra de limfòcits CD4+ persistentment per sobre de 500 cel/µl  i una càrrega viral  
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plasmàtica del VIH-1 repetidament  de menys de 5.000 còpies/ml. Dins d’aquest grup 

s’avaluen també els controladors d’elit o naturals, que són aquells pacients que al llarg de 

la infecció mai han presentat  una càrrega viral per sobre dels límits de detecció utilitzats 

en la pràctica clínica (< 50 copies ARN/ml). 

 

- Progressadors típics (PT): 

Estudis immunogenètics: Pacients amb infecció pel VIH-1 que han progressat a malaltia 

avançada, normalment amb l’aparició d’una condició definitòria de categoria C  d’acord amb els 

criteris de la classificació de 1993 dels Centers for  Diseases Control and Prevention (CDC),  

amb càrrega viral  plasmàtica per sobre de 35.000 còpies/ml i una progressiva disminució dels 

limfòcits CD4+ amb xifres de menys de 350 cel/µl el almenys una ocasió durant els primers 10 

anys des de la infecció. En aquells pacients en que la data de la infecció es desconeguda 

s’assumeix com a data d’infecció aquella intermèdia entre l’última data  amb serologia negativa 

i la primera positiva.  

 

Estudi d’immunopatogènia: Amb la finalitat d’eliminar la interferència de  la possible toxicitat  

mitocondrial per part del TARGA, s’han reclutat només pacients PT sense TARGA. Pacients amb 

infecció pel VIH-1 que han progressat amb una càrrega viral plasmàtica per sobre de  35.000 

còpies/ml i una progressiva disminució des limfòcits CD4+ amb xifres de menys de 350 cel/µl 

en almenys dues ocasions durant els primers 8 anys, i que no han rebut prèviament ni reben 

actualment TARGA, totalment asimptomàtics i que no han patit cap infecció oportunista fins el 

reclutament. En aquells pacients en que la data de la infecció es desconeguda s’assumeix com 

a data d’infecció aquella intermèdia entre l’última data  amb serologia negativa i la primera 

positiva. Cap d’aquests pacients inclosos no presenten antecedents personals o familiars de 

malaltia mitocondrial ni condicions conegudes de dany mitocondrial, tal com fàrmacs, abús 

d’alcohol o dany hepàtic. 
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5.2.2 Controls. 

 

Els controls provenen d’un únic centre (Hospital Universitari de Tarragona Joan XXIII). Es 

tracta  de controls sans, constituts per donadors voluntaris de sang i personal sanitari. En 

l’estudi d’immunopatogènia cap dels individus inclosos  no presenten antecedents personals o 

familiars de malaltia mitocondrial ni condicions conegudes de dany mitocondrial, tal com 

fàrmacs, abús d’alcohol o dany hepàtic. 

 

5.3 Variables dels estudis: 

 

Estudis immunogenètics: 

 

a. Dades clíniques. S’ha realitzat una història clínica completa a cada pacient, amb 

anotació de la data d’infecció i les malalties oportunistes. 

b. Càrrega viral plasmàtica del VIH-1. 

c. Recompte de limfòcits CD4+. 

d. SNP de RANTES: -28(C>G), -109(T>C), -403(G>A). 

e. SNP de SDF-1: 801(G>A). 

f. SNP de CXCR4. 

g. SNP CCR5∆32. 

 

Estudi immunopatogènic. 

 

a. Dades clíniques. S’ha realitzat una història clínica completa a cada pacient, amb 

anotació de la data d’infecció i les malalties oportunistes. 

b. Càrrega viral del VIH-1. 

c. Recompte de limfòcits CD4+. 
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d. Quantificació d’ADNmt en les CMSP. 

e. Activitat d’enzims mitocondrials (C II, C III i C IV de la CRM). 

f. Paràmetres d'apoptosi en les CMSP (caspasa-3, caspasa-9, índex caspasa-9/Bcl-2). 

 

5.4 Recollida de mostres. 

 

Obtenció de sang i plasma. 

 

Estudis immunogenètics: 

 

Després d’un dejú de 12 hores com a mínim, s’extreuen de la vena  antecubital 2 tubs de 5 ml de 

sang amb EDTA (1mg/ml) com a anticoagulant. Immediatament després de l’extracció, un tub de 5 

ml es destina a determinació de limfòcits CD4+ i l’altre tub es centrifuga a 3500 rpm durant 15 

minuts i a 4ºC. Es separa el plasma en al.liqüotes i es guarden congelades a –80ºC fins el seu  

processament per les determinacions de càrrega viral. La resta de mostra s’utilitza per l’extracció 

d’ADN.  

 

Estudi immunopatogènic: 

 

Després d’un dejú de 12 hores com a mínim, s’extrauen de la vena  antecubital 20 ml de sang amb 

EDTA com  a anticoagulant que es destinen per la obtenció de CMSP. 

 

Obtenció d’ADN (estudis immunogenètics). 

 

 S’obté  a partir de 500 µl de sang total. S’extrau de manera automàtica mitjançant l’extractor  

MagNa Pure LC Instrument (Roche diagnostics, Basel, Switzerland). L’ADN es quantifica per 
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espectrofotometria . Les mostres d’ADN s’emmagatzemen a –80ºC fins el seu processament per la 

determinació dels polimorfismes dels gens RANTES , SDF-1β, CXCR4 i CCR5. 

 

Obtenció cèl·lules mononuclears de sang perifèrica (estudi immunopatogènic). 

 

S’aïllen per mig d’una centrifugació en un gradient densitat Ficoll (Histopaque®-1077, Sigma 

diagnostics, St. Louis, MO). Després de l’aïllament, les cèl·lules són resuspeses en una solució de 

tampó fosfat salí i s’emmagatzemen a –80ºC fins el seu processament per les determinacions 

bioquímiques i genètiques. 

 

5.5 Metodologia de laboratori. 

 

Tota la metodologia de laboratori es descriu de manera detallada en cadascun dels estudis que 

constitueixen aquesta tesi. 

 

Estudis immunogenètics: 

 

a) Càrrega viral: La càrrega viral a plasma es determina mitjançant els test de quantificació Cobas 

Amplicor HIV-1 Monitor test Ultra Sensitive (Roche Diagnostics) i utilitzant el sistema COBAS 

AMPLICOR versió 1.5 (Roche Diagnostics) per al seu anàlisi. El protocol seguit és el recomanat 

pel fabricant.   

 

b) Determinació de limfòcits CD4+: Les cèl·lules s’analitzen mitjançant un panell d’anticossos 

monoclonals amb tres marcadors per tub i conjugats amb fluorescein-isotiocianat (FITC), 

ficoeritrina (PE) i per CP (TriTest CD4/CD8/CD3 en tubs trucount). Les mostres s’analitzen en 

un citòmetre de flux FAC Scan (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San José, CA, 

USA). Per l’adquisició i anàlisi de dades s’utilitza el programa Multiset. 
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c) Anàlisi dels SNP en les posicions –28, -109 i –403 al promotor del gen de la quimiocina 

RANTES: Es tracta de tres SNP puntuals al promotor del gen. Les posicions indiquen el 

nucleòtid on es localitza la mutació a partir del inici de la transcripció. Els SNP són:  posició –

28: transversió C>G, posició –109: transició T>C i posició –403: transició G>A. Els tres SPN 

s’analitzen per seqüenciació automàtica. Degut a la seva  proximitat els SNP de les posicions –

28 i –109 s’analitzen conjuntament mitjançant la seqüenciació d’un únic fragment. El SNP –403 

s’analitza independentment. Totes les amplificacions es realitzen en un termociclador GeneAmp 

PCR Systems 9700 (PE Applied Biosystems) i les seqüenciacions en un seqüenciador ABI 

PRIMS 310 utilitzant el programa DNA sequencing analysis v3.3 (PE Applied Biosystems) on a 

cada base nucleotídica se li assigna un color. Els individus heterozigots es detecten per la 

presència de dos pics, mentre que els homozigots presenten un sol pic. 

 

- Anàlisi dels SNP  –28C>G i –109T>C. Mitjançant la PCR s’amplifica un fragment de 196 

parells de bases (pb) utilitzant primers específics següents: primer amb sentit: 5’ TGA GAG 

AGC AGT GAG G 3’ i primer antisentit: 5’GTC CAC GTG CTG TCT T 3’. En un gel d’agarosa al 

2%, tenyit amb el colorant bromur d’etidi i amb el marcador de tamany molecular conegut 

Marker VIII (Roche MolecularBiochemicals) es comprovar la correcta amplificació del fragment 

desitjat. Els  productes de PCR es purifiquen amb el Kit QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). 

Un cop purificats, es realitza una PCR de seqüenciació amb el primer amb sentit i  utilitzant el 

Kit de seqüenciació BigDye Terminator sequencing kit, v3.0,  Cycle Sequencing Ready Reaction 

(PE Applied Biosystems), seguint les instruccions del fabricant. Si es necessari, els productes 

de seqüenciació es purifiquen amb el Kit DyeEx Spin  kit (Qiagen). Després d’una 

desnaturalització a 95ºC durant 3 minuts, les mostres s’analitzen al seqüenciador.  

 

- Anàlisi del SNP –403G>A: S’analitza seguint la mateixa metodologia descrita per les 

mutacions anteriors. Per la PCR s’utilitzen els primers: primer amb sentit: 5’ AGT GTG CTC ACC 

TCC TTT 3’ i primer antisentit: 5’ GAT CAG AAG TCA CTG AGT 3’ que generen un fragment de 

174 pb. Per la PCR de seqüenciació s’utilitza el primer amb sentit. El número d’accés del 

Genbank per als 3 polimorfismes del RANTES és S64885. 
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d) Anàlisi del SNP a la posició  801 de la regió 3’ no traduïda (3’UTR) del gen del factor 1β derivat 

de la cèl·lula estromal (SDF-1β):  Es tracta d’una transició G>A  en la posició 801 de la regió 3’ 

no traduïda del gen. S’analitza mitjançant la tècnica de fragments de restricció de longitud 

polimòrfica (RFLP), seguint la metodologia següent: Es realitza una PCR amb els primer amb 

sentit 5’ CAGTCAACCTGGGGCAAAGCC 3’ i l’antisentit 5’ AGCTTTGGTCCTGAGAGTCC 3’ (número 

d’accés Genbank L36033). L’amplificació del fragment desitjat es comprova en un gel 

d’agarosa (Gibco BRL) al 2,5%  tenyit amb bromur d’etidi i amb el marcador de tamany 

molecular conegut Marker VIII (Roche). Els productes d’amplificació es digereixen a 37ºC i 

durant 4 hores amb l’enzim de restricció Msp I que reconeix la seqüència de l’al·lel salvatge 

(G). Els fragments de digestió es visualitzen en un gel d’agarosa d’alta resolució (Gibco BRL) 

amb el marcador de mida conegut Marker VIII (Roche). 

 

e) Determinació del SNP  CCR5 ∆32:  

Delecció de 32pb: Consisteix en una delecció de 32 pb i es determina  per PCR i gel d’agarosa. 

La PCR utilitza els primers amb sentit 5' CGT CTC TCC CAG GAA TCA TC 3’ i primer antisentit 5' 

TTC CCG AGT AGC AGA TGA CC 3’. El número d’accés del Genbank és AF031237.1. Els 

productes de la PCR són visualitzats en un gel d’agarosa al 2.5%. La mida dels fragments 

amplificats es comprova amb un marcador de tamany molecular conegut  i hauràn de ser: 174 

pb l’al.lel salvage (no deleció) i 142 pb l’al.lel mutat (deleció).  

 

f)  Determinació de SNP del CXCR4.  Seqüenciació de la regió codificant del domini C terminal de 

la proteïna CXCR4. Primers utilitzats per la PCR: Sentit 5’ AGGCCCTAGCTTTCTTCCAC 3’ i 

antisentit 5’ CAAGACAAAAATCCAACAAGCA 3’, generant una seqüència de 318 pb. Els 

fragments d’ADN són comprovats en un gel d’agarosa al 2%. Es purifiquen amb el Kit QiAquick 

PCR purification Kit. Finalment, es realitza una PCR de seqüenciació amb ambdós primers; el 

kit BigDye Terminator sequencing Kit, ver3.0, Cycle Sequencing Ready Reaction (PE Applied 

Biosystems), seguint les instruccions del fabricant. Si es necessari, els productes de 

seqüenciació es purifiquen amb el Kit DyeEx Spin  kit (Qiagen). Després d’una desnaturalització 

a 95ºC durant 3 minuts, les mostres s’analitzen al seqüenciador. 
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Estudi immunopatogènic. 

 

a) Càrrega viral (descrit anteriorment, pàgina 79) 

 

b) Determinació de limfòcits CD4+ (descrit anteriorment, pàgina 79) 

 

c) Contingut d’ADNmt en CMSP: Una alíquota de CMSP s’utilitza per l’extracció de l’ADN pel 

procediment estandard fenol-cloroform. La quantificació de l’ADNmt  es realitza mijatçant PCR 

a temps real (LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I, Roche Molecular Biochemicals®, 

Germany), quantificant el gen mitocondrial ND2 i el gen 18S ARNr nuclear com a control 

endogen. 

 

d) Activitat d’ enzims mitocondrials:  Amb una altra alíquota de CMSP es realitzen els anàlisis  

espectrofotomètrics. Es determina l’activitat dels enzims del complex II  (codificats 

exclusivament pe l’ADN nuclear), III i IV (ambdós parcialment codificats per l’ADNmt). Per a 

corregir les activitats enzimàtiques per eventual diferències en el contingut mitocondrial de les 

cèl·lules, les activitats absolutes es corregeixen per l’activitat citrat sintetasa la qual és 

considerada un bon marcador de contingut mitocondrial. 

 

e) Paràmetres d’apoptosi en CMSP: Es determina l’activitat de la caspasa-3 mitjançant fluorimetric 

CasPACE Assay System (Promega, USA). També analitzem l’activació apoptòtica  determinant 

la caspasa-9 amb un assaig d’immunoblot.  Anàlisis quantitatius densitomètrics de l’activitat de 

la caspasa-9, β-actin i de la Bcl-2 es realitzen per  senyals d’immunoblotting (Phoretics 1D 

Softward,  Phoretic International Ltd, Newcastel, UK). També es determina  la ràtio caspasa-9 

(marcador apoptòtic)/Bcl-2 (marcador antiapoptòtic) com a índex apoptòtic. 
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5.6 Recollida de dades. 

 

Les variables clíniques i analítiques es recullen  en un qüestionari estandarditzat i s’ha creat una 

base de dades amb el sistema informàtic SPSS/PC+ (ver12.0 for Windows; SPSS, Chicago, IL). 

 

5.7 Anàlisi estadística. 

 

Estudis immunogenètics (estudi 1 i 2) 

 

Les dades descriptives són expressades com a mitjana ±SD o mediana (rang) per a les 

distribucions no paramètriques. Diferències en nivells entre grups són  comparades utilitzant 

Student t test, Mann-Whitney U test, o ANOVA segons es necessiti. L’equilibri Hardy-Weinberg es 

va comprovar per χ2 goddness-of-fit test. Les freqüències al·lèliques i genotípiques en els diferents 

grups es varen comparar pel test de χ2 o test exacte de Fisher quan fou necessari. Un valor de P 

de menys de 0.05 es va considerar significatiu. 

 

Estudi Immunopatogènic (estudi 4) 

 

En tots els anàlisis, les dades dels PT i LTNP  es presenten com a valors relatius respecte als dels 

controls sans, als quals s’ha assignat arbitràriament el valor de 100%. Les dades descriptives  en 

els pacients VIH-1 i en els controls s’expressen com mitjana ± EES (error estàndard de la mitjana) i  

els resultats es comparen utilitzant Student t test, ANOVA per dades distribuïdes normalment, i els 

test de Kruskal-Walis quan són necessaris  tests no paramètrics. També s’ha realitzat una regressió 

lineal amb la finalitat de relacionar variables quantitatives. En tots el casos un valor de  P  de 

menys de 0.05 es va considerar significatiu. 
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6. Estudis 
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6.1 Estudi 1. 

 

 “La falta d’associació de la variant al·lèlica SDF-1 3’A amb infecció pel VIH-1 no 

progressiva s’estén més enllà de 16 anys”. 

 

 

Lack of Association of SDF-1 3’A Variant Allele With Long-Term Nonprogressive HIV-1 
Infection Is Extended Beyond 16 Years.  
 
Francesc Vidal, MD, PhD, Joaquim Peraire, MD, Pere Domingo, MD, PhD, Montserrat Broch, PhD, 
Hernando Knobel, MD, PhD,  Enric Pedrol, MD, PhD, David Dalmau, MD, PhD, Consuelo Viladés, 
MD,  Mª Antònia Sambeat, MD, Cristina Gutiérrez, PhD, and Cristóbal Richart, MD, PhD  on Behalf 
of the Chemokines and Long-Term Nonprogressor Study Group. 
 
J Acquir Immune Defic Syndr 2005;40:276–279. 
 
Factor impacte (2005) : 4.1 ; (2007) : 4.4 
 
 

 

Aquest estudi ha estat finançat per La Marató de TV3 (02/1830, 02/1831, 02/1832, 02/1833, 

02/1834), la Red Española de Investigación en SIDA (RIS G03/173) i el Fondo de Investigación 

Sanitaria (FIS 02/1282). 
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6.2 Estudi 2. 

 

 “Els polimorfismes en el  promotor del gen  de la quimiocina RANTES no s’associen a 

infecció pel VIH-1 no progressiva de més de 16 anys d’evolució”. 

 

 

Polymorphism of RANTES Chemokine Gene Promoter Is Not Associated With Long-
Term Nonprogressive HIV-1 Infection of More Than 16 Years. 
 
Francesc Vidal, MD, PhD, Joaquim Peraire, MD, Pere Domingo, MD, PhD, Montserrat Broch, PhD, 
Mireia Cairó , MD, Enric Pedrol, MD, PhD,  Milagros Montero, MD, Consuelo Viladés, MD, Cristina 
Gutiérrez, PhD, Mª Antònia Sambeat, MD, PhD, Àngels Fontanet, David Dalmau, MD, PhD, 
Elisabeth Deig, MD, Hernando Knobel, MD, PhD, Joan Josep Sirvent, MD, PhD, and Cristóbal 
Richart, MD, PhD on Behalf of the Chemokines and Long-Term Nonprogressive HIV-1 Infection 
Study Group. 
 
J Acquir Immune Defic Syndr 2006;41:17–22. 
 
Factor impacte (2006) : 3.9 ; (2007) : 4.4 
 

 

Aquest estudi ha estat finançat per La Marató de TV3 (02/1830, 02/1831, 02/1832, 02/1833, 

02/1834), la Red Española de Investigación en SIDA (TIS G03/173) i el Fondo de Investigación 

Sanitaria (FIS 02/1282). 
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6.3 Estudi 3. 

 

“Absència de polimorfismes de la regió C-terminal de CXCR4 en espanyols infectats pel 

VIH-1 i en no infectats”. 

 

 

Absence of CXCR4 C-Terminal Polymorphisms in HIV-1 Infected and Uninfected 
Spaniards. 
 
Joaquim Peraire, MD, Montserrat Broch, PhD, Pere Domingo, MD, PhD, Enric Pedrol, MD, PhD, 
David Dalmau, MD, PhD, Hernando Knobel, MD, PhD, Consuelo Viladés, MD, Maria Antònia 
Sambeat, MD, PhD, Cristóbal Richart, MD, PhD, Francesc Vidal, MD, PhD. 
 
J Acquir Immune Defic Syndr 2006;42:382-383. 
 
Factor impacte (2006) : 3.9 ; (2007) : 4.4 
 

 

Aquest estudi ha estat finançat per La Marató de TV3 (02/1830, 02/1831, 02/1832, 02/1833, 

02/1834), la Red Española de Investigación en SIDA (TIS G03/173) i el Fondo de Investigación 

Sanitaria (FIS 02/1282, 05/1501, 05/1591). 
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6.4 Estudi 4. 

 

”Els pacients infectats pel VIH-1 no progressadors (LTNP) tenen un dany mitocondrial 

mes lleu i una menor apoptosi aconduïda pel mitocondri en les cèl·lules mononuclears 

de sang perifèrica que els progresadors típics” 

 

 

HIV-1-Infected Long-Term Non-Progressors have Milder Mitochondrial Impairment 
and Lower Mitochondrially-Driven Apoptosis in Peripheral Blood Mononuclear Cells 
than Typical Progressors. 
 
Joaquim Peraire, Òscar Miró, Maria Saumoy, Pere Domingo, Enric Pedrol, Francesc Villarroya, 
Esteban Martínez, Miguel López-Dupla, Glória Garrabou, Mª Antònia Sambeat, Elisabet Deig, Joan 
Villarroya, Matilde Rodriguez-Chacón, Sònia López, Àngels Fontanet, Maija Holmstrom, Marta 
Giralt, Josep Mª Gatell and Francesc Vidal. 
 
 
Current HIV Research 2007, 5, 467-473 
 
Factor impacte (2007) : 2.6 
 

 

Presentat en part en la 45th annual Interscience Conference on Antimicrobial Agents and 

Chemotherapy, Washinton 2005 (abstract nº ICAAC05-A-1582-ASM), i en el 7th International 

Worshop on Adverse Drug Reactions and Lipodystrophy in HIV, Dublin 2005 (Abstract nº 71) 

 

Aquest estudi ha estat finançat per la Fundación para la Investigación y la Prevención del SIDA en 

España (FIPSE 310/00, 3161/00, 3661/06); Fundación La Marató de TV3 (02/1830, 02/0210); Red 

de Investigación de Mitocondrias (V2003-REDC06E-0); Ministerio de Sanidad y Consumo  Instituto 

de Salud Carlos III, Red de Sida; Fondo de Investigación Sanitaria (FIS 02/1282, 051501, 05/1591 

and  07/0976) i el Suport de Grups de Recerca de la Generalitat de Catalunya (2005/SGR/0300). 

 

La Fundació Doctor Ferran ha premiat aquest estudi amb el Premi Dr. Ferran i Clua  al millor  

treball d’investigació, convocatòria 2007.Tortosa.  
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7. Discussió 
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Com hem descrit detalladament en la introducció d’aquesta tesi, la història natural de la infecció 

pel VIH-1 varia àmpliament entre els infectats. Des de fa alguns anys, un dels grups de pacients 

infectats pel VIH-1 més atractius per  l’estudi, degut a les seves peculiars característiques, han 

estat els LTNP.93,94 L’existència d’aquest grup de pacients suggereix que alguns individus són 

capaços de contenir la multiplicació del VIH-1, i per tant controlar la infecció de manera natural. 

Els factors que condicionen aquesta peculiar manera d’evolució no són ben coneguts.  

 

Per aquesta raó, la nostra Unitat de Malalties Infeccioses i VIH/SIDA va encetar una línea de 

recerca per estudiar els factors genètics de l’hoste que poden influir en la història natural de la 

infecció. Entre aquest factors, el nostre grup ha dedicat els esforços a l’estudi dels SNP genètics 

dels coreceptors cel·lulars utilitzats pel VIH-1 i  dels seus lligands les quimiocines, particularment 

en el subgrup de pacients LTNP,  de la població espanyola de raça blanca. Tres estudis d’aquesta 

tesi s’inclouen dins d’aquesta línea de recerca immunogenètica. 

 

D’altra banda, la constatació en els darrers anys de que el VIH-1 pot induir dany mitocondrial en 

les CMSP,139-142 que la disminució de l’ADNmt s’associa a una disfunció mitocondrial 

generalitzada143 i que el mitocondri té un paper fonamental en la regulació de l’apotosi,137 ha 

motivat que la nostra unitat, juntament amb els altres centres participants, investigués la possible 

relació entre els danys mitocondrials induïts pel VIH-1 i l’apoptosi en les CMSP, avaluant-ne la seva 

influència en l’estat de LTNP.  El quart estudi d’aquest tesi està emmarcat dins d’aquesta línea 

d’immunopatogènia. 
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Estudis immunogenètics. 

 

Variant al·lèlica SDF-1 3’A i influència sobre el risc d’infecció i la progressió de la 

infecció pel VIH-1. 

 

El primer estudi d’aquesta tesi demostra que ser portador de la variant al·lèlica SDF-1 3’A no 

s’associa  amb l’estat de LTNP en pacients espanyols blancs infectats pel VIH-1, i  que tampoc 

influeix en el risc d’infecció. Aquestes troballes són independents de la presència de l’al·lel 

CCR5Δ32. Tampoc  s’ha observat  cap relació entre l’al·lel mutat, la càrrega viral i el recompte de 

limfòcits CD4+ en els  LTNP. Igualment, quan s’analitza el subgrup de controladors d’elit, tampoc 

s’observa una associació a aquesta  variant al·lèlica (dades no mostrades a la publicació). 

 

Sis estudis han avaluat el paper de les mutacions de SDF-1 en el subgrup de pacients LTNP amb 

resultat contradictoris.46-51  Tres d’aquests estudis no tenien grup control,46-48 la qual cosa dificulta 

molt l’avaluació de les seves dades. Només un d’aquests tres va demostrar una relació de la 

variant al·lèlica SDF-1 3’A i LTNP.46 La dificultat d’interpretació dels resultats deguda a l’absència 

de grup control, és posada en evidència per les troballes del nostre estudi. Si ens fixem només en 

els nostres dos subgrups de pacients infectat pel VIH-1, les nostres dades demostren que l’al·lel 

mutat 3’A tendeix a estar menys present en els PT que en els LTNP, encara que les diferències no 

són  estadísticament significatives (p=0.08). Això, suggereix  una tendència  a l’associació de la 

variant al·lèlica 3’A  amb LTNP. Amb tot, quan comparem aquests subgrups d’infectats amb el grup 

de controls sans, trobem que la prevalença de l’al·lel mutat 3’A en els LTNP i controls sans  és 

similar (28%, 26,5% respectivament), però és  marcadament inferior en els PT (19%). Com 

aquestes diferències no són significatives, el nostre anàlisi final conclou que les mutacions en el 

locus SDF-1 no s’associen amb l’estat de LTNP. D’altra banda, els altres 3 estudis que analitzaven 

grup control, 49-51  també ofereixen dades discordants, i cap dels tres  va  trobar associació entre  

la variant al·lèlica 3’A i LTNP. 
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Així doncs, una pregunta a plantejar-se és per quina raó no s’ha pogut reproduir la informació 

inicial  de l’associació  del genotip homozigot 3’A amb  progressió de la infecció.41 Cal destacar, que 

aquest primer estudi suggeria un més fort efecte genètic sobre la progressió,  que el que va ser 

trobat en els estudis següents.41, 49-51 Com s’ha apuntat en altres llocs, el biaix en la selecció, així 

com la diversitat de població o raça en els estudis, són una explicació plausible del perquè els 

primers estudis d’associació genètica tendeixen a sobreestimar l’efecte que confereixen els SNP 

genètics, un efecte que posteriors estudis han demostrat que es mes modest o inexistent.145 A més 

a més, la baixa potencia estadística d’alguns d’aquest estudis motiva que ofereixin unes dades 

inconsistents, contribuint  a la falta de reproductibilitat.146 

  

Finalment, no hi ha homocigots CCR5Δ32 a la població analitzada i no hem trobat associació entre 

heterozigot CCR5Δ32 i LTNP, ja que la freqüència d’aquest al·lel  està igual representada en els 

LTNP i PT. Així doncs, no hem pogut reproduir el efecte protector de CCR5Δ32 sobre la progressió 

de la infecció que han trobat altres autors.24-27 Tanmateix, els nostres resultats estan d’acord amb 

aquells dos estudis que no troben una associació entre  heterozigot CCR5Δ32  i retard en el 

deteriorament immunològic, en pacients infectats pel VIH-1 usuaris de drogues  per via 

parenteral.147,148 Cal destacar, que la majoria dels nostres pacients van adquirir la infecció pel VIH-

1 a través de l’ús compartit d’agulles o xeringues,  i que la via de transmissió és un dels 

determinants majors de la resposta immune vers el VIH-1149 i la evolució de la infecció, de manera 

que és plausible que la influència dels factors genètics sobre la progressió depengui de la via de 

transmissió. Com s’ha explicat a la introducció d’aquesta tesi (secció 1.3.2; pàgina 29), en la 

transmissió sexual el virus utilitza, per entrar a les cèl·lules que infecta, principalment el coreceptor 

CCR5, degut a la síntesis incrementada de SDF-1 per part de les cèl·lules presentadores i de 

l’epiteli vagina i intestinal, induint un bloqueig del coreceptor CXCR4, mentre que en la transmissió 

per via parenteral el VIH-1  pot utilitzar més fàcilment qualsevol dels dos coreceptors. 

 

 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
IMMUNOGENÈTICA I IMMUNOPATOGÈNIA DE LA INFECCIÓ PEL VIH-1 EN LA POBLACIÓ ESPANYOLA. 
INFLUÈNCIA SOBRE LA HISTÒRIA NATURAL DE LA INFECCIÓ. 
Jose Joaquin Peraire Forner 
ISBN:978-84-691-9481-2/DL:T-23-2009



Tesi Doctoral de José Joaquin Peraire Forner  120 

Polimorfismes en el  promotor del gen  de la quimiocina RANTES , risc d’infecció pel 

VIH-1 i LTNP. 

 

En el  segon dels estudis  d’aquesta tesi  es demostra l’absència de relació entre els SNP  -28C>G, 

-109T>C, i -403G>A  en el promotor del gen de la quimiocina RANTES i els pacients no 

progressadors o progressadors lents, en una cohort d’espanyols  blancs que van adquirir la infecció 

pel VIH-1, majoritàriament , a través de l’ús compartir de agulles o xeringues (ús de drogues per 

via parenteral). Aquesta falta d’associació es manté quan analitzem el subgrup de pacients 

controladors d’elit (dades no mostrades a la publicació).  Tampoc es troba diferències en el genotip 

i la distribució al·lèlica entre el grup d’infectats pel VIH-1 i els controls sans, no evidenciant cap 

genotip o haplotip que predisposi o protegeixi de la infecció pel VIH-1. Aquestes troballes són 

independents de la presència de l’al·lel CCR5Δ32. 

 

Treballs previs han estudiat la influència dels SNP en la regió promotora de RANTES sobre la 

epidemiologia i la història de la infecció pel VIH-1,52-59,150 però a diferència del nostre estudi, cap 

s’ha realitzat en pacients LTNP. Els resultats d’aquests estudis son contradictoris i depenen de la 

població analitzada. Així doncs, s’ha vist que la presència de l’al·lel mutat -403A incrementa la 

susceptibilitat a la infecció pel VIH-1 en americans de raça blanca53-54 i  xinesos Han,55 però no en 

japonesos52, espanyols (com al nostre estudi),56 o  en altre cohorts estudiades.57-59 Altres autors 

han trobat que l’al·lel salvatge -403G s’associa a un increment de la susceptibilitat de la infecció en 

individus xinesos.150 Si més no, els resultats d’aquests treballs s’han d’interpretar amb molta cura, 

ja que  alguns d’ells,  com passa en el nostre treball, no comptaven amb  un grup control de 

persones  repetidament exposades no infectades (ENIs), formant part del grup control  donants de 

sang amb desconegudes pràctiques de risc per adquirir el VIH-1, la qual cosa suposa una limitació 

per a poder avaluar la verdadera influència d’aquestes variants genètiques  en la modulació del risc 

d’infecció. Així doncs, es molt probable que en les persones infectades pel VIH-1, les pràctiques de 

risc eclipsen el possible efecte protector d’algun particular genotip o haplotip de RANTES. En 

aquest sentit, un estudi recent en persones de raça blanca, no trobà diferències en el  genotip de 
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RANTES entre persones infectades pel VIH-1 i  ENIs,57 suggerint que les variants al·lèliques de 

RANTES no tenen un paper predisposant o protector vers la infecció VIH-1. 

 

Entre les persones infectades, i en relació a la progressió de la infecció, l’al·lel mutat -403A s’ha 

associat  amb una descens més lent de limfòcits CD4+ i una progressió més lenta a SIDA en 

algunes cohorts multiètniques53,54. La informació sobre la població japonesa es discordant, per què 

alguns estudis no troben cap efecte52  i altres troben alentiment de la progressió.58 Altres estudis en 

subjectes americans d’origen africà troben que homozigots per haplotips de RANTES que contenen 

l’al·lel salvatge -403G presenten  una càrrega viral baixa en fases  inicials de la infecció 

comparades amb la que presenten altres haplotips, anticipant una més lenta progressió de la 

infecció.151 D’altra banda, la influència de l’al·lel mutat -28G sobre la progressió de la infecció, 

també depèn de les ètnies, amb estudis que van des de cap efecte en una cohort multiètnica,53 a 

progressió lenta en japonesos,52,58 i ràpida progressió a SIDA en xinesos.150  Aquí tampoc  cap dels 

estudis analitzats, s’han adreçat a LTNP com en el nostre estudi.  El resultats del nostre treball  

indiquen que les variants al·lèliques de RANTES no modulen la evolució d’aquest particular subgrup 

de pacients infectats pel VIH-1. Encara que l’al·lel mutat -28G va ser més freqüent en  els LTNP 

que en els progressadors típics (5% vs. 2%), la diferència va ser estadísticament no significativa. 

No obstant això, reconeixem que degut al nombre petit de pacients estudiats, l’anàlisi estadístic té 

poca potencia, ja que la potència de la comparació va ser menor del 40%. 

 

Quan comparem les dades obtingudes en aquest treball amb les de la literatura, trobem que la 

influència de les variants al·lèliques del promotor del gen RANTES sobre el risc de infecció pel VIH-

1 i  la progressió de la infecció varia àmpliament i depèn de l’origen dels subjectes estudiats. De 

fet,  les dades de la distribució dels haplotips de RANTES en els nostres pacients, estan 

estretament relacionades amb les dades de cohorts de persones de raça blanca,53 però són molt 

diferents de les dels asiàtics.52 Això fa  plausible la hipòtesi que la influència del genotip RANTES  

pot ser variable en els diferents grups ètics. 
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Finalment, no hem trobat associació entre heterozigot CCR5Δ32 i LTNP, ja que la freqüència 

d’aquest al·lel no està incrementada en aquest subgrup de pacients, com ja hem comentat en el 

nostre primer estudi. 

 

Polimorfismes de la regió que codifica pel domini C-terminal  CXCR4 en espanyols 

blancs. 

 

Els resultats del tercer estudi d’aquesta tesi, demostren una absència de mutacions en la regió que 

codifica pel domini intracel·lular C-terminal del coreceptor CXCR4 en una cohort d’espanyols blancs 

infectats pel VIH-1 i no infectats. 

 

La informació disponible actualment sobre el paper dels  SNP de CXCR4 sobre la història natural de 

la infecció pel VIH-1 és escassa. En la població blanca, només un estudi va trobar 2 mutacions, les 

quals no modulaven el risc d’infecció.26 Estudis posteriors també realitzats en la població blanca, no 

van detectar variants al·lèliques en diferents regions codificants del gen.37,38 Això es consistent 

amb les troballes del nostre estudi, també realitzat en població blanca. Tanmateix, Liu i 

col·laboradors,39 van trobar fins a set SNP en un rastreig de CXCR4 en la població Xinesa Han, 

encara que el seu significat funcional i associacions no van ser avaluats. Les dades més recents, 

proporcionades per Petersen i col·laboradors,40 detecten mutacions no significants en sud-africans 

de descendència Xhosa.  

 

Tot plegat, suggereix que la distribució de  les variants al·lèliques  de CXCR4 poden diferir segons 

l’ètnia. Així doncs, fins a l’actualitat, no es coneixen mutacions en el gen CXCR4 que alteri el risc 

d’infecció pel VIH-1 o modulen la progressió de la infecció, almenys en diverses poblacions 

blanques i en sud-africans de descendència Xhosa. 
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Estudi immunoatogènic. 

 

Danys mitocondrial i apoptosi en CMSP.  

 

L’últim estudi d’aquesta tesi  confirma que les CMSP dels pacients infectats pel VIH-1 amb una 

infecció no controlada (progressadors típics) presenten un dany mitocondrial difús, i demostra un 

increment de  l’apoptosi que, almenys, implica a la via mitocondrial de la mateixa. També 

demostra que les CMSP dels LTNP tenen els mitocondris més preservats, i presenten una menor 

activació apoptòtica que els PT no tractats, malgrat el més llarg temps  de la seva infecció pel VIH-

1. Les nostres dades també indiquen  que, en les CMSP dels pacients infectat pel VIH-1, l’apoptosi 

mediada pel mitocondri es correlaciona positivament amb el dany mitocondrial i amb la càrrega 

viral del VIH-1. 

 

Malgrat tot, hem de reconèixer que el nostre estudi presenta una sèrie de limitacions. En primer 

lloc, es tracta d’un estudi transversal, la qual cosa no permet establir  una  relació causa-efecte. En 

segon lloc, les troballes en les CMSP no han de reflectir necessariament el que passa en el limfòcits 

CD4+. No obstant això, nosaltres hem elegit una  bateria d’experiments  que representen 

estretament el que succeeix  en la funció mitocondrial, i hem tingut en consideració els efectes 

demostrats prèviament  del VIH-1 sobre aquests orgànuls, com per exemple, la depleció de 

l’ADNmt i la disminució de l’activitat de la CRM, codificada o no per l’ADNmt.144 Tanmateix, 

nosaltres reconeixem que no hem realitzar  l’avaluació completa de la funció mitocondrial, ja que 

no es van determinar els  substrats d’oxidació, el potencial de la membrana mitocondrial o la 

producció d’ATP. Finalment, l’anàlisi de  l’apoptosi s’ha realitzat mesurant les caspases més que 

l’apoptosi per se, la qual cosa ens permet distingir entre l’activació apoptòtica global (demostrada 

per l’activitat de la caspasa-3) i l’activació de l’apoptosi depenent del mitocondri (demostrada per 

l’activació de la caspasa-9). 
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Actualment, hi han moltes evidencies que suggereixen que el VIH-1 facilita l’apoptosi de les 

cèl·lules que infecta, produint danys a diferents òrgans.152-156 D’altra banda, s’ha demostrat 

l’existència d’una correlació entre el VIH-1, depleció d’ADNmt i disfunció mitocondrial en CMSP de 

pacients asimptomàtic no tractats, els quals han presentat una disminució de limfòcits CD4+.139,143 

Com hem comentat anteriorment (secció 1.3.4; pàgina 33), diverses proteïnes del VIH-1 en són  

les responsables. Així doncs, és raonable assumir que existeix una relació entre tots dos processos 

i una correlació negativa entre l’activitat apoptòtica i el contingut de ADNmt, d’acord amb aquesta 

hipòtesi. Addicionalment, nosaltres hem trobat  que aquesta negativa correlació entre el contingut 

d’ADNmt i l’apoptosi és més gran  pels PT que per als LTNP, la qual cosa suggereix que l’apoptosi  

té un paper en el desenvolupament de toxicitat mitocondrial. Cal destacar, que estudis publicats 

suggereixen una relació entre LTNP i disregulació en l’apoptosi, de manera que  mutacions dins 

Vpr tenen un impacte sobre els efectes tòxics mitocondrials d’aquestes proteïnes relacionades amb 

el VIH-1,155,157 poden conferir l’estat de LTNP. 

 

Respecte a la caspasa-9, ha estat prèviament demostrat que la proteïna Vpr del VIH-1, indueix 

apoptosi de CMSP  mitjançant una baixa regulació de Bcl-2 i una excessiva inducció de les 

caspases.158 S’ha de considerar que, la quantitat de Bcl-2 en el mitocondri és més indicatiu de la 

sensibilitat de les cèl·lules a l’activació de l’apoptosi  a través del mitocondri en resposta  a una 

injuria,  que de l’activitat apoptòtica mitocondrial per se, la qual es més clarament evidenciada per 

altres paràmetres, com  es l’activitat de la caspasa-9. El nostres resultats estan d’acord amb aquest 

escenari, ja que l’activació de la caspasa-9 va ser més elevada en els PT que en els LTNP, amb  

una tendència  cap a una relació  entre l’apoptosi  per via mitocondrial  i la càrrega viral. 

 

Les nostres dades poden eventualment explicar parcialment la diferent evolució immunològica 

entre els PT i els LTNP al llarg del temps. Els LTNP han estat exposats als  productes del VIH-1 

durant molt temps, a una intensitat baixa. Cal destacar, que nosaltres proporcionen evidencia que 

la massa viral del VIH-1 probablement determina  el dany mitocondrial, ja que una infecció pel 

VIH-1 menys invasiva, com passa  en els LTNP, produeix  dany mitocondrial més lleu que la 

infecció  dels PT (els qual tenen una massa viral més elevada). La majoria de les alteracions 
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mitocondrials adquirides per tòxics159,160 o induïts per drogues,161-163  es creu que estan relacionats 

amb la quantitat del inòcul i  la duració de la exposició. En aquest sentit, un estudi inicial de 

diverses dades de  funció mitocondrial en LTNP, va trobar una disminució de la generació de 

superòxid i un potencial transmembrana preservat. Aquestes dades van ser consistents amb una 

funció de la CRM preservada, la qual cosa es va associar amb una disminució de la ràtio d’apoptosi 

CD4+ i CD8+.164 En aquest estudi, els pacients del grup comparador havien progressat a SIDA i 

havien rebut zidovudina, per la qual cosa no  es pot excloure, que aquesta droga no tingui un 

efecte  acumulatiu negatiu sobre els paràmetres mitocondrials.165 No obstant aquest biaix, els 

nostres resultats són consistents amb els de Moretti i col.laboradors.164  

 

Així doncs, es pot especular que probablement els LTNP no arribin al llindar  acumulatiu que 

requereixen els insults per a produir un significatiu danys mitocondrial. Sense considerar els 

mecanismes finals implicats en aquest canvis, nosaltres podem concloure que els pacients infectats 

pel VIH-1 LTNP tenen una més baixa apoptosi per via mitocondrial i més preservat el mitocondri 

que els TP. 
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8. Conclusions 
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Les conclusions dels treballs d’aquesta tesi s’enumeren tot seguit. 

 

Estudi 1: “La falta d’associació de la variant al·lèlica SDF-1 3’A amb infecció pel VIH-1 

no progressiva s’estén més enllà de 16 anys”. 

 

1. El polimorfisme SDF-1 3’A no és un determinant d’infecció pel VIH-1 no progressiva en pacients 

espanyols blancs. La falta d’influència  sobre la progressió de la infecció pel VIH- 1 s’estén més 

enllà de 16 anys. 

 

2. La variant al·lèlica SDF-1 3’A  no modula en el risc d’infecció pel VIH-1 en pacients blancs 

espanyols. 

 

3. No existeix cap relació entre el polimorfisme SDF-1 3’A, la càrrega viral i el recompte de 

limfòcits CD4 en els  LTNP. 

 

4. En la població espanyola caucàsica en la que el factor de risc d’adquisició pel VIH-1 majoritari 

és l’ús de drogues per via parenteral, l’al·lel CCR5Δ32 no modula el risc d’infecció ni la 

progressió de la malaltia. 

 

Estudi 2:  “Els polimorfismes en el  promotor del gen  de la quimiocina RANTES no 

s’associen a infecció pel VIH-1 no progressiva de més de 16 anys d’evolució”. 

 

1 En la població espanyola de raça blanca,  els polimorfismes en el gen promotor de la 

quimiocina  RANTES -28C>G, -109T>C, i -403G>A  no s’associen amb infecció per VIH-1 no 

progressiva i per aquest motiu no modulen aquesta particular manera d’evolució.  
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2 Les variants al·lèliques de RANTES no tenen un paper predisposant o protector vers la infecció 

VIH-1 en la nostra població, encara que falta un grup control de ENIS. 

 

3 No existeix cap relació entre els polimorfismes  -28C>G, -109T>C, i -403G>A  en el promotor 

del gen de la quimiocina RANTES,  la càrrega viral i el recompte de limfòcits CD4 en els  LTNP. 

 

Estudi 3. “Absència de polimorfismes de la regió C-terminal de CXCR4 en espanyols 

infectats pel VIH-1 i en no infectats”. 

 

1. No existeixen mutacions en la regió que codifica pel domini intracel·lular C-terminal del 

coreceptor CXCR4 en una cohort d’espanyols de raça blanca infectats pel VIH-1 i no infectats, que 

alteri el risc d’infecció pel VIH-1 o modulen la progressió de la infecció. 

 

Estudi 4. ”Els pacients infectats pel VIH-1 no progressadors (LTNP) tenen un dany 

mitocondrial més lleu i una menor apoptosi aconduïda pel mitocondri en les cèl·lules 

mononuclears de sang perifèrica que els progressadors típics”. 

 

 

1.  Els pacients infectats pel VIH-1 LTNP tenen  un dany mitocondrial més lleu en les CMSP que els 

TP no tractats, malgrat el temps més llarg d’infecció pel VIH-1. 

 

2. Els  pacients infectats pel VIH-1 PT tenen una activació de la apoptosi més gran en les CMSP 

que els LTNP i controls sans. 

 

3. En les CMSP dels pacients infectats pel VIH-1 PT, el dany mitocondrial es correlaciona 

positivament amb l’apoptosi mediada pel mitocondri  i amb la càrrega viral del VIH-1. Aquesta 

correlació és lleu o no està present en els LTNP. 
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