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SIV Virus de la inmunodeficiencia en simios
STF Suero de ternera fetal

SDS Dodeci! sulfato sddico

TCR Receptor de linfocitos T
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1.- INTRODUCCION



1.- BIOLOGIA MOLECULAR DEL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA.

Fue a finales de 1981 cuando se publicé el primer caso de SIDA, a pesar de que en
aquel momento no se sabia la etiologia de esta enfermedad (1). Se trataba de un joven
homosexual americano con neumonia que presentaba un estado grave de inmunodeficiencia.

A partir de este afio se empezaron a observar més casos de jévenes, no solamente
americanos sino también europeos, pertenecientes a dos grupos de riesgo, homosexuales y
drogadictos, que padecian enfermedades infecciosas o neoplasias muy poco frecuentes en la
poblacién normal, como Sarcoma de Kaposi, Tuberculosis o Neumonia por Preumocystis carinii.

La evaluacién inmunolégica inicial de estos pacientes demostré una marcada deficiencia
de la funcién celular y una pérdida selectiva de linfocitos T CD4+. Como resultado de esta
inmunodeficiencia, estos pacientes eran victimas de patdgenos que podrian ser facilmente
controlados por un Sistema Inmune normal. Este estado, en su forma mis avanzada, ha sido

denominado Sindrome de Inmunodeficiencia Humana Adquirida (STDA).

Fueron dos investigadores, Robert C. Gallo y Luc Montagnier, quienes en 1983
demostraron por primera vez que el agente que inducia un estado de inmunodeficiencia en el
hombre era un retrovirus (2), denominado actualmente virus de la Inmunodeficiencia Humana
(HIV). Se trataba entonces de una enfermedad devastadora causada por una clase de agentes
infecciosos, los retrovirus, detectados no hace mucho tiempo en seres humanos como

responsables de ciertas patologias.

El primer retrovirus humano se descubrié en 1980 y fue denominado Virus Linfotrépico
T humano de tipo I (HTLV-I) porque se demostré que podia infectar linfocitos T humanos.
Este virus causa un tipo de leucemia, conocida como Leucemia de células T en adultos (LAT),
endémica de algunas dreas del Japdn, Africa y el Caribe, aunque actualmente se ha extendido
a otras regiones del mundo. Dos afios después se descubrid el HTLV-II, implicado
probablemente en algunos casos de Leucemias de células T, Leucemia de las células peludas y
algunos linfomas crénicos.

En un principio se pensé que el agente etiolgico del SIDA podia ser un retrovirus
relacionado con el HTLV-I, pero cuando se aislé y se estudiaron sus caracteristicas morfolégicas
y su genoma, se demostré que estaba mds relacionado con un grupo de virus citopdticos no

transformantes denominados Lentivirus (3,4).



El descubrimiento del HIV, como agente que causaba el SIDA, facilitd la aparicién de
una prueba para determinar la presencia de anticuerpos frente al HIV. Los resultados
consecuentes a este andlisis revelaron que se trataba de una infeccién con un periodo de
latencia muy largo y que el nimero de personas infectadas era mucho mayor que el de las
personas que presentaban un Sindrome de Inmunodeficiencia. Esta diferencia implicaba que
existia un estado de pandemia.

La mayoria de las personas infectadas eran homosexuales, drogadictos, o bien, nifios
nacidos de madres seropositivas. Estas observaciones sirvieron para definir las tres vias de
transmisién del virus, sexual, intravenosa y materno-fetal.

En la poblacién del Oeste de Africa, en 1985, se aislé un nuevo virus relacionado con
el primer virus de la Inmunodeficiencia Humana aislado, HIV-1, al que se le denominé HIV-2.
Este nuevo virus estaba también asociado a un Sindrome de inmunodeficiencia similar al SIDA,

aunque menos agresivo (5).

1.1.1.- Filogenia y estructura.

El origen filogenético del virus es dificil de determinar debido a la gran variacién que
existe entre las secuencias de nucledtidos de las cepas virales estudiadas hasta el momento,
procedentes de pacientes infectados de diferentes paises, y a la carencia de datos
epidemioldgicos anteriores a los primeros casos de SIDA diagnosticados.

Con los datos evolutivos que existen hasta ahora, en los que se han comparado distintas
secuencias del ARN de retrovirus caracteristicos de los primates, se ha sugerido que ambos tipos
de virus, el HIV-1y el HIV-2, podrian haber evolucionado de un antecesor comun hace 40 aiios,
relacionado con el Virus de la Inmunodeficiencia en simios, SIV (6).

Por otro lado, estudios realizados para determinar analogias entre las proteinas de
distintos virus, basados en la deteccién de reacciones cruzadas de los anticuerpos del suero de
los organismos infectados, han apoyado la hipdtesis de la relacién del BIV con el virus que
causa un Sindrome de Inmunodeficiencia en los simios (SIV). De hecho, el STV, responsable
de una forma de inmunodeficiencia y encefalopatia en los monos presenta una homologia de
un 75% en la secuencia de nucleétidos con el virus HIV-2 (7) y en ambos virus la organizacién
de los genes estructurales y reguladores es virtualmente idéntica.

Actualmente se cree que el HIV-1 se originé en Africa Central y que su gran expansién
pudo haber sido debida a la aparicién del virus en grupos de alto riesgo de transmision como

la poblacién africana, los homosexuales y los drogadictos de Europa y Estados Unidos.



Por microscopia electrénica de alta resolucién se pudo describir la forma casi esférica
del virién, cuyo didmetro oscila entre los 80 y 110 nm. Actualmente se conoce perfectamente
la estructura del virus, constituida por una cubierta externa, o envoltura, formada por una doble
capa de moléculas lipidicas, procedente de las membranas de las células infectadas, y una
nucleocdpside en el interior. En la bicapa lipidica estin ancladas proteinas de origen humano
como moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase 1 y de clase 11, y las
glicoproteinas del virus gpl20 y gp41, situadas en el exterior e inmersa en la membrana
respectivamente (8,9). Estas proteinas de la envoltura juegan un papel decisivo en la infeccion
de sus células diana, los linfocitos T CD4+, ya que estdn implicadas en la entrada del virus a
estas células. Debajo de la cubierta del virus se encuentra una capa de proteina matricial, p17,
que rodea al nicleo o capside, cuya forma se asemeja a un cono truncado y hueco. La cépside
estd compuesta por una proteina, denominada p24, que protege el material genético del virus,
dos moléculas de ARN de una longitud de 9.200 nucleétidos, las enzimas transcriptasa inversa,

integrasa, proteasa y endonucleasa, e,
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A pesar de que la estructura del genoma del HIV-1 es la tipica que aparece en todos los

1.1.2.- Organizacién gendmica. et

retrovirus, en cuanto a la presencia de dos elementos de repeticién largos en cada extremo y
tres genes estructurales, su organizacion genémica parece ser (nica entre este grupo. Esta
peculiaridad se debe a que, ademds de los genes caracteristicos estructurales gag, pol y env, los
cuales codifican las proteinas del core o nucleocidpside, la transcriptasa inversa y las proteinas
de la envoltura respectivamente, presenta otros genes especificos (tat, rev, nef, vif, vpr, vpu)

(HIV-1) o (vpx)} (HIV-2), implicados en distintas funciones. (Fig. 1.2).
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Fig. 1.2.- Genoma del HIV. La escala numérica inferior representa el tamafio de los

genes en Kilobases.

Al inducir mutaciones dirigidas o deleciones en el ARN del virus, se ha demostrado que
los genes tat, rev y nef juegan un papel importante en la regulacién de la expresién viral. Los
genes tat y rev, son genes transactivadores que codifican proteinas esenciales para la regulacién
transcripcional y post-transcripcional (10).

El gen nef codifica a una proteina asociada a la membrana de 27 Kd que funciona como
un regulador negativo de la transcripcién (11). En el ensamblaje de las proteinas de los nuevos
viriones estd implicada una proteina de 23 Kd codificada por el gen vif, cuya mutacién no afecta
a la replicacidn viral sino que altera la infectividad de los nuevos virus (12).

El gen vpr codifica un proteina reconocida por anticuerpos del suero de personas
infectadas, pero su funcidn es atin desconocida (13). Respecto al gen vpu se ha comprobado
codifica una proteina aislada en muchas variantes del HIV-1, pero no del HIV-2 ni del SIV, que
parece estar implicada en el proceso de salida de viriones de las células infectadas al exterior
(14).

1.1.3.- Interaccion con la molécula CD4.

El virus interacciona con su célula diana mediante la unién de la glicoproteina de la
envoltura viral, gp120, con la molécula CD4, expresada en la superficie de los linfocitos T
cooperadores (15). Esta molécula estd presente, en concentraciones altas, en la superficie de
esta subpoblacién linfocitaria, pero también aparece en una menor proporcién en monocitos,
macréfagos y células dendriticas (16) y por experimentos in vitro, se ha demostrado que el HIV
también puede infectar estas células. Ante la capacidad del virus de infectar macréfagos se ha
postulado la hipétesis de que estas células podrian actuar como reservorios del virus, ya que éste
no presenta un efecto citopdtico sobre ellas, y su infeccién explicaria la presencia del virus en
otras regiones del organismo, entre ellas el cerebro, donde podia ser el responsable de algunas

de las patologias neuroldgicas que aparecen en algunos pacientes seropositivos (17).



Al utilizar una forma soluble de la molécula CD4 se determiné que la afinidad que
muestran tanto el HIV-1 como el HIV-2, por su receptor, es muy elevada, del orden de 10°M
(18) y con anticuerpos monoclonales dirigidos frente a la molécula de CD4 se demostré que la
unién entre el virus y la célula diana se producia por la interaccién de la proteina gp120 con una

regidén de la molécula CD4, V1, localizada en el dominio terminal (19).

Estudios mas especificos han demostrado que la interaccién parece localizada entre los
residuos 413 y 456 de la proteina gp120. Este fragmento incluye tres regiones discontinuas que
se situarfan en una zona muy préxima en el espacio debido al plegamiento de la proteina. De
este modo, se establecen miiltiples interacciones con ciertas regiones de la molécula CD4,
localizadas entre los residuos 37-33, en la zona variable V1, y otra posible regién en V2
(20).(Fig. 1.3).
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Respecto a la zona de interaccidn con CD4 en la proteina gp120, se ha demostrado que
la regidn variable V3 de esta proteina es critica para que se produzca la infeccién. Mutaciones
en esta regién modifican el tropismo celular del virus, generandose viriones con una reducida
afinidad, y alteran también la capacidad de formacién de sincitios in vitro (21, 22).

Aunque anteriormente no habia evidencias de una alteracién en la regién V3 de gp120
durante la entrada del virus, algunas observaciones sugirieron que esta regién podia
interaccionar con una molécula accesoria de la superficie celular con actividad proteasa. Como
modelo de estas moléculas se propuso una proteina de la superficie celular similar a la tripsina,
denominada TL2 (23).



A pesar de la variabilidad del virus, en la regién V3 de gp120 de diferentes cepas de
HIV y SIV se han detectado repeticiones de dipeptidos altamente conservadas, RP, KP y GP
(24). Estas regiones estdn implicadas en la especificidad que presenta la dipeptidil peptidasa TV
(DPP 1V), denominada CD26 (25).

De hecho, recientemente se ha demostrado, mediante ensayos experimentales, que CD26
actua como cofactor de CD4 debido a su interaccién con la region V3 de la proteina gp120. En
estos ensayos se utilizé un Anticuerpo monoclonal (AcM 1F7), dirigido frente a CD26, que
inhibi6, en un 899%, la entrada del HIV a las células diana (206).

También se ha observado que proteinas de la superficie celular pueden unirse a gp41
y como consecuencia de este reconocimiento se ha sugerido que su unién condicionarfa la

entrada del virus, aunque su papel en la infeccion aln no estd claro (27).

1.1.4.- Ciclo bioldgico.

El ciclo biolégico comienza cuando una particula viral se une a la superficie externa de
su célula diana. La union se produce por la interaccidn de la molécula CD4 de un linfocito T
con la proteina gp120 del virus (28). Inn vitro se ha demostrado que después del reconocimiento
de la célula diana, el HIV no penetra en el interior de la célula por un proceso de endocitosis
mediado por su receptor. Este mecanismo es utilizado por otros retrovirus que reconocen
moléculas especificas de la superficie celular. En e} caso del HIV, la entrada se produce por un
proceso independiente de la acidificacion de los endosomas (29). Ademis, mutaciones
provocadas en la regidn interna de CD4, supuestamente responsable de la internalizacién del
virus, no inhiben la infeccién (30).

Estos argumentos fueron decisivos para sugerir un mecanismo de entrada del virus de
la Inmunodeficiencia humana diferente en el que, después de la interaccién gpl20-CD4, se
produce una fusién de la membrana del virus y de la célula. En este proceso se cree también
que la proteina gp41 del virus juega un papel esencial y se ha sugerido un modelo en el que una
vez que se ha producido la interaccion de gp120 con CD4 se produce un cambio conformacional
en la proteina gp120 que permite que el extremo hidrofébico aminoterminal de la proteina gp41
se inserte en la membrana celular, iniciando el proceso de fusién (31).

Su ciclo bioldgico recuerda al ciclo caracteristico de todos los retrovirus porque se
pueden distinguir las mismas etapas en su ciclo bioldgico. La primera mitad del ciclo comprende
cuatro fases: unién al receptor, entrada, transcripcién inversa e integracion, y la segunda mitad,
cinco: transcripcion, procesamiento del ARNm, sintesis de proteinas, ensamblaje de las

particulas viricas y procesa de gemacién (Fig. 1.4).
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Cuando se produce la fusion del virus con la membrana celular, la nucleocdpside viral
se introduce en el interior de la célula y en el citoplasma tiene lugar la liberacién del ARN y
su transcripcion a una doble cadena de ADN. La transeripcién la lleva a cabo la transcriptasa
inversa del virus, complejo enzimadtico. caracteristico solo de los retrovirus, formado por tres
enzimas, una polimerasa, una ribonucleasa y una integrasa.

Aunque la mayoria de las moléculas de ADN transcritas permanecen en el citoplasma
de la célula huésped, algunas de estas moléculas son transportadas hacia el nicleo, donde se
circularizan e integran en el genoma celular. En este proceso interviene la integrasa del virus.

A partir de ese momento, el ADN virico integrado, denominado provirus, se duplicara
conjuntamente con los genes de la célula cada vez que ésta se divida. Esto significa que de
alguna forma, la eliminacién del virus del organismo supone la destruccién de las células
infectadas y que una persona infectada, tarde o t‘emprano, puede sufrir las complicaciones
clinicas asociadas al SIDA, debido a la capacidad de este virus de permanecer en un estado
latente durante un largo periodo de tiempo.

Como consecuencia de la capacidad del virus para permanecer en un estado latente, la
produccién de nuevas particulas virales ocurre esporddicamente y solo en algunas células
infectadas. I vitro se ha demostrado que la replicacién del ADN-proviral tiene lugar después
de la activacion de la célula, ya que la estimulacién de células infectadas con mitdgenos,
antigenos o por una exposicion alogénica, conduce a la generacién de nuevos viriones capaces
de producir un efecto citopdtico en las células de estos cultivos (32). En relacién con estos
resultados experimentales, se ha observado que una infeccién productiva en linfocitos
mantenidos en cultivos est4 favorecida al estimular su proliferacién con Interleuquina 2 (IL-2)
y Fitohemaglutinina (PHA) (33).



La transcripcién del ADN-proviral comienza cuando ciertos nucleétidos de las secuencias
~ LTR son activados por la unién de enzimas nucleares, como NF-kB, producidas durante la
activacién de las células inmunitarias para fomentar su propia transcripcién (34). Son proteinas
reguladoras presentes en pricticamente todas las células humanas que intensifican la actividad
transcripcional de muchos genes. Otros mecanismos, observados in vitro, que inducen una
replicacién viral, estdn relacionados con la infeccién por otros virus, como Adenovirus, Herpes
simple (35), o el virus de la Hepatitis B. Este dltimo, estimula la infeccién en cultivos mediante
[a unién de la proteina X, un trans-activador transcripcional, a las regiones LTR del virus (36).

Algunas de las moléculas de ARN transcritas formardn el material genético de una nueva
generacion de virus y otras actuarin de mensajeros, traduciéndose en las distintas proteinas y
enzimas especificas del virus. El ensamblaje de las nuevas particulas viricas tiene lugar a nivel
de la membrana celular y en la maduracién de los nuevos viriones estd directamente implicado
el proceso de gemacién, en el cual, durante la salida de los viriones, parte de la membrana

celular se utiliza para formar la envoltura de los nuevos virus.

1.2.- CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA INFECCION POR HIV.

La infeccidn inicial en un individuo puede ser clinicamente silente o presentar un cuadro
transitorio de fiebre, linfadenopatia, faringitis o manifestaciones neurologicas (37). Este cuadro
generalmente remite al mismo tiempo que se detecta una respuesta de anticuerpos en el suero
del paciente.

Posteriormente la infeccién puede entrar en una fase latente o persistir con una baja
replicacién viral durante anos, antes de que el Sistema Inmune esté lo suficientemente dahado
para que aparezca una sintomatologia.

Entre las alteraciones neurolégicas mds frecuentes observadas en los pacientes infectados
por HIV destaca la demencia inducida par el propio virus. En estos pacientes se ha observado
una marcada disfuncién cognitiva y una memoria deteriorada. Mediante cultivos celulares se ha
sugerido que el virus puede replicarse en el cerebro, particularmente en células microgliales.
Este tropismo que muestra podria explicar este cuadro neurolégico (38). Aunque también
existen evidencias de que mecanismos indirectos, como la produccién de factores neurotéxicos,
podrian estar implicados en algunas de las alteraciones neurolégicas observadas en la infeccién
(39). Una de las caracteristicas clinicas mds llamativas en los pacientes infectados es la aparicién
de infecciones oportunistas y tumores después de que su Sistema Inmune ha sido severamente
comprometido (40,41). Estas manifestaciones clinicas son las que definen un Sindrome de

Inmunodeficiencia Adquirida en estos pacientes.



Una de las infecciones oportunistas més frecuentes es una neumonia producida por
Prieumocystis carinii, cuya frecuencia en pacientes con SIDA es superior a la que se detecta en
pacientes con otro tipo de inmunodeficiencia celular T. Aunque ¢l tratamiento con antibiéticos
puede disminuir la mortalidad debida a esta infeccidn en estos pacientes (42), existen otras
infecciones problemdticas, producidas por Toxoplasma gondii, Cryptococcus neoformans o
Cytomegalovirus, responsables, en algunas ocasiones, de alteraciones en el Sistema Nervioso
Central (SNC), que requieren una terapia mas compleja.

Algunos agentes antivirales utilizados para el tratamiento de algunas infecciones, como
el DHPG (1,3-dihidro-2-propoximetilguanina), suministrado a pacientes infectados por
Cytornegalovirus, pueden causar una gran citotoxicidad en la médula ¢sea y de esta manera
pueden contribuir al agravamiento de su estado de inmunodeficiencia (43).

Otras infecciones frecuentes son las producidas por Cnptosporidium o Mycobacterium
avium-intracelulare, asociadas a un cuadro de diarrea severa y una enfermedad pulmonar
respectivamente.

Aunque muchas de las infecciones que padecen estos pacientes pueden ser tratadas, a
medida que empeora su estado de inmunodeficiencia, aparecen otras infecciones. Estas
frecuentemente causan su muerte (44), incluso aunque algunas de las infecciones estén
producidas por patégenos de baja virulencia.

Las infecciones que padecen son el resultado de la interaccién entre las alteraciones
inmunoldgicas del paciente infectado y el ambiente microbiano en el que vive. De este modo,
la frecuencia relativa de algunas infecciones en los pacientes con SIDA varia en las distintas
partes del mundo. Por gjemplo, en Africa, la neumonia producida por Preumocystis carinii es
muy poco frecuente, mientras que enfermedades gastrointestinales e infecciones causadas por
Mycobacterium tuberculosis y Cryptococcus neoformans son mis frecuentes (45). Otro ejemplo
seria la infeccién por Isospora belli en Haiti.

Ademds de padecer infecciones oportunistas, producidas por virus, bacterias o par4sitos,
algunos pacientes infectados desarrollan tumores como el Sarcoma de Kaposi, linfomas B de
alto grado o carcinomas de células escamosas (46). El Sarcoma de Kaposi es una alteracién
proliferativa multicéntrica del endotelio linftico, que aparece con mayor frecuencia en los
pacientes homosexuales con SIDA. Esta diferencia con respecto a otros pacientes con SIDA,
pertenecientes a otros grupos de riesgo, es un rasgo epidemioldgico que alin permanece
inexplicable. Se ha relacionado con varios cofactores, especuldndose que podria estar
relacionado con la infeccién por CMV, el uso de nitritos, drogas, factores genéticos, e incluso

con otras enfermedades de transmisién sexual.



Se ha sugerido que las lesiones del Sarcoma de Kaposi podrian ser causadas en parte
por factores solubles producidos por células endoteliales. Estas células estarian a su vez
sometidas a una estimulacidn por factores de crecimiento sintetizados por células T infectadas
por retrovirus (47).

También son frecuentes los Linfomas B de alto grado, la mayoria extranodulares y de

localizacion en el Sistema Nervioso Central (48).

Los pacientes infectados pueden desarrollar también una variada serie de alteraciones
hematolégicas, como trombocitopenia (49), u otras citopenias, algunas de las cuales podrian ser

el resultado, al menos en parte, de la produccién de anticuerpos citotéxicos (50).

Respecto a la infeccidn por HIV en nifios, ésta difiere de la infeccion que aparece en
adultos y generalmente se caracteriza por un grave defecto humoral, responsable de una mayor

incidencia de infecciones bacterianas en los nifios infectados (51).

La Gltima revisién del Sistema de Clasificacién de la Infeccién por HIV, realizada a
finales de Diciembre, en 1993, por los Centros del Control de Enfermedades Americanos

(CDC), incluye tres categorias clinicas en la infeccidn (52):

* Categoria A: Infeccidn asintomdtica, primoinfeccién o PGL.
Incluye uno o varios de los criterios enumerados a continuacién en un adulto o

adolescente (2 13 anos) infectado por HIV:

- Infeccién HIV asintomdtica.
- Linfadenopatia persistente generalizada (PGL).

- Primoinfeccidn sintomdtica.

* Categoria—B: Infeccién sintomdtica, excluidas las categorias A o C.
Manifestaciones clinicas en un adulto o adolescente infectado por HIV, no incluidas en

la categoria C, y que responden al menos a una de las condiciones siguientes:
- Estar ligadas al HIV o ser indicativas de un déficit inmunitario.

- Tener una evolucién clinica o requerir un tratamiento que se vea complicado

por la infeccién por HIV,
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Algunas de las enfermedades que forman parte de esta categoria se citan a continuacién:
- Angiomatosis bacilar.
- Candidiasis orofaringea.
- Candidiasis vulvovaginal persistente.
- Displasia del cuello uterino, carcinoma cervical in situ.
- Sintomas generales como fiebre (38,52 C) o diarrea severa.
- Leucoplasia vellosa de la lengua.
- Herpes z6ster recidivante.
- Parpura trombocitopénica idiopdtica.

- Neuropatia periférica.

* Categoria C: Enfermedades indicativas de SIDA.
Cuando una persona infectada presenta alguna de las enfermedades incluidas en la
siguiente lista, queda clasificada definitivamente en la categoria C:
- Infecciones bacterianas multiples en niftos > 13 anos.
- Candidiasis de los brénquios. trdquea o pulmones.
- Candidiasis esofdgica.
- Céncer invasivo del cuello del atero.
- Coccidioidomicosis diseminada o extrapulmonar.
- Criptococosis extrapulmonar.
- Criptosporidiosis intestinal con diarrea.
- Enfermedad por citomegalovirus, no del higado, bazo o ganglios.
- Retinitis por citomegalovirus (con pérdida de visién).
- Encefalopatia relacionada con el HIV.
- Herpes simple: tlcera crénica, bronquitis, neumonitis.
- Histoplasmosis diseminada o extrapulmonar.
- Isosporidiasis intestinal con diarrea.
- Sarcoma de Kaposi.
- Neumonia intersticial linfoide en nifios.
- Linfoma de Burkitt.
- Linfoma inmunobldstico.
- Linfoma primario del cerebro.
- Infeccién diseminada o extrapulmonar por Mycobacterium avium.

- Infeccién pulmonar por Mycobacterium tuberculosis.
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- Infeccidn extrapulmonar por Mycobacterium tuberculosis.
- Neumonia por Pneumocystis carinii.

- Neumonia recurrente.

- Leucoencefalopatia multifocal progresiva.

- Septicemia recurrente por Salmonella (no tifoidea).

- Toxoplasmosis cerebral.

- Sindrome consuntivo debido al HIV.

Cada una de las tres categorias ha sido subdividida en otras tres, A1, A2, A3, Bl, B2,
B3, C1, C2 y C3, segfin el nimero de linfocitos CD4+ circulantes:
- 1. (2 500) células / pl
- 2. (200-499) " /"
-3.(s200) " /"
Esta dltima revisién ha incluido como casos de SIDA todos aquellos sujetos infectados
que presenten menos de 200 linfocitos T CD4 + /pl. Este tiltimo criterio no ha sido adn aceptado
por los paises europeos, en los que para diagnosticar un caso de SIDA es necesario que el

paciente presente algiin cuadro clinico asociado a este sindrome de inmunodeficiencia (53).

1.3.- ALTERACIONES DEL SISTEMA INMUNE EN EL SIDA.

1.3.1.- Disminucién de Linfocitos T CD4+ en la infeccion por HIV,

Actualmente no hay ninguna duda acerca de que el rasgo mas caracteristico del SIDA
es la reduccién del nimero de linfocitos T CD4+ circulantes. Sin embargo, atn no existe un
acuerdo respecto a edmo el HIV conduce a la destruccidn de estas células, criticas para el
funcionamiento del Sistema Inmune.

La explicacién més simple para comprender la pérdida de estos linfocitos seria el propio
efecto citopdtico del virus, en el que se destruyen las células infectadas por la generacién y
liberacion de las nuevas particulas viricas (54). Ademds, también se ha demostrado que la
acumulacién de ADN viral en el citoplasma de una célula infectada conduce a la muerte celular
(55). Otro mecanismo implicado en la eliminacién de los linfocitos T4, observado in vitro, seria
la formacién de sincitios, células gigantes multinucleadas, formadas por la unién de células
infectadas, con antigenos virales en su superficie, y no infectadas, mediante la interacci6n de la

proteina gpl120 viral y la molécula CD4 (56).
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Por otro lado, la respuesta inmune celular, mediada por Linfocitos T citotéxicos, CTLs,
como mecanismo del organismo para controlar la infeccién, también conduciria a una muerte
directa de los linfocitos T CD4+ infectados. De hecho, in vitro, se ha observado la lisis de
células que presentan proteinas virales en su superficie por CTLs especificos (57). Por lo tanto,
estos linfocitos citot6xicos, ademds de controlar la infeccién viral, es posible que jueguen un
papel patogénico, al contribuir en la destruccién de estas células claves para el funcionamiento

de] Sistema Inmune.

Una de las paradojas mds llamativas de la infeccion, es que solamente se puede detectar,
por técnicas de hibridacidn in situ, una pequeiia fraccion de células infectadas. En etapas
precoces de la infeccién solo se observa que uno de cada 10.000 linfocitos T CD4+ esté
infectado y que, incluso, en pacientes cuya infeccién se encuentra en etapas muy avanzadas, con
linfocitos T CD4+ en su circulacién sanguinea muy bajos, la proporcién de sus linfocitos T
mantenidos en cultivo que estd infectada es muy pequefia. En estos cultivos, uno de cada 40
linfocitos aproximadamente es capaz de producir nuevos viriones (58).

Estas observaciones han hecho pensar a muchos investigadores que estos mecanismos
citopéticos directos, descritos anteriormente, no son suficientes para explicar la disminucidn tan
dréstica de linfocitos T CD4 + en el SIDA vy, basindose en datos experimentales, han propuesto
otros mecanismos indirectos que podrian estar implicados en la disminucién de esta

subpoblacidén celular.

Uno de estos mecanismos implica la destruccién de linfocitos T CD4+ que presentan
la proteina gp120 unida al receptor CD4. Estos linfocitos pueden unir, procesar y presentar
gp120 soluble asociada a antigenos DR, y por ello podrian ser potenciales células dianas para
linfocitos citotéxicos especificos de gp120, restringidos por moléculas del MHC de clase I1. Esta
hipdtesis estd basada en la observacidn in vitro de clones T citotdxicos capaces de lisar células
T CD4+ que pasivamente han adsorbido gp120 en su superficie (59). Teniendo en cuenta estos
experimentos y que in vivo se ha detectado la proteina gp120 libre en circulacidn, se ha sugerido
que esta citotoxicidad especifica de gp120 puede ser un mecanismo sustancial implicado en la

disminucidn de los linfocitos T4,

En este sentido, tampoco se podria excluir que anticuerpos anti-HIV puedan mediar la
lisis por Complemento o por células citotéxicas, de células CD4+ no infectadas que presenten

gp120 de una forma pasiva en su superficie.



De forma similar, también se ha descrito que anticuerpos que reconocen el sitio de
unién a CD4 en la protefna gp120 podrian provocar la generacién de anticuerpos anti-idiotipo
que presentasen la imagen interna de ese epitopo. Estos anticuerpos serian entonces capaces
de imitar la proteina gp120 e interaccionar con la molécula CD4 expresada en linfocitos T,

induciendo una entrada de Ca*? y una alteracién en la funcién de estas células (60).

CD4 binding site

gpl20

Figura 1.5.-  Generacion de una reactividad anti-CD4 en sujetos seropositivos. Anticuerpos
dirigidos frente al idiotipo de anticuerpos especificos que reconocen el sitio de
unién a CD4 en la proteina gpl20 podrian interaccionar con la molécula CD4

nativa, expresada en la superficie de células T.

Determinaciones experimentales actuales han sugerido la apoptosis como otro potencial
mecanismo para explicar la disminucién de linfocitos T CD4+. La muerte programada de la
célula es un mecanismo suicida fisiolégico, esencial en muchos procesos, como la maduracién
de las células del Sistema Inmune. Este proceso aparece concretamente en las células T
intratimicas y es esencial en la destruccidn de clones celulares autoreactivos (61).

En la activacién in vitro de células T, de un individuo infectado asintomatico, inducida
por anticuerpos frente a su receptor, TCR, se pudo observar este fendmeno de apoptosis en una
fraccién de células T CD4+ (62). También se ha demostrado esta muerte celular inducida
después de una activacién con complejos de moléculas del MHC de clase II y superantigenos
bacterianos (63). La apoptosis de linfocitos T4 también se ha observado en cultivos estimulados
de linfocitos de sangre periférica que presentan en su superficie gpl120 unida a CD4 y

anticuerpos especificos de gp120 (64).
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Ante la demostracién de que las proteinas del HIV, gp120 y gp41, tienen caracteristicas
similares a los antigenos de histocompatibilidad, ya que comparten algunas regiones homélogas,
se ha sugerido que un mecanismo autoinmune podria estar implicado en la disminucién de los
linfocitos T CD4+. Como consecuencia de esta homologia podrian generarse entonces
anticuerpos dirigidos frente a estas proteinas que fuesen capaces de atacar y alterar a los

antigenos de histocompatibilidad, deteriorando la funcién inmunitaria (65).

A parte de estos mecanismos indirectos, existen otros mecanismos directos, observados
recientemente, en los que el virus estaria directamente implicado en el daiio celular. Uno de
ellos estd basado en la observacién de que el HIV parece afectar preferentemente a las células
T de memoria, implicadas en la respuesta frente a una segunda exposicidén antigénica (66).

También se ha determinado que existe una alteracidn en la respuesta celular en la que
podria estar implicado directamente el virus, ya que en la respuesta de células T durante el
estado asintomatico de la infeccién aparece una depleccién o anergia de la poblacién Thi,
relacionada con la inmunidad celular, con mayor frecuencia que de la poblacién Th2, asociada
a una inmunidad humoral. Esta alteracién ha sido observada también en algunas infecciones
producidas por pardsitos {67). Este fenémeno podria ayudar a explicar la activacién persistente
de las células B durante la infeccidn.

Por tltimo, también se ha sugerido que precursores de los linfocitos T en el timo‘podrian
ser infectados, y que su infeccién produciria una alteracion en la proliferacion y diferenciacién
de la poblacion de células T CD4+ maduras (68).

Todos estos mecanismos estarian implicados en la disminucién de los linfocitos T CD4 +,

cuya alteracién afectaria a toda la homeostasis de las poblaciones celulares.
1.3.2.- Alteracion de los linfocitos B en Ia infeccion.

Aunque inicialmente todas los estudios sobre la inmunopatogénesis de la infeccién por
HIV estaban dirigidos hacia el estudio del estado de inmunodeficiencia celular que se producia
en los pacientes infectados, al poco tiempo de conocerse este Sindrome de Inmunodeficiencia,
se observé también que estos pacientes presentaban una alteracién en su Sistema Inmune
humoral.

Algunas de las patologias o procesos observados en estos pacientes, asociados a una
respuesta humoral alterada, son hipergammaglobulinemia, presencia de células B activadas

circulantes, Tnmunocomplejos circulantes (69), autoanticuerpos y paraproteinas (70, 71).
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A pesar de que existe una hiperactivacion de las células B, mediante cultivos celulares
se ha comprobado que los pacientes con SIDA presentan una incapacidad muy marcada en
generar una respuesta de anticuerpos frente a nuevos antigenos (48). Esta incapacidad de
reaccién es el principal problema que aparece en nifios con SIDA, quienes todavia no han
desarrollado anticuerpos frente a la mayor parte de los patégenos ambientales, y como
consecuencia de esta incapacidad de respuesta, en ellos aparecen frecuentemente infecciones
bacterianas (72). Se han propuesto algunos mecanismos, basados en estudios experimentales,
que podrian contribuir a la hiperactividad de las células B en los individuos infectados por HIV.
Por ejemplo, la presencia del virus, o glicoproteinas virales purificadas en cultivos, puede inducir
una estimulacién policlonal de las células B (73). Otro argumento que apoya esta hipdtesis es
la deteccién en la proteina gp120 de una secuencia homdéloga a la nevroleuquina, factor que
estimula las células B (74).

Entre los factores propuestos para explicar la estimulacién de células B en el SIDA se
incluye también la infeccidn de un gran nimero de células B por el virus de Epstein-Barr, EBV
(75). Las células B transformadas por este virus pueden ser también infectadas por HIV en
algunas condiciones experimentales y permitir una replicacién activa del virus sin ser destruidas,
de modo que podrian actuar de reservorio para el HIV en el organismo (76).

Por otro lado, los pacientes con SIDA desarrollan con frecuencia linfomas B de alto
grado, como el Linfoma de Burkitt. Estos linfomas pueden desencadenarse por una pérdida del
control de las células T sobre las células B, una estimulacidn antigénica crdnica 0 un aumento
de células B infectadas por EBV. En relacién a este dltimo hallazgo, se ha encontrado en

algunos linfomas desarrollados en pacientes con SIDA, antigenos del EBV (77).

1.3.3.- Alteracion de Monocitos en la infeccion.

A pesar de que los linfocitos T CD4+ son las principales células diana del HIV, otras
células como células B transformadas por EBV, monocitos, células de la médula dsea, células
endoteliales, células gliales y células epiteliales de la vagina pueden ser también infectadas (78,
79, 80, 81). El HIV puede permanecer latente dentro de los monocitos y en este sentido, estas
células pueden actuar como reservorios, permitiendo la distribucién del virus a otros lugares del
organismo, como el Sistema Nervioso Central, evitando que se lleve a cabo una respuesta
inmune efectiva (82). La via de entrada en estas células puede estar mediada por el receptor
CD4 (83), pero se ha sugerido una segunda via de entrada a través de la unién de complejos
anticuerpo-virus a los receptores de la fraccién constante de las inmunoglobulinas, FcR,

expresados en los monocitos (84).
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Aungue se han observado alteraciones en la funcién de los monocitos, como una
quimiotaxis defectiva o una disminucién en la produccién de anidn superéxido (O,), en los
pacientes con SIDA (85), estas alteraciones no pueden ser explicadas totalmente por un efecto
directo del virus ya que solo se observa una pequeifia fraccién de los monocitos infectada. Esta
alteracién podria ser mds bien, una consecuencia de una interaccidn defectuosa con las células

T o una deficiencia en factores implicados en la estimulacién de monocitos.

1.3.4.- Alteracion de las células NK en el SIDA.,

Ademas de las alteraciones descritas anteriormente respecto a la funcién de las células
T, B y Monocitos, se han detectado otras alteraciones, en la respuesta inmune mediada por
células, en pacientes con SIDA. Por ejemplo, la funcién de las células Natural Killer estd
disminuida en estos pacientes {86). In vitro se ha demostrado que esta actividad puede elevarse
al anadir al medio de cultivo Interleuquina 2 (IL-2), lo cual sugiere que estos defectos podrian

ser secundarios a la alteracion de las células T CD4 +.

1.4.- CONTROL INMUNOLOGICO DEL HIV,
1.4.1.- Respuesta humoral,

Al estudiar la respuesta humoral en los pacientes infectados por HIV frente a las
distintas proteinas virales se han observado diferencias cuantitativas que han sido estudiadas
para determinar su asociacion con la progresion de la infeccion hacia un estado de SIDA.
Particularmente se ha demostrado que la respuesta de anticuerpos frente a las proteinas de la
envoltura, gpl120 y gp41, se mantiene durante todo el curso de la infeccién (87), mientras que
la especificidad frente a la proteina de la nucleocdpside, p24, disminuye en los pacientes que se
encuentran en un estadio terminal (88).

Un andlisis de la frecuencia de alteraciones de varios pardmetros inmunoldgicos en
sangre periférica de un grupo de 200 pacientes infectados, remitidos al laboratorio de
Inmunologia de la Fundacién Jiménez Diaz, revelé que la disminucién de linfocitos T CD4+,
el aumento de IgA, la ausencia de anticuerpos anti-gag y la presencia de antigenos virales (p24),
aparecian con una frecuencia significativamente mayor en los sujetos clinicamente afectados que
en los asintomdticos. Esta valoracién conjunta arroj6 un indice de riesgo relativo de 25,5 (89).
Sin embargo, asi como los anticuerpos anti-env permanecen estables en la infeccién, no todos
los pacientes con alto riesgo de desarrollar el SIDA carecen de anticuerpos anti-p24, y no todos

los sujetos asintomiticos muestran niveles elevados de estos anticuerpos (90).
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No existe todavia ninguna explicacion ante la diferente respuesta humoral frente a las
distintas proteinas virales que se observa a lo largo de la infeccién, aunque se ha sugerido que
la respuesta frente a las proteinas gp120 y gpd] sea una respuesta B Timo-independiente y que
en la respuesta frente a las proteinas p24 y p27 estén implicados los linfocitos T cooperadores.

También se ha publicado, al estudiar |a asociacién entre el estado clinico del paciente,
y la presencia y evolucién de anticuerpos frente a otras proteinas del virus, que la pérdida de
anticuerpos frente a la proteina p17 estd asociada a la progresién de la enfermedad (91) y que
la aparicién de anticuerpos dirigidos frente a proteinas reguladoras, como p27, codificada por

el gen nef, tiene lugar al principio de la seroconversién (92).

Durante la infeccidn, en la respuesta humoral, se genera una gran variedad de
anticuerpos frente a las proteinas de la envoltura del virus, sin embargo, solo una fraccién de
esos anticuerpos son capaces de neutralizar la infectividad del virus (93). El epitopo
inmunodominante en la proteina gp120 parece estar localizado en una region conservada en el
extremo COOH terminal (94). Por el contrario, el sitio de unién a CD4 en la proteina gp120
estd en un hueco que parece ser un sitio antigénico inaccesible para la produccién de
anticuerpos. También se ha propuesto que la formacién de anticuerpos neutralizantes podria
estar inhibida por un proceso de autotolerancia, ya que existe una similitud entre las proteinas

de la envoltura del HIV y estructuras del MHC que se unen a CD4 (95).
1.4.2.- Respuesta celular,

Al contrario de la gran diversidad de estudios que se han realizado sobre la respuesta
de anticuerpos en los pacientes infectados por HIV, la documentacién de respuestas especificas
de células T ha sido, de alguna manera, més dificil y mds tardia. No obstante, si se ha
observado, desde que empezaron a publicarse los primeros casos de SIDA, que durante el curso
de la infeccion aparece una intensa respuesta de células T citotéxicas y que ésta disminuye en
los pacientes con SIDA (96).

También se ha observado que las células T CD8+ de pacientes con SIDA mantienen una
funcién citolitica normal a pesar de haber perdido su respuesta citotdxica especifica frente al
HIV (97).

Durante estos Gltimos afios se han identificado respuestas especificas de células T
citotdxicas, CTLs, frente a proteinas estructurales del virus que forman parte de la envoltura o

de la nucleocdpside (98,99), e incluso frente a la transcriptasa inversa (100).
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También se han demostrado otros mecanismos citotéxicos mediados por células T en los
que no existe una restriccién por moléculas de clase T del Complejo Principal de
Histocompatibilidad (MHC), en los que estarian implicados factores solubles (101).

La respuesta celular juega un papel muy importante en el control de la infeccién. Sin
embargo, al desarrollarse un estado de SIDA se produce una répida caida de la funcién inmune
asociada a un aumento de la replicacion viral (102).

En los estadios més avanzados de la infeccién se produce un aumento de los niveles de
antigeno p24 en el suero de los pacientes, cuyos niveles, al principio de la infeccién, son
generalmente indetectables. Este aumento y la pérdida de anticuerpos anti-p24 en el suero,
aunque éstos podrian estar formando parte de Inmunocomplejos (103-105), supone una intensa
replicacién viral. Esta podria deberse a la disminucién del control inmunolégico del virus,
aunque también se ha propuesto que podria ser el resultado de la aparicién de variantes virales

mds agresivas en el mismo individuo (106). (Fig. 1.6).
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Fig. 1.6.- Esquema del curso de la infeccién en un paciente que desarrolla el SIDA en

funcién de las alteraciones de su Sistema Inmunoldgico.

15.- IMPLICACION DE LOS ICC EN LA INFECCION.

Después de las primeras descripciones acerca de una gran alteracion de las células B en
sujetos infectados por HIV, se sugirié que los linfocitos B podrian estar implicados en la
patogénesis del Sindrome de Inmunodeficiencia Humana (46), y actualmente, la posibilidad de
que estas células participen en la alteracion del Sistema Inmune durante la infeccién es cada dia

mas relevante,
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In vitro se ha demostrado la sintesis espontinea de Inmunoglobulinas por células B de
sujetos seropositivos (48). Sin embargo, en esta actividad tan intensa de las células B, de
naturaleza policlonal, la respuesta frente al HIV constituye el principal componente (69).

La respuesta especifica frente al virus y el total de la sintesis de IgG muestran una
correlacién significativa, ya que del 20 al 50% de las Inmunoglobulinas producidas estdn
dirigidas frente a antigenos virales (107).

Todos estos datos soportan la hipétesis de que una fuerte respuesta hacia antigenos del
HIV, mds que una activacién policlonal indiscriminada, es el resultado de la hiperactividad que

aparece en las células B de sujetos seropositivos.

Un reflejo de esta alteracién de los linfocitos B en la infeccion es la presencia en el
suero de muchos sujetos infectados de elevados niveles de Inmunocomplejos circulantes (ICC)
(108).

Los Inmunocomplejos se forman in vive cuando anticuerpos especificos se unen a
determinados antigenos como consecuencia de una respuesta inmune. Estos complejos son
normalmente eliminados de la circulacién por células que presentan receptores de la fraccién
constante de las inmunoglobulinas, FcR. las cuales estdn distribuidas por todo nuestro Sistema
linfoide.

Sin embargo en muchas enfermedades autoinmunes, infecciosas y neopldsicas, los
inmunocomplejos se acumulan y causan dafios patoldgicos, como inflamacién, inmunosupresién

y trombocitopenia.

En la infeccion por HIV se ha descrito, que algunas veces los inmunocomplejos pueden
contribuir al desarrollo de ciertas manifestaciones clinicas que aparecen en los pacientes
infectados, como trombocitopenia plrpura autoinmune o glomerulonefritis (109, 110) y otras
alteraciones como altralgias, mialgias o vasculitis (111).

A pesar de que se puede demostrar la presencia de inmunocomplejos circulantes en un
porcentaje elevado de pacientes infectados por HIV (112), no todos los pacientes con niveles
elevados de inmunocomplejos presentan una patologia debida a su presencia. De esta forma,
se ha sugerido que la infeccidn por HIV, ademds de predisponer al paciente a padecer sucesivas
enfermedades infecciosas, producidas por otros agentes infecciosos, as{ como el desarrollo de
enfermedades neoplésicas, puede inducir la aparicién de fendmenos autoinmunes (113).

Respecto a este Gltimo fenémeno se ha postulado que anticuerpos anti-HIV pueden

dafar células no infectadas por reacciones cruzadas con constituyentes de la superficie celular.
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Este fenémeno de mimicidad molecular podria actualmente constituir la base de la
generaciéon de un mecanismo autoinmune en pacientes seropositivos (114). A favor de esta
hipétesis se han documentado determinantes no polimérficos de moléculas del Complejo
Principal de Histocompatibilidad (MHC) de clase 1l que muestran cierta homologia con
proteinas virales, presencia de anticuerpos anti-DR en el suero de sujetos infectados y alguna
homologia de epitopos virales con moléculas de clase I, aunque anticuerpos dirigidos frente a
estos antigenos no han sido ain descritos (115, 116, 117).

Estudios realizados acerca de [a composicién de [os inmunocomplejos, han revelado que
presentan isotipos especificos de Inmunoglobulinas y que la presencia de IgA en los
inmunocomplejos estd asociada con la progresion del estado clinico del paciente (118).

Algunos investigadores han demostrado la presencia de antigenos virales en
inmunocomplejos y han observado, en distintos grupos de pacientes infectados por HIV, que la
disminucién de anticuerpos anti-p24 estd asociada a la aparicién y deteccion en el suero de
antigeno p24. Estos autores han sugerido que la elevada produccién de antigeno p24 en los
estadios terminales de la infeccién, conduciria a la formacion de complejos que reducirian la
deteccion de anticuerpos frente a p24 en el suero de estos pacientes (119).

Sin embargo, otros investigadores han observado en pacientes tratados con AZT, en los
que se ha inducido una supresion de la antigenemia, que ésta no va acompafada de un aumento
de anticuerpos anti-p24, con lo cual, han sugerido que la disminucién de anticuerpos frente a
p24 podria deberse simplemente a una respuesta humoral alterada (120).

También se ha sugerido que la presencia de inmunocomplejos circulantes en el suero de
pacientes infectados podria estar implicada en la disminucidn de receptores C3b, observada en
eritrocitos de algunos pacientes (121).

Estas observaciones han dirigido a algunos investigadores a mostrar cierta inquietud
respecto al dafio inmunolégico que podrian causar los inmunocomplejos circulantes durante la
infeccién.

Ante la observacién in vitro de que complejos de anticuerpo-virus podian inducir la
infeccidn de monocitos y macrdéfagos, mediante la entrada del virus por mediacion del receptor
para Inmunoglobulinas ( 122), algunos investigadores sostienen que los inmunocomplejos podrian
incrementar la infectividad del HIV.

Todos los resultados experimentales descritos anteriormente han sido considerados para
reflexionar sobre el papel de la respuesta celular B en la infeccién por HIV, bien por su
implicacién en el control de la expansion del virus, o bien por su papel patogénico al participar

en el agravamiento de la infeccién (123).
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2.- OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO



La progresién de la infeccién por el virus de la Inmunodeficiencia Humana hacia un
estado de SIDA varia mucho en los pacientes infectados. Algunos pacientes desarrollan el
sindrome completo en pocos meses mientras que otros permanecen asintomdticos durante un

largo periodo de tiempo.

Los factores que influyen en la progresién del Sindrome de Inmunodeficiencia Humana
adquirida no se conocen muy bien aunque si se han descrito varios factores inmunoldgicos que
se asocian con un peor prondstico del sujeto infectado, como la disminucién del nimero de
linfocitos T CD4 + en sangre periférica o la disminucién de anticuerpos frente a la proteina viral

p24, que indican un grado de infeccién bastante avanzado.
Actualmente se estdn estudiando diferentes pardmetros inmunolégicos cuya evolucién
permita distinguir entre los sujetos infectados quienes van a desarrollar Ja enfermedad en un

plazo més o menos breve, lo cual seria enormemente importante a la hora de aplicar actuales

medidas terapéuticas, dado que éstas conllevan riesgos colaterales y suponen un elevado coste.

ORBJETIVOS

Teniendo en cuenta estas consideraciones, los objetivos de esta tesis fueron los

siguientes:

1.- Estudio del significado patoldgico de los inmunocomplejos circulantes en la
infeccién por el virus de la Inmunodeficiencia Humana, dada la elevada
prevalencia de niveles elevados en el suero de pacientes infectados.

2.- Estudio de una respuesta citotéxica frente a linfocitos T CD4+ de sujetos sanos

mediada por células T CD8+ de pacientes infectados.
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PLAN DE TRABAJO

1.- Para determinar el papel patogénico de los inmunocomplejos circulantes en la
infeccién, asi como su implicacién en la progresion hacia un estado de SIDA, se realizaron los

siguientes estudios:

1.1.-  Determinacién de niveles de inmunocomplejos en el suero de pacientes seropositivos por

precipitacién con Sulfato aménico 1,04 M.

1.2.-  Andlisis de la composicion de los inmunocomplejos en funcién de su contenido en
antfgenos virales y de anticuerpos especificos frente a las distintas proteinas del virus

mediante ensayos inmunoenzimdticos y Western Blot.

1.3.-  Actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos. Esta actividad fue valorada mediante
ensayos inmunoenzimiticos, en funcién de la capacidad de los inmunocomplejos
circulantes de unirse a una molécula CD4 recombinante soluble o a esta molécula

expresada en la superficie celular de una linea linfobldstica T humana CD4 +.

1.4.-  Potenciacién de la infeccién. Para inferir si los inmunocomplejos pueden inducir un daio
inmunoldgico in vivo, se estudid su capacidad de unidn a la superficie de linfocitos T
CD4+ por citometria de flujo y su capacidad de alterar la funcién de esta poblacién

celular, inhibiendo su proliferacién en cultivos estimulados con Fitohemaglutinina.

1.5.- Capacidad infectiva de los inmunocomplejos. Esta valoracién se realizé mediante
ensayos in vitro, en cultivos de linfocitos de sangre periférica estimulados con
Fitohemaglutinina en presencia de inmunocomplejos, en los que se cuantificé la
presencia de antigeno p24 en el sobrenadante de los cultivos y se analizé la presencia
de ADN proviral en el genoma de las células por técnicas de reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR).

2.- La determinacién de una respuesta en la infeccién mediada por células T sobre
linfocitos T CD4+ no infectados, se valoré estudiando la capacidad citotdxica de linfocitos T
CD8+, aislados de sangre periférica de pacientes seropositivos, sobre células T CD4 + de sujetos

normales, estimuladas con PHA y marcadas con Cr’.
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3.- MATERIAL Y METODOS



3.1.- MATERIAL.

Todas las muestras de Suero, Inmunocomplejos circulantes y linfocitos de sangre
periférica se obtuvieron de pacientes infectados por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana.
Estos pacientes fueron remitidos al Dpto. de Inmunologia de la Fundacién Jiménez Diaz
para su control inmunoldgico, desde distintos servicios de la Fundacién Jiménez Diaz,
principalmente desde el Departamento de Infecciosas, en donde se realizé un reconocimiento

clinico exhaustivo de estos pacientes.

Los pacientes fueron incluidos en las distintas categorias de la infeccién, A, B y C,
definidas por los Centros de Control de Enfermedades de Atlanta. En la lltima revisién de
1993, el nuevo sistema de clasificacién se anadieron tres condiciones clinicas mds para el
diagnéstico de SIDA: tuberculosis pulmonar, neumonia recurrente v cdncer cervical invasivo.

Ademis se ha ampliado el diagndstico de SIDA a todas aquellas personas infectadas que
presenten menos de 200 linfocitos CD4+/ pl en sangre (52).

Respecto a esta Gltima revisién, merece la pena destacar que en paises europeos se
decidid que los pacientes seropositivos asintomadticos no podian ser diagnosticados en un estado

de SIDA solamente por sus niveles de linfocitos T CD4+ (124).

Las muestras utilizadas como controles se obtuvieron de pacientes seronegativos que
presentaban otras patologias o de sujetos sanos.

Los cultivos celulares se realizaron a partir de linfocitos de sangre periférica de sujetos
sanos y de células de una linea linfobldstica T humana CD4+, denominada JM, cedida por el

Dpto. de Inmunologia del Hospital de La Princesa.
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3.2.- METODOS

3.2.1. Andlisis inmunoldigicos realizados para el diagnéstico y seguimiento de los

pacientes infectados.

En este estudio se efectuaron las sigutentes valoraciones:

Serologia:

Presencia de Anticuerpos especificos anti-HIV y Antigeno HIV (p24) en suero,
por ensayos inmunoenzimdticos (Abbott recombinant HIV-1/HIV-2 3rd
generation y Abbott HIV Ag-1).

Deteccién de anticuerpos frente a proteinas especificas de la envoltura y la
nucleocipside (Abbott, envacor HIV-1, EIA), utilizado como test de

confirmacion.

Estudio inmunolagico del paciente:

Niveles de linfocitos CD2+, CD4+, CD8+ y CD19+ en sangre periférica, por
Citometria de flujo (Epics C, Coulter). Para su determinacion se utilizaron
anticuerpos monoclonales especificos para identificar estas subpoblaciones
linfocitarias (Coulter). 7

Pruebas cutineas frente a antigenos del Tétanos, Difteria, Estreptococo (Grupo
C9), Tuberculina, Glicerina, Cindida (albicans), Trichophyton, y Proteus

(mirabilis). (Divisién Merieux).

El seguimiento clinico de estos pacientes fue llevado a cabo en el Dpto. de Infecciosas

de la Fundacién Jiménez Diaz, cuyas Historias Clinicas han sido de gran ayuda para evaluar

todos los resultados de esta Tesis.

3.2.2.- Aislamiento de inmunocomplejos circulantes del suero de los pacientes infectados:

Para el aislamiento de los inmunocomplejos se utilizd una técnica puesta a punto en

nuestro laboratorio basada en la precipitacién de los complejos del suero con Sulfato aménico

1,04 M.

* Determinacidn de niveles de inmunocomplejos circulantes en Suero

d.

Previamente se centrifugaron las muestras de suero a 11000 rpm durante 5

minutos en una microcentrifuga (Hereaus, Sepatech).
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b. En tubos de cristal de 8 ml se mezclaron: 3,5 ml de Solucidn salina pH 7.2, 0,5
ml de Suero y 1,4 ml de Sulfato Aménico 4M.

c. Posteriormente se mantuvieron los tubos 1 hora en un bafio a 372 C y se dejaron
30 minutos a temperatura ambiente.

e. Después se centrifugaron durante 20 minutos a 1400 g, a T? ambiente.
Se decantd el sobrenadante, dejando escurrir el tubo boca abajo de 5 a 10
minutos y secando el interior de la pared del tubo con papel de filtro, sin tocar
el sedimento.

g Los inmunocomplejos se disolvieron en 3 ml de PBS con 20 pl de NaOH 1N.

h. La concentracidn de proteinas fue calculada a partir de la densidad éptica
obtenida del precipitado redisuelto, medida en un espectrofotémetro (Beckman
DU-5) a 280 nm frente a un blanco de solucién salina - NaOH 1IN, Se consideré
1,4 el coeficiente de extincidn, media aproximada del coeficiente de extincidn

que muestran las Inmunoglobulinas humanas. Los resultados se dieron en pg/ml.

En la valoracién de niveles de inmunocomplejos circulantes en el suero de personas
sanas se obtuvo un valor medio de 36,05 £ 22,8 pg/ml, con un valor maximo de 81,6 pg/ml.

Los niveles superiores a 200 pg/ml fueron considerados elevados a efectos clinicos.

* Concentracion de los inmunocomplejos:

Para concentrar los inmunocomplejos se siguieron los primeros pasos descritos
anteriormente, desde a) hasta g). Los inmunocomplejos se resuspendieron después en 1,5 ml
de Solucién salina y 0,5 ml de Sulfato aménico 4 M. Posteriomente se dejaron toda la noche a
T? ambiente. Al dia siguiente se centrifugaron durante 20 minutos a 1400 g.

Por iitimo se decantaron los sobrenadantes y los inmunocomplejos se resuspenderieron

en 0,5 ml de Solucién salina y 4 pl de NaOH IN. Estas muestras se guardaron a -202 C.

3.2.2.- Compaosicion de los ICC: Deteccion de antigeno p24 y anticuerpos anti-HIV.

El andlisis de la composicién de los inmunocomplejos circulantes se realizé en funcidn
de la presencia de anticuerpos anti-HIV y de antigeno p24 mediante ensayos inmunoenziméticos
(ABBOTT Recombinant HIV-1/H1V-2 3rd generation EIA y ABBOTT HIVAg-1).

Los distintos anticuerpos frente al HIV presentes en los inmunocomplejos circulantes

se detectaron por Western-Blot (New Lav-Blot 1, PASTEUR Diagnostic).
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La cuantificacién de las Inmunoglobulinas TgG, IgM e IgA en los inmunocomplejos se
determind por nefelometria (Array, Beckman). Esta misma técnica se utilizé para valorar la

concentracion de inmunoglobulinas en el suero de estos pacientes.

3.2.4.- Disociacion de los inmunocomplejos:

La técnica utilizada para disociar los ICC estd basada en el método descrito por Kesten
et al. (1988) (124). 200 pl de las muestras de [CC fueron sometidos a un tratamiento dcido con
40 pl de CIH-Gly 1M (pH 2) (Panreac), en presencia de 0,05% de SDS, durante 10 minutos a
37¢ C. Posteriormente las muestras fueron neutralizadas con 30 pl de TRIS IM (Sigma) y

resuspendidas en un volumen de 300 pl de PBS (pH 7,2).

3.2.5.- Determinacion de Actividad anti-CD4 en los ICC,

La determinacion de una actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos se valoré en base
a la capacidad de los inmunocomplejos de unirse a una molécula CD4 recombinante soluble, o
bien, a esta molécula expresada en la superficie celular. Ambas valoraciones se llevaron a cabo

mediante ensayos inmunoenzimiticos.

3.2.5.6.- Unidn de los inmunocomplejos a una molécula CND4 recombinante soluble:

En este andlisis se valord la presencia de actividad anti-CD4 de los inmunocomplejos por
su capacidad de unirse a una molécula CD4 soluble recombinante (1.600 U/ml, T Cell
Science,INC.) fijada en placas de poliestireno de fondo plano.

.- Descripcién del ensayo inmunoenzimatico:

a. Para obtener una concentracién de 16 U/pocillo de la molécula CD4 soluble
recombinante diluida en solucidn salina (1600 U/ml), se adadieron 100
pl/pocillo en placas de alta adherencia, de 96 pocillos (Costar).

b. Las placas se mantuvieron 2 horas a 372 C y 12 horas a 4°C.

c. Posteriormente se lavaron 3 veces con solucién salina y Tween-20 0,05% (Difco
laboratorios).

d. Se dispensaron 100 pl de inmunocomplejos (30-40 pg/ml) en cada pocillo y las
placas se incubaron durante 1 hora a 372 Cy 24 horas a 4¢ C.

€. Después se lavaron 3 veces con solucion salina.
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f. 100 pl de Anticuerpo monoclonal de cabra frente a IgG humana (1/1000),
conjugado con peroxidasa (GAHu-PO, Sera-lab), se incubaron durante 1 hora a
372 C, lavandose las placas después con solucidn salina.
g Se afadieron 100 pl de solucién de revelado, H,0, con OPD ( o-fenildiamina,
Abbott) durante 20 minutos.
h. La reaccién se detuvo con 50 ul de Acido sulfarico IN (SOH,, 96% Panreac).
i La lectura de absorbancias se realizé a 492 nm (A,,;,), utilizando un lector de
placas de micropocillos (SLT 210, Kontron).
.- Célculo de resultados:
La valoracién de la presencia o ausencia de Actividad anti-CD4 en los
inmunocomplejos se determind aplicando la ecuacidn siguiente:
% Activ. anti-CD4 = ( A, Muestra /A, Blanco ) x 100
Se considerd esta actividad como positiva cuando fue 2 2629, ya que en el grupo control
analizado, formado por 10 inmunocomplejos no relacionados, aislados del suero de 6 pacientes

con Artritis reumatoide y 4 con Hepatitis B, se obtuvo un valor medio de 132 + 65 %.

3.2.5.7.- Unidn de los ICC a la molécula CD4 expresada en membranas celulares:

La presencia de actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos circulantes se valoré en este
caso por la unién de los inmunocomplejos a la molécula CD4 expresada en la superficie celular.
Para ello se utilizé un ensayo inmunoenzimitico descrito por Silvestris et al. (125) con
algunas modificaciones, en €] que se utilizs para obtener el extracto de membranas, células de

una linea linfoblastica T humana CD4+.

* Mantenimiento de la linea linfoblistica T humana CD4+:

Los cultivos de la linea celular se realizaron con Medio RPMT 1640 suplementado con
Suero de ternera fetal al 109, cuyo complemento habia sido inactivado por calentamiento a 56¢
C durante 30 minutos, L-Glutamina 2mM, 50 U/ml de penicilina y 50 pg/ml de estreptomicina.

Al anadir estos reactivos se utilizaron filtros de 0,22 pm (Millex-GS). La preparacién del
medio de cultivo asi como el manejo de los cultivos, fueron realizados bajo condiciones estériles,
en una Campana de flujo horizontal (Telstar).

Las c¢élulas se mantuvieron en frascos esterilizados (Costar), en un volumen de 10 ml de
medio completo, en una atmdsfera de CO, al 5%, a 37°C. Para el seguimiento de la

proliferacién celular se utilizé un Microscopio de contraste de fases (Olympus IM).
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A medida que la concentracion celular aumentaba, superando una concentracién de
5x10° células/10 ml, se iban haciendo pases sucesivos a nuevos recipientes, realizdndose una
dilucién 1/2 con medio de cultivo completo.

En la congelacién de las células se utilizé Medio RPMI suplementado con DMSO
(Sigma) al 20% y STF al 40%.

En criotubos de 1,8 ml (Nunk) se congelaban de 2 a 4 x 10° células en 0,5 ml del Medio
de congelacién y 0,5 ml del Medio RPMI. Primero se guardaban en un congelador a -40°C y
posteriormente se almacenaban en contenedores con Nitrdgeno liquido.

La descongelacién de las células se hacia en un bafio a 37°C y previamente al cultivo se
lavaban tres veces por centrifugaciones sucesivas, a 300 g, con medio RPMI. La viabilidad
celular se determiné por exclusién del colorante Azul tripan.

La expresién de CD4 en la linea linfobldstica se confirmé por citometria de flujo, con
un anticuerpo monoclonal especifico de CD4, conjugado con Ficoeritrina (Dako).

Fenotipo de la linea celular: CD4+ (82,9%)

[ AP U—

Preparacion del ensayo inmunoenzimatico:

* Obtencion del extracto de membrana:

Las células de la linea celular linfobldstica T humana (2x10%) se resuspendieron en 1 ml
de solucion salina (pH 7.2) con NP-40 al 0,5%, PMSF 2 mM e Inhibidor de Tripsina 1 U/ml,
obtenido de clara de huevo de gallina, y se incubaron durante 1 hora, en hielo, con agitacidn
ocasional.

Posteriormente se centrifugaron a 400 g durante 15 minutos a 4° C, en una Centrifuga
Modelo CS-6R de Beckman, para eliminar el nicleo. A continuacién se sometieron a
ultracentrifugacién (100.000 g) durante 30 minutos, a 42 C, en una Centrifuga Modelo J2-21 de

Beckman, para eliminar la fraccién correspondiente al citoesqueleto.
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Determinacidén de la_concentracidn_de proteinas en las muestras de extractos de

membrana:

Después de resuspender el extracto de membrana en 1 ml de solucidn salina se valoré
la concentracion de proteinas de esta solucién por colorimetria (Método de BIO-RAD), basado
en el cambio que se produce en la absorbancia médxima de una solucién 4cida del colorante Azul
Coomassie G-250 cuando se une a proteinas.

Esta absorbancia varfa de 465 nm a 595 nm. El cambio de color del colorante que se
produce estd relacionado con la concentracién de proteinas de la muestra.

La lectura se efectué a 595 nm en un espectrofotémetro modelo DU-5 de Beckman.
Para construir la curva patrdn y calcular la concentracion de proteinas de la muestra obtenida
del extracto de membranas se realizaron diluciones seriadas de una muestra inicial de Albdmina
bovina (1 mg/ml), (BSA, SIGMA). La concentracion de proteinas obtenida en los extractos de
membrana variaba en cada aislamiento, pero en todos los casos se obtuvo una concentracién >
a 0,180 mg/m! al partir de una concentracién celular de 2x10° células/ml.

Los extractos de membrana se guardaron en alicuotas de 500 pl a -802 C.
* Ensayo inmunoenzimitico:

Previamente se valord la concentracién éptima de proteinas del extracto de membrana
unido al fondo de los pocillos de placas de alta adherencia en la que se podia detectar la
molécula CD4. Esta valoracidn se realizé utilizando un ensayo inmunoenzimético en el que se
comprobd la presencia de esta molécula con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD4
humano conjugado con peroxidasa (CellFree), y en el que se observd que una concentracién de
3 pg/pocillo de las proteinas del extracto de membrana era suficiente para detectar una unién

especifica del anticuerpo anti-CDA4.

Para la preparacion de las placas de alta adherencia de fondo plano con el extracto de
membrana (3 pg/pocillo), se dispensaron 200 pl del extracto diluido en una solucién con
carbonato sédico pH 9,3. La placa se incubd a 4¢ C durante toda la noche. Posteriormente se
hicieron tres lavados con PBS-Tween-20 0,05% (Difco) y se bloqueé con PBS-BSA 3%,
manteniendo la placa a 372 C durante 1 hora, y después a 42 C durante toda la noche.

La presencia de CD4 en los extractos de membrana fijados a la placa se confirmé
mediante un ensayo inmunoenzimitico con anticuerpos especificos (anti-CD4 humano de ratén

purificado, T Cell Sciences) y (anti-IgG ratén conjugado con peroxidasa, Sera-Lab).



Una vez fijado el extracto de membrana en la placa se dispensaron 100 ul de los
inmunocomplejos (200 pg/ml) por pocillo, por duplicado, incubando la placa durante tres horas
a temperatura ambiente.

Después de lavar la placa se anadieron 100 pul del anticuerpo conjugado «-IgG hu-PO
(1/5x10*) (Sera-Lab) a cada pocillo, dejando la placa a 37° C durante 1 hora.

Para revelar la reaccién enzimadtica se utilizé solucién de sustrato, H,O, con OPD como
cromdégeno (Abbott), 100 pl/pocillo, durante 20 minutos.

La reaccién enzimitica se pard con 50 pl de SO,H, 1 N (Panreac) y la lectura se llevd
a cabo a una longitud de onda de 492 nm en un espectrofotémetro de placas (Kontrol

Analytical, STL-210), frente a un blanco de solucién salina.

Cilculo de los resultados:

% Actividad anti-CD4= ( A, Muestra/ A, Blanco) x 100

Como control de la unidén de los inmunocomplejos a CD4 se utilizé un anticuerpo
monoclonal anti-CD4 (T-Cell Sciences) en ensayos inmunoenzimdticos de competicin

indirectos.
3.2.6.- Unidén de los inmunocomplejos a linfocitos de sangre periférica:

La unién de los inmunocomplejos a la superficie de linfocitos de sangre periférica se
estudid por Citometria de flujo. En este ensayo indirecto se valord la inhibicién que se producia
en el marcaje con a-CD4-FITC (DAKO) de linfocitos de sangre periférica incubados con

diferentes muestras de inmunocomplejos. Para ello se utilizé el siguiente protocolo:
*. Aislamiento de linfocitos de sangre periférica en un gradiente de Ficoli:

a) 5 ml de sangre periférica con heparina 1% (Rovi) de sujetos sanos se diluyeron
con 5 ml de solucién salina, pH 7.2

b) En tubos de 10 ml con 2,5 ml de Ficoll (Lymphoprep, Nicomed) se afiadieron 5
ml de la sangre diluida evitando que se mezclase con el Ficoll. Estos se
centrifugaron a 400 g, durante 20 minutos.

c) Del gradiente que se forma se recogié con una pipeta Pasteur la capa de

linfocitos que se localiza entre el Ficoll y el plasma.
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d) Las células se lavaron con solucién salina mediante sucesivas centrifugaciones a
500 g, durante 7 minutos.

e) El recuento de células se realizé en una placa de Neubauer con Azul Tripan para
ver también la viabilidad de estas células, en un Microscopio 6ptico (Nikon), y
ajustar la suspensién celular a una concentracién de 10° células/ml en medio de
cultivo RPMT 1640 (Bio-Wittaker) o Sclucién isoténica de Cloruro Sédico al
0,9% (Braun Medical).

* Deteccidn de ICC sobre linfocitos de sangre periférica:

a) Cultivo de linfocitos de sangre periférica, 10°/200 pl, durante 2 horas, a 379, en
presencia de 100 gl de inmunocomplejos, concentrados aproximadamente a 200
pg/ml.

b) Lavado de las células con solucién salina en una Microfuga (Hereaus).

c) Marcaje con 20 pl de anti-CD4-FITC (Dako) durante 20 minutos a 42 C.

d) Lavado y resuspensién de la células en 300 ul de PBS.

e) Determinacion de la fluorescencia en un Citémetro EPICS-C, COULTER.

Como control se considerd en cada ensayo el % de células marcadas con anti-CD4 de
PBLs que no habian sido incubados con inmunocomplejos. El valor obtenido en todos los casos
estaba en un rango entre un 30 y 37%.

Para confirmar la unién de los complejos a la superficie celular se utilizé un anticuerpo

monoclonal frente a IgG humana conjugado con fluoresceina (Dako).

3.2.7.- Inhibicion de la proliferacion de linfocitos de sangre periférica por

inmunocomplejos, en cultivos:

Para determinar la capacidad de los inmunocomplejos de inhibir el crecimiento celular
se hicieron cultivos in vitro de linfocitos de sangre periférica de sujetos normales, estimulados
con PHA (1mg/ml), en presencia de diferentes inmunocomplejos aislados del suero de pacientes
infectados por HIV.

Como control se utilizaron inmunocomplejos aislados del suero de pacientes no
infectados con patologias autoinmunes, como Artritis Reumatoide, o enfermedades infecciosas,

como Hepatitis B, en las que se detectan con frecuencia elevados niveles de inmunocomplejos.

32



* Ensayo de inhibicidn de la proliferacion de linfocitos de sangre periférica estimulados

con PHA en presencia de inmunocomplejos.

Para valorar si la presencia de ICC en los cultivos de linfocitos estimulados con PHA
influia en su proliferacidn se aislaron linfocitos de sangre periférica de sujetos normales.

El aislamiento de linfocitos se realizé mediante un gradiente de centrifugacién con Ficoll
(Nycomed Pharmacia). Una vez purificados se ajustaron a una concentracién de 1x 10° en medio
completo RPMI-1640 (Flow), suplementado con 10% de Suero de ternera fetal (Flow), L-
Glutamina 2mM (Flow), 50 U/ml de penicilina (Flow) y 50 ug/ml de estreptomicina (Flow).

100 pul de esta suspensién se transfirieron a placas de 96 pocillos de fondo plano (Costar)
que se mantuvieron en cultivo a 37° C, en una atmdsfera de CO? al 5%, durante 72 horas.

Los cultivos se estimularon con 10 ul de Fitohemaglutinina (1 mg/ml) (Gibco), dosis que
previamente se habia determinado como éptima, y se realizaron en presencia de
inmunocomplejos (200 pg/ml) aislados del suero de pacientes infectados por HIV y sujetos no
infectados con niveles elevados de ICC en suero.

La proliferacién celular se determiné por la incorporacién de Timidina H® en el DNA
de las células. Para ello se afadi6 a cada pocillo 1 pCi de Timidina H®> (Amershan) durante las
Ultimas 18 horas.

Las células se recogieron utilizando un colector de células automdtico (Skatron,
Noruega).

La precipitacién del DNA de estas células se llevd a cabo con H,O destilada sobre papel
de filtro. Una vez que los filtros correspondientes a los distintos pocillos de la placa se secaron,
se colocaron en viales minipoli-Q (Beckman) con 2ml de Liquido de centelleo (Férmula 989,

Dupont) para efectuar su lectura en un Contador de centelleo Beta (Beckman LS 2800).

* Resultados:

La valoracién de la inhibicién del crecimiento celular por ICC se determiné por la
disminucién de incorporacién de Timidina H® en el DNA de las células, en un contador Beta
(cpm).

El porcentaje de inhibicién del crecimiento celular por los ICC se calculé aplicando la

siguiente formula:

% Inh.= 100 - ((cpm PHA - cpm ICC)/cpm PHA) x 100
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cpm PHA=  Timidina H?* incorporada por €l ADN de las células estimuladas con PHA.

cpm ICC=  Timidina H? incorporada por el ADN de las células estimuladas con PHA, en

presencia de inmunocomplejos.

Se consideré un porcentaje de inhibicién significativo cuando éste era 2 22%, ya que
ICC no relacionados, de pacientes seronegativos, presentaban un porcentaje de inhibici6én del

crecimiento celular inferior a un 22%.

3.2.8.- Infeccion in vitro de linfocitos de sangre periférica por ICC:

Primero se aislaron linfocitos de sangre periférica de sujetos sanos por un gradiente de
densidad con Ficoll. 2x10° linfocitos/ml se incubaron en placas de 24 pocillos (Costar) con medio
RPMI (Flow), suplementado con suero de ternera fetal al 10% (Flow), penicilina 50 U/ml,
estreptomicina 50 pg/m! y L-Glutamina 2 mM (Flow).

Las células se activaron con 20 pl de PHA (1mg/ml} (Gibco) durante 72 horas, en una
atmosfera de CO,, a 372 C. A los tres dias de cultivo se elimind parte del sobrenadante de los
cultivos y las células se incubaron con los diferentes inmunocomplejos aislados, a una
concentracién de 200 pg/ml, resuspendidos en medio de cultivo RPMI.

Para mantener los cultivos durante mds de una semana se anadié al medio IL-2
recombinante (100 U/ml, Amersham).

A los dos, cuatro, seis y diez dias de cultivo se recogieron los sobrenadantes de los
distintos cultivos para medir la concentracidn de antigeno p24.

La viabilidad celular a lo largo del cultivo se valord por exclusién del colorante Azul

tripan.

3.2.8.1.- Cuantificacion de niveles de antigeno p24 en el sobrenadante de los cultivos

celulares.

La determinacién de niveles de antigeno p24 tanto en el suero y los inmunocomplejos
de los pacientes infectados, asi como en los sobrenadantes de los cultivos celulares, se realizd

por un ensayo inmunoenzimdtico (Abbott).



3.2.8.2.- Deteccifn de ADN proviral integrado en el genoma celular por técnicas de PCR.

La deteccién de HIV-1 en ADN genémico supuso en primer lugar la extraccién de ADN
¥y, en segundo lugar, la amplificacion de dos segmentos diana, correspondientes a las regiones

env y pol del ADN proviral, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

1) Extraccion del ADN:

El ADN fue aislado de linfocitos de sangre periférica cultivados en presencia de
diferentes inmunocomplejos de pacientes infectados. La extraccion se efectud por precipitacién
salina, técnica descrita por Miller, S. A. et al., en 1988, con algunas modificaciones.

Los linfocitos de cada cultivo se resuspendieron en 1 ml de solucién de lisis (STMT),
compuesta por sacarosa (.32 M, Tris-CIH | mM, pH 7.5, MgCl, 5 mM y Tritén X-100 al 1%.

Posteriormente se centrifugaron a 1500 g durante 10 minutos y el precipiltado abtenido,
correspondiente a los nicleos celulares, se resuspendié de nuevo en 0,5 ml de la solucién STMT,
volviéndose a centrifugar en las mismas condiciones.

El ADN se libero de los niicleos mediante un tratamiento de 18 horas a 37¢ C, con 300
pg/ml de proteinasa K (Sigma), en una solucidon de CINa 75 mM, EDTA 24 mM y SDS al 0.5%.
Las proteinas se eliminaron mediante precipitacién con ClNa saturado y centrifugacién a 1500
g, de 15 a 30 minutos. |

El sobrenadante obtenido se mezclé suavemente con un volumen igual de isopropanol,
hasta obtener una masa compacta de ADN, transferida a un tubo tipo eppendorf, con 1 ml de
etanol al 70%. Se centrifugd a 3000 g durante 2 minutos y después de eliminar el sobrenadante,
el precipitado de ADN se secd al vacio durante 10 segundos. Posteriormente se resuspendié en
100 ul de Tampdn Electrolito (Tris-CIH 0.01 M, pH 7.5y EDTA 0.001 M, pH 81), calentdndose

a 502 C para disolver el ADN, y procediéndose a continuacién a su cuantificacién.

2) Cuantificacion del ADN: :

Para calcular la cantidad de ADN extraida, se midi6 la absorbancia de v%urias diluciones
de la muestra a 260 nm, en un espectrofotémetro UV/V DU-5 (Beckman). La concentracién
se obtiene al utilizar la siguiente reaccidn:

ADN pg/ml = A, (inversa de la dilucién) x 50

Es aconsejable también medir la Absorbancia a 280 nm, ya que siempre que el indice

Ay / Ay sea muy diferente a 1.5, es posible que exista una contaminacién con proteinas.
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3) Electroforesis en geles de agarosa:

Para comprobar que el ADN extraido no estd degradado, la muestra se somete a una
electroforesis en geles de agarosa al 1%. Previamente el agar se disuelve con calor y agitacién,
en el tampon electrolito TAE (Tris-acetato 0.04 M, EDTA 0.001 M). Una vez que la solucién
alcanza el punto de ebullicidn, se deja enfriar por debajo de 60¢ Cy se afade una concentracion
final de 0.5 pg/ml de bromuro de etidio (Sigma), que permite visualizar el ADN una vez llevada
a cabo la electroforesis.

El gel se deja polimerizar en frio y posteriormente se introduce en Ja cubeta de
electroforesis que contiene solucion TAE.

Las muestras de ADN se diluyen en un volumen igual de la solucion TAE y se dejan
migrar en el gel a 60 V durante 30 minutos, en una cubeta horizontal (BRL). Una vez que ha
terminado la electroforesis, el ADN se observa en un visualizador de geles con luz ultravioleta

incorporada, Fotodyne (iberlabo).

4) Amplificacion del ADN por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

El ADN de los linfocitos fue amplificado para su estudio, mediante la reaccion en
cadena de la enzima Tag ADN polimerasa (Perkin Elmer cetus, Norwalk, CT), técnica que
permite, aprovechando la naturaleza termoestable de esta enzima, la expansidn exponencial del
segmento a amplificar, mediante la repeticidn de tres pasos bdsicos (desnaturalizacién de la
muestra, alineamiento de los cebadores o iniciadores y extension del ADN) (126).

En este caso los fragmentos a amplificar, para poder inferir la presencia de ADN

proviral integrado en el genoma celular, pertenecian a las regiones env y pol del HIV-1.

Un problema de la alta sensibilidad de la PCR es que una minima contaminacién de la
muestra o de los reactivos por la secuencia diana de ADN se amplificaria y podria dar lugar,
a la hora de interpretar los resultados para el diagnéstico de la infeccidn, a falsos positivos.

Para evitar cualquier posibilidad de contaminacion, la preparacion de las muestras de
PCR se realizan en una cabina de flujo laminar y nunca se utilizan en el mismo sitio de trabajo
plismidos o productos de PCR, utilizdndose las precauciones recomendadas por Knok et al.
(127).

Previamente, para comprobar que el lisado obtenido se podia amplificar se hicieron

PCRs con iniciadores especificos de la $-globina humana.



Para detectar ADN viral se utilizaron oligonucleétidos especificos para amplificar las
regiones pol (JA17/JA20) y env (JA13/JA16). La reacci6n en cadena de la polimerasa se realizé
en dos reacciones, la primera con un par de oligonucleétidos externos (JA13/JA16) y
(JA17/JA20) y la segunda con un par de oligonucleétidos internos (JA18/JA19) y (JA14/JA1S5)
(Nested PCR).

A) REGION ENV gp41

12 PCR (primers: JA13 JA16)

Condiciones de reaccién:
- Termociclador Perkin Elmer 9600
- Volumen final 50 pl:

- 5 pl 10x PCR buffer (Tris 10 mM final pH 8,3)
- {4 pl MeCl, 25 mM (7 mM final)
- 0,25 pl ANTP 10 mM (200 uM)
- 1,25 pl de cada primer a 10 pmoles/pl
- 29 ul H,O DEPC
- 2,5 U Taq pol (Perkin Elmer)
- Anadir 2 pg de ADN gendmico en 10 pl
- Cubrir con aceite mineral ligero
- Ciclos:
-952 C 5 minutos
- 24 ciclos: 952 C20s
452 C 20 s
722 C 20 s (+ 2 s. por ciclo)
- 722 C 5 minutos

28 PCR (primers: JA14 JA15)
Condiciones de reaccién:

- 5 pl del producto de la primera amplificacién.
- 4 1l 10x PCR buffer (Tris 10 mM final pH 8,3)
- 8 pl MgCl, 25 mM (7 mM final)
- 0,25 pl ANTP 10 mM (200 pM)
- 1,25 pl de cada primer a 10 pmoles/ul
- 30,25 ul H,O DEPC
- 2,5 U Tagq pol (Perkin Elmer)
- Cubrir con aceite mineral ligero
- Ciclos:
-952 C 5 minutos
- 24 ciclos: 952 C20s
500 C20s
722 C 20 s (+ 2 s. por ciclo)
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B) REGION POL

12 PCR (primers: JA17 JA20)
Condiciones de reaccién:
- Termociclador Perkin Eimer 9600
- Volumen final 50 pl:

- 5 pl 10x PCR buffer (Tris 10 mM final pH 8.3)
- 14 yl MgCl, 25 mM (7 mM final)
- 0,25 pl NTP 10 mM (200 uM)
- 1,25 pl de cada primer a 10 pmoles/pl
- 29 pl H,0 DEPC
- 2,5 U Taq pol (Perkin Elmer)
- Afiadir 2 pg de ADN gendmico en 10 pl
- Cubrir con aceite mineral ligero
- Ciclos:
-952 C 5 minutos
- 24 ciclos: 95 C20s
410 C20s
720 C 20 s (+ 2 s. por ciclo)

22 PCR (primers: JA18 JA19)
Condiciones de reaccién:

- 5 pl del producto de la primera amplificacion.
- 4 pl 10x PCR buffer (Tris 10 mM final pH 8,3)
- 7.5 pl MgCl, 25 mM (3 mM final)
- 0,25 ul dNTP 10 mM
- 1,25 pl de cada primer a 10 pmoles/pl
- 30,25 pl H,O DEPC
- 2,5 U Taq pol (Perkin Elmer)
- Cubrir con aceite mineral ligero
- Ciclos:
- 95¢ C 5 minutos
-24 ciclos: 952 C?20s
419C20s
722 C 20 5 (+ 2 5. por ciclo)
- 720 C 20 5. (+ 2 s. por ciclo)

En todos los experimentos se pusieron controles negativos, sin ADN, sometidos

exactamente al mismo proceso, para detectar alguna posible contaminacidn.



5) Analisis de los productos amplificados:

Para comprobar que la amplificacién ha sido correcta se analizé el 209% del producto
amplificado, en este caso 10 pl del 22 amplificado, en geles de agarosa al 1.5% en el tampén
electrolito TAE, previamente descrito. La tincion se realizé con bromuro de etidio (0.5 pg/ml).

Para comparar el tamaiio del producto amplificado se utilizaron marcadores de bajo peso
molecular (0X 174 digerido con Haelll, Stratagene).

Los productos amplificados tienen 172 pb (regidn env, correspondiente a gpd1) y 129 pb
(regidn pol).

Descripcién de los primers utilizados:

PRIMER SECUENCIAS (5-3) GENES Y LOCALIZACION
JA13 TTCCTTGGGTTCTTGGGAGC env (8004-8023)
JA14 GCAGCAGGAAGCACTATGGG env (8022-8041)
JA1S CCAGGACTCTTGCCTGGAGC env (8194-8175)
JA16 AGGTATCTTTCCACAGCCAG env (8209-8190)
JA17 TACAGGAGCAGATGATACAG pol (2431-2450)
JA18 GGAAACCAAAAATGATAGGG pol (2481-2500)
JA19 ATTATGTTGACAGGTGTAGG pal (2610-2591)
JA20 CCTGGCTTTAATTTTACTTGG pol (2697-2678)
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3.2.9.- Estudio de la capacidad citotéxica de linfocitos T CD8+ de pacientes infectados

frente a linfocitos T CD4+ mediante ensayos de liberacion de Cr*.

Estos ensayos fueron utilizados para determinar la presencia en pacientes infectados por
HIV de células T citotéxicas capaces de reconocer determinantes antigénicos en la superficie

de linfocitos no infectados.

Como células diana se utilizaron linfocitos de sangre periférica de individuos normales
y en algunos casos de pacientes infectados, estimulados con PHA (1mg/ml, BioWittaker).
Durante siete dias se mantuvieron en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco) suplementado con
un 10% de STF, L-Glutamina 2 mM, 50 U/ml de penicilina, y 50 pg/ml de estreptomicina, a
372 C, en una atmdsfera de CO, al 5%.

El aislamiento de PBLs se realizd en un gradiente de centrifugacién con Ficoll-Hypaque.

Como células efectoras se seleccionaron linfocitos T CD8+ de PBLs aislados de
pacientes infectados, mediante separacion inmunomagnética (Dynabeads M-450 CD8).

Las células fueron aisladas de sangre periférica mediante esferas inmunomagnéticas
(Dynabeads, Dynal), cubiertas con un anticuerpo monocional frente a CD8. Posteriomente se
aislaron por aplicacién de un imédn (Separador de particulas magnéticas, Dynal). Se lavaron tres
veces con PBS frio con un 2% (v/v) de STF y se separaron de las esferas con un anticuerpo
anti-Fab’ (DetachaBead, Dynal).

Posteriormente se comprobd por Citometria de flujo que la poblacién seleccionada
estaba constituida en su mayor parte por linfocitos T CD8+ (89%), encontrdndose en todas las
muestras analizadas una contaminacién minima por células NK < 19%.

Por dltimo Jas células fueron congeladas con medio RPMI, 20% de DMSO y 40% de

STF en criotubos de 2ml y conservadas en nitrégeno liquido hasta su utilizacién.

* Determinaciin de la respuesta citotéxica:
La cuantificacién de la respuesta citotéxica mediada por linfocitos T CD8+ se realizé

mediante ensayos de liberacién de Cr ', en los que se siguieron los siguientes pasos:
1.- Marcaje de las células diana (0,5 x 10%), resuspendidas en 100 ul de STF, con 100 pCi

de *'CrO,Na,, New England Nuclear, en tubos de 12 m] cénicos (Costar), durante una

hora en un bafio a 37°C.
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Para eliminar el exceso de cromo las células se lavan 4 veces con Medio RPMI
con STF al 5% por sucesivas centrifugaciones a 1700 rpm.

Posteriormente se cuentan las células, se hace una viabilidad y se comprueba la
radiactividad incorporada. Para el ensayo de citotoxicidad se utilizan 2000 células diana,
con una incorporacién de cromo de aproximadamente 500 cpm.

En el caso de los linfocitos esta relacion fue 1a que se obtenfa normalmente en
cada ensayo, pero en el caso de las células de la linea linfobléstica, la incorporacién de
cromo fue menor y por lo tanto se utilizé6 un mayor nimero de células diana, 4000 a

5000, para obtener un marcaje igual.

2.- Dispersién en placas de 96 pocillos con el fondo en forma de V (Costar) de las
células diana, entre 2000 y 4000 células en 100 pl de Medio RPMI y de las células
efectoras en distintas concentraciones, en un volumen de 0,1 ml, para tener distintas
relaciones célula efectora - célula diana (E:D): (10:1), (5:1), (2:1) y (1:1). Cada ensayo
se valoré por triplicado.

Para que las células queden lo suficientemente préximas se centrifuga la placa
a 80 g durante 5 minutos.

La placa de citotoxicidad se incuba durante 4 horas a 37¢ C, en una atmdésfera
de CO, al 5%. Al cabo de ese tiempo se recoge el sobrenadante (100 pl) para
determinar el porcentaje de Cr™' liberado en tubos de pldstico. La lectura se efectud en

un contador gamma (Cobra II, Tzasa).

Calculo de los resultados:

El porcentaje de lisis especifica se calcula para cada poblacién de linfocitos citotéxicos,

de cada paciente infectado por HIV estudiado, con la siguiente férmula:

[ (Lib. exp. cpm - Lib. esp. cpm)/(Lib. mdx. cpm - Lib. esp. cpm) ] x 100

Liberacién experimental:

Liberacion de Cr** por las células diana incubadas con las células efectoras.

Liberacién espontédnea:

Liberacién de Cr'! por las células diana incubadas con medio de cultivo.

Liberacién maixima:

Liberacién de Cr'! de las células diana incubadas con CLH 0,1 N.
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* Inhibicién de la respuesta citotoxica:

Para determinar el fenotipo de las células efectoras y su especificidad frente a las células
diana, se utilizaron anticuerpos monoclonales frente a CD8 y CD4 (Dako) respectivamente.

Previamente a los ensayos de citotoxicidad, las células efectoras se incubaron con 10
pg/ml de Anticuerpo anti-CD8 purificado, durante 30 min, a 42 C.

Para determinar un proceso de bloqueo en la lisis celular, parte de las células diana
utilizadas en los ensayos, se incubaron con 10 pg/ml de Anticuerpo anti-CD4, durante 1 hora,

a 372 C, durante la fase del marcaje con Cr’l.
3.2.10.- Métodos estadisticos.

La comparacioén de los resultados obtenidos en los diferentes grupos de pacientes
infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana, establecidos para su estudio
comparativo, se realizé mediante la aplicacion de distintas pruebas de significacién.

Se aplico la prueba de Student para identificar la diferencia de las medias de dos grupos.

Para estudiar la asociacién o independencia de dos variables cualitativas dentro de una
muestra, se utiliz6 la prueba de chi-cuadrado, de acuerdo con la forma descrita por Bancroft et
al. (128), utilizando la correccién de Yates cuando fue necesario.

Por Gltimo, para ver la fuerza de asociacion entre dos variables se realizé una correlacién
lineal.

En todos los andlisis se consider6 estadisticamente significativo un valor de p menor a
0,05.
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION



4.1.- PAPEL PATOGENICO DE LOS INMUNOCOMPLEJOS CIRCULANTES
EN LA INFECCION POR HIV.



4.1.1.- Asociacion entre 1a progresién de la infeccidn y las siguientes caracteristicas de
los Inmunocomplejos:

4.1.1.1.- Frecuencia de niveles elevados en el suero de pacientes infectados.
4,1.1.2.- Composicién.

4.1.1.3.- Actividad anti-CD4,



4.1.1.1.- Frecuencia de niveles elevados de Inmunocomplejos circulantes en el suero de

pacientes infectados por HIV.

En un primer estudio, para valorar el significado patolégico de los inmunocomplejos
circulantes en la infeccién por el virus de la Inmunodeficiencia Humana, se analizaron los
niveles de Inmunocomplejos circulantes en el suero de 69 pacientes infectados.

La determinacién de los niveles de inmunocomplejos se llev$ a cabo por precipitacién
con Sulfato aménico 1,04 M.

En funcién de las tres categorias definidas en la infeccién por HIV por los Centros del
Control de Enfermedades de Atlanta, el 45% de los pacientes fue incluido en la categoria A,
ya que se encontraban en un estado asintomético, mientras que el 21% y el 34% se incluyeron
en las categorias B y C respectivamente, teniendo en cuenta su cuadro clinico.

En cada categoria se distinguieron tres niveles segiin el nimero de linfocitos T CD4+
que presentaban los pacientes en sangre periférica, siendo un niimero mayor que 500 células/pl
equivalente a un nivel 1, un recuento entre 500 y 200, un nivel 2, y unos niveles de linfocitos
menores a 200/pl, un nivel 3. Siguiendo este baremo, un 23% de los pacientes se incluyeron en
un nivel 1, un 52% en un nivel 2 y un 25% en un nivel 3.

En total, el porcentaje de pacientes en cada grupo fue de un 16% (A1), un 23% (A2),
un 6% (A3), un 4% (B1), un 10% (B2), un 7% (B3), un 3% (C1), un 19% (C2) y un 12% (C3).

Los niveles de ICC en el suero de estos pacientes fueron elevados, encontrdndose en un
rango de 114 a 4.100 pg/ml.

La media de los niveles de inmunocomplejos obtenida en los tres grupos de pacientes
incluidos en las categorias clinicas A, By C fue de 1.074 + 956; 947 £ 474 y 791 % 646 pg/ml
respectivamente.

Estos resultados indican que no existe una diferencia significativa entre los niveles de
inmunocomplejos que presentan los pacientes y su estadio clinico (t=1,23 / p=0,22).

Del mismo modo, tampoco existe una diferencia significativa entre la media de los
niveles de inmunocomplejos correspondientes a los tres grupos de la infeccidn realizados en
funcién del nimero de linfocitos T CD4+ /pl que presentaban los pacientes, 745 + 766 (1); 976
* 625 (2) y 1.096 = 1.040 (3), (t=1,10 / p=0,28).

Niveles elevados de inmunocomplejos (> 500 pg/ml) se detectaron en 50 pacientes, lo
cual supone un 72% de los casos estudiados. 24 de estos pacientes (48%) permanecian en un
estado asintomdtico (A), mientras que el resto de los pacientes (529%) presentaba algan sintoma

clinico que lo incluia en una categoria B o C (n=26).
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Al comparar el estado clinico de los pacientes, en funcién de su clasificacién en una
categoria A, B & C de la infeccidn, con la presencia de niveles elevados de inmunocomplejos
circulantes en suero, superiores a 500 pgml, observamos que no existia una diferencia
significativa (p > 0.05), ya que niveles elevados de inmunocomplejos se podian encontrar con
igual frecuencia en el grupo de pacientes asintométicos y en aquellos formados por pacientes
incluidos en una categoria B 6 C de la infeccidn.

Sin embargo, si se observé una diferencia significativa (p < 0.05) con respecto al niimero
de linfocitos T CD4+ que presentaban en circulacién estos pacientes, ya que un 79% de los
pacientes que presentaban niveles elevados de inmunocomplejos, > 500 pg/ml, tenian un niimero
de linfocitos T CD4+ menor a 500 células/ul, mientras que el 21% de estos pacientes

presentaban niveles de linfocitos en sangre periférica superiores a 500 células/ul (TABLA 1.1).

Relacion entre la presencia de niveles elevados de Inmunocomplejos circulantes ( > 500

pg/ml) y la deteccion de antigeno p24 en el suero de pacientes infectados por HIV.

En un grupo de 42 pacientes con niveles elevados de inmunocomplejos, se hizo un
estudio para determinar si este pardmetro estaba o no relacionado con la presencia de antigeno
p24 en suero, En este anélisis se encontré que la mayoria de los pacientes con niveles de
inmunocomplejos elevados (n=30), un 72% de los casos, no presentaba niveles significativos de
antigeno p24 en suero.

En 14 casos de este grupo de pacientes, en los que no se detectd antigeno en suero, lo
cual supone un 46% de los casos analizados, si se pudo detectar éste en los inmunocomplejos
después de disociarlos a pH 4cido.

Esto dltimo implica que en algunos casos de la infeccién se podria estar encubriendo la
presencia de antigenos virales mediante la formacién de complejos antigeno-anticuerpo, siendo

de esta forma indetectables en el suero.
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TABLA 1.I.- Asociacién entre la presencia de niveles elevados de ICC (>500 pg/ml) en

pacientes infectados por HIV, su estadio clinico y sus niveles de linfocitos T
CD4+ en sangre periférica.

Estado  Clinico Niveles lin. T4
Pacientes A B/C P > 500/pl | < 500/pl P
n=69 n=31 n=38 n=16 n=>53
Niveles ICC 24 26 X?=0,31 8 42 X?=3,9
> 500 pg/mi
Niveles ICC 7 12 p=0,57 8 11 p<0,05
< 500 pg/mt
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4.1.1.2.- Andlisis de la composicién de los ICC,

En un segundo estudio, en el que se analizd la composicién de los inmunocomplejos
correspondientes a 141 pacientes, se observé que la clase de inmunoglobulina 1gG estaba
presente en el 80% de los casos analizados, mientras que IgM se detecté en un 15%, e IgA solo
en el 5%. La media de las concentraciones de estas inmunoglobulinas en los inmunocomplejos
fue de 6,3 = 5,9 (IgG), 2,9 + 2,1 (IgM) y 1,4 = 0,2 mg/dl (IgA).

Se ohservé que no existia una correlacidn entre los niveles de inmunocomplejos y los de
las inmunoglobulinas IgG, IgM e IgA en el suero de los pacientes (r= 0,4, r= 0,03 y r= 0,2),

ni entre los niveles de IgG en los inmunocomplejos y en el suero (r= 0,5).

Posteriormente se determind la composicién de los inmunocomplejos en funcién de la
presencia de anticuerpos frente al virus de la Inmunodeficiencia Humana y de antigenos virales,
fundamentalmente p24. Este estudio se llevé a cabo en un grupo de 66 pacientes, incluidos por
su estado clinico y sus niveles de linfocitos CD4+ en los siguientes grupos: Al (9), A2 (16), A3
(4), B1 (2), B2 (6), B3 (6). C1 (2), C2 (12) y C3 (9). En este anilisis fueron definidos cuatro
variantes en los Inmunocomplejos circulantes : (Ac+Ag+), (Ac+Ag-), (Ac-Ag+) vy (Ac-Ag-).

* Analisis de la composicién de los ICC en relacion con la progresion de la infeccién.

Al tener en cuenta solamente una de las dos variables siguientes, presencia o no de
anticuerpos anti-HIV o de antigeno p24 en los inmunocomplejos, no se observé ninguna
diferencia significativa entre una composicién determinada de los inmunocomplejos y el estado
clinico en el que se encontraban los pacientes, asintométicos o incluidos en una categoria B 6
C (p > 0,05) (Tabla 2.I).

Sin embargo, si se observd una diferencia significativa entre la presencia o ausencia en
los inmunocomplejos de anticuerpos frente al virus o antigeno p24 con respecto a los niveles de
linfocitos T CD4+ que presentaban estos pacientes, observindose que la presencia en los
inmunocomplejos de antigeno p24 era mayor en pacientes con niveles de linfocitos inferiores
a 500/ul, (p < 0,05), (Tabla 2.1T).

La frecuencia con la que aparecian las distintas variantes de inmunocomplejos, definidas
en funcién de su composicidn, se analizé en distintos grupos de pacientes, establecidos en
funcién del estado clinico de los pacientes, asintomdtico o sintomitico, incluidos en las
categorias B 6 C de la infeccidn, o bien, teniendo en cuenta los niveles de linfocitos T CD4 +

que presentaban en sangre periférica, superiores a 500/pl, entre 200 y 500/l o inferiores a 500/pl.
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En este andlisis se observé que los inmunocomplejos en los que se detectaron
anticuerpos anti-HIV y antigeno p24, (Ac+ Ag+), aparecian con mayor frecuencia en pacientes
que se encontraban en un estadio mas avanzado C (46%), mientras que inmunocomplejos Ac+
Ag- eran mas frecuentes en pacientes asintomaticos (509%). Los inmunocomplejos Ac- Ag+ se
observaron con una frecuencia mayor en pacientes incluidos en una categoria A (50%) (Tabla
2.11).

Con respecto al estado inmunocomprometido de los pacientes, se observé que ICC con
una composicién (Ac+Ag+ ) solo aparecian en pacientes con unos niveles de linfocitos T CD4 +
circulantes menores a 500/ul (Tabla 2.1V).

Segin estos datos la presencia conjunta de anticuerpos frente al HIV y antigeno p24
en los inmunocomplejos podria significar un mayor riesgo de progresion en la infeccién hacia
un estado de SIDA y la presencia de este tipo de inmunocomplejos en la circulacién podria

considerarse como un parimetro de mal pronéstico.

También se realizé un estudio comparativo en 59 de estos pacientes para determinar si
la presencia de antigeno p24 en los inmunocomplejos o en el suero estaba asociada al grado de
infeccién o con los niveles de linfocitos T CD4+ que presentaban estos pacientes.

En este andlisis se observé que no existia una asociacion entre la presencia o né en los
inmunocomplejos y en el suero de antigeno p24 con el estado clinico del paciente, ya que las
variantes estudiadas (AgICC+ /AgS+), (AgICC-/AgS+), (AgICC+/AgS-) y (AgICC-/AgS-),
aparecian con igual frecuencia en pacientes incluidos en una categoria A o en las categorias B
6 C (Tabla 2.V).

Pero si se observs que la presencia de antigeno p24 tanto en el suero como en los
inmunocomplejos circulantes era mis frecuente en aquellos pacientes con niveles de linfocitos
T CD4+ en circulacién inferiores a 500/ul (Tabla 2.VI).

* Andlisis de la especificidad de los anticuerpos frente a las distintas proteinas virales

observada en ICC de pacientes infectados por HIV,

Las diferentes especificidades de los anticuerpos frente al HIV presentes en aquellos
inmunocomplejos en los que se habfa determinado previamente anticuerpos anti-HIV por
ensayos inmunoenziméticos se analizaron por Western Blott.

Esta valoracion se llevé a cabe en 17 pacientes, incluidos en las siguientes categorias de
la infeccién : A (8), B (4) y C (5), de los cuales, 11 presentaban un nitmero de linfocitos T
CD4+ menor a 200/pl.
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Lo mis significativo de este estudio es que se observaron anticuerpos frente a gp160 en
todas [as muestras de inmunocomplejos analizadas y que la presencia de anticuerpos frente a
la proteina gp4l sélo pudo ser detectada en inmunocomplejos de pacientes con alguna
manifestacién clinica, incluidos en una categoria B 6 C de la infeccién (Tabla 2.VII).

En este andlisis también se observé que la frecuencia de anticuerpos frente a la proteina
p24 era mayor en aquellos pacientes con niveles de linfocitos T CD4+ en circulacién inferiores
a 200 células/pl (Tabla 2.VIIT).

Estos resultados sugieren que en la infeccién por HIV se podria valorar por Western
Blot la aparicién o disminucién de anticuerpos con una determinada especificidad frente a las

distintas proteinas del virus como pardmetro de cierto prondéstico en la infeccién.
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TABLA 2.1.- Asociacidn entre la presencia de Anticuerpos frente al HIV o Antigeno p24

en los inmunocomplejos analizados y el estado clinico que muestran los pacientes.

Composicién I Categoria | Categorias |
ICC A (n=29) | B/C (n=37) P
Ac+ 11_ 16 X?= 0,03
Ac- 18 21 p = 0,85
Ag+ =8 : 13 X2= 0,14
Ag- 21 24 p = 0,69

TABLA 2.I1.- Asociacién entre la presencia de Anticuerpos anti-HIV o Antigeno p24

en los inmunocomplejos y los niveles de linfocitos T CD4+ que muestran los pacientes.

[ Composicién [ coer >500/gl | cpas <500/pl
ICC n=13 n = 53 p
Ac+ 3 2 X2= 13
Ac- 10 2 p= 025
Ag+_ 1 20 X?=438
Ag- " 12 23 p< 0,05
J
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TABLA 2.1IL.- Frecuencia de los distintos tipos de inmunocomplejos definidos en funcién de su
composicién en los tres grupos de pacientes analizados, establecidos por el estadio clinico

que muestran los pacientes.

1CC | Cat. A Cat. B Cat. C
Ac+ Ag+ 31% 23% 46%
Ac+ Ag- 50% 35% 15%
Ac- Ag+ 50% 12% 38%
Ac- Ag- 45% 16% 39%

TABLA 2.1V.- Frecuencia de los distintos tipos de inmunocomplejos definidos en funcién de su
composicion en los tres grupos de pacientes analizados, establecidos por los niveles de linfocitos

T CD4+ que presentan los pacientes en sangre periférica.

[ Composicidn I CD4/ul CD4/pl CD4/ul
IcC > 500 200-500 < 200
Ac+ Ag+ 0% 69% 31%
Ac+ Ag- 21% 50% 29%
Ac- Ag+ 12% 62% 26%
Ac- Ag- 29% 42% 29%
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TABLA 2.V.- Relacién entre la presencia de Antigeno p24 en los ICC y/o en

el suero de pacientes infectados por HIV y su estado clinico.

AgICC Ag suero u Cat. A Cat. B/C I
+ + " 8% | 9% |
+ . 23% 24%

- + “ 0% | 18%
- - 50% 49%

TABLA 2.VIL.- Relacion entre la presencia de Antigeno p24 en los ICC y/o en

el suero de pacientes infectados por HIV y sus niveles de linfocitos T CD4 +.

Ag [ Ag [ CD4/pul CD4/pl
ICC suero > 500 < 500
+ + 0% 11%
+ - 17% 25%
- + 33% 15%
- - - 50% 49%
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TABLA 2.VII.- Frecuencia de las distintas especificidades de los anticuerpos frente a las
diferentes proteinas del virus observada en inmunocomplejos de
pacientes infectados por HIV, clasificados en dos grupos en funcién de

la categoria de la infeccién en la que fueron incluidos.

[ Ac HIV Cat. A Cat. B/C
a-gpl160 100% — 100% )

r w-gpl120 15% B 89%
2-p68 25% 44%
o-p55 37% 55%
a-p52 37% 44%
a-gpd1 0% 44%
a-p4d 25% 33%
a-p34 12% 22%
a-p24 50% 55%
a-pl8 129% 11%
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TABLA 2.VIIIL.- Frecuencia de las distintas especificidades de los anticuerpos frente a las
diferentes proteinas del virus observada en inmunocomplejos de
pacientes infectados por HIV, clasificados en dos grupos en funcién de

los niveles de linfocitos T CD4+ que presentaban en circulacién.

- CD4/ul CD4/ul
Ac HIV > 200 < 200
a-gp160 100% 100% |
a-gpl20 2% 100%
a-ph8 27% 50%
a-p55 45% . 50%
a-p52 1 45% 33%
r a-gpdl 27% 16%
a-p40 27% 3%
a-p34 18% 16%
a-p24 | as% 6%
a-pl8 9% 16%
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4.1.1.3.- Deteccion de actividad anti-CD4 en Inmunocomplejos circulantes aislados del

suero de pacientes infectados por HIV.

Actualmente existen muchos indicios para pensar que durante la infeccién por HIV
puede aparecer una respuesta de origen autoinmune.

No solamente esta hipdtesis esta basada en la observacion en algunos pacientes de
enfermedades en las que pueden estar implicados fenémenos autoinmunes, como una pirpura
trombocitopénica idiopdtica, sino también por algunos datos inmunoldgicos detectados en
pacientes infectados (112).

Recientemente se ha descrito la presencia de complejos gp120/anti-gp120 en
inmunocomplejos circulantes aislados del suero de pacientes infectados por HIV, capaces de
unirse a la molécula CD4 expresada en linfocitos de sangre periférica, que podrfan estar

implicados en potenciar la infeccién (129).

En nuestro trabajo nos propusimos determinar si en las muestras que teniamos de
inmunocomplejos correspondientes a pacientes infectados, existia una actividad anti-CD4. Para
determinar esta actividad se valord la unién de los inmunocomplejos a una molécula CD4
recombinante soluble o bien, a esta molécula expresada en extractos de membrana de una linea

linfobldstica T humana CD4+. Ambos estudios se realizaron por ensayos inmunoenziméticos.

Valoracion de ]a unién de los Inmunocomplejos a2 una molécula CD4 recombinante
soluble.

Este estudio fue llevado a cabo en un grupo de 74 pacientes. Siguiendo la clasificacién
utilizada por los Centros de Control de Enfermedades de Atlanta, los pacientes fueron incluidos
en las siguientes categorias de la infeccion: 34 (A), 14 (B), y 26 (C).

Dentro de cada categoria se han definido tres niveles en funcién del nimero de linfocitos
T CD4+ que muestran los pacientes en sangre periférica. Siguiendo este criterio, los pacientes

se incluyeron en un nivel 1 (17), un 2 (37) y un 3 (20).

La determinacién de actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos se valord en funcién
de su capacidad de unirse a una molécula CD4 recombinante soluble fijada en placas de
poliestireno. Esta unién se revelé en ensayos inmunoenzimdticos con un anticuerpo anti-IgG
humana conjugado con peroxidasa y los resultados obtenidos en densidades dpticas se reflejaron

en porcentajes de actividad anti-CD4 (Tabla 3.1).
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En este estudio se determind que 12 pacientes presentaban inmunocomplejos con
actividad anti-CD4 (Figura 3.1), lo cual supone un 16% de los casos.

Aunque la presencia de esta actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos no estd
relacionada con el grado de la infeccién, ya que fue detectada con una similar frecuencia en
inmunocomplejos aislados del suero de pacientes asintométicos (47%) y de aquellos incluidos
por su estadio clinico en una categoria B ¢ C de la infeccién (53%), la mayoria de estos
pacientes (n=8), presentaba niveles de linfocitos T CD4+ en sangre periférica inferiores a
500/pl.

La existencia de esta actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos fue observada en un
porcentaje relativamente bajo de los pacientes analizados y tan solo en un caso se pudo
diagnosticar como patologia autoinmune, una pirpura trombocitopénica idiopdtica. Pero ain
asi, no se puede descartar la hipétesis de que esta actividad tenga algin significado patogénico
en la infeccién de algunos pacientes.

De hecho, en un caso, en el que se pudo valorar la evolucién de la infeccién del
paciente, se observé un cambio en la actividad anti-CD4 de sus inmunocomplejos. En este caso
se analizaron distintas muestras de inmunocomplejos recogidas a lo largo de dos afios,
detectdndose un cambio en la actividad anti-CD4 de los inmunocomplejos aislados a finales del
segundo afio. Este cambio coincidié con una progresidn de la infeccién, asi como con una

disminucién de los niveles de linfocitos T CD4 + en sangre periférica del paciente (Figura 3.2).

Con estos resultados no se podria utilizar de una forma generalizada la presencia de
actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos como un parimetro de mal prondstico de la
infeccién, aunque si se podria tener en cuenta en aquellos casos en los que se observe una
disminucién de linfocitos T CD4 +, ya que los inmunocomplejos podrian estar implicados en este

proceso.

Esta actividad frente a la molécula CD4, detectada en los inmunocomplejos, podria
deberse a la presencia de antigeno gpl20 o de anticuerpos antiidiotipo dirigidos frente a
anticuerpos anti-gp120 en los inmunocomplejos. Esta tltima idea podria apoyarse en cierta
manera, en la observacién de que en el 28% de los inmunocomplejos que presentaban esta
actividad no se detecté antigeno p24 formando parte de los inmunocomplejos, lo cual podria
reflejar la no existencia de otros antigenos virales como consecuencia de la ausencia de una fase

replicativa del virus en la infeccidn.
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TABLA 3.l.- Datos referentes a los inmunocomplejos utilizados en la determin

actividad anti-CD4.

ICC % Act. aCD4 CLINICA CD4/ul
1-310 Meg. 158% c2 239
_|-315 Pos. 731% B2 385
1-327 Neg. 113% Al 801
1-349 Neg. 254% c3 154
I-285 Neg. 259% A2 315
1-301 Neg. 204% B1 629
1-303 Neg. 114% C3 63
1-371 Neg. 253% ca 32
I-372 Pos. 272% A2 ags
1-373 Neg. 193% A3 266
374 Neg. 71% A2 448
-375 Neg. 124% Al 648
1-386 Pos. B12% c2 252
1-359 Pos. 378% A2 396
I-358 Pos. 312% B2 378
1-355 Neg. 172% A2 290
_1-356 Neg. 229% A3 176
1-361 Neg. 73% cz 365
1362 Neg. 85% c1 507
364 Neg. 144% Al 640
I-365 Neg. 1756% cz 288
1-366 Neg. 190% c2 312
367 Neg. B0% C3 120
1-376 Neg. $6% c3 99
ICC (Identificacién de la muestra)
% Act. aCD4 (% de actividad anti-CD4)
CD4/pl (Linfocitos T CD4+ circulantes)
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TABLA 3.1.- Continuacidn

ICC %Act. aCD4 CLINICA CD4/ut
378 Neg. 89% A2 238
I-380 Neg. 84% B3 60
1-381 Neg. 162% A2 434
I-382 Neg. 21% Al 990
383 Neg. 140% A2 390
1-387 Neg. 64% Al 702
I-388 Neg. 20% c3 135
1-389 Neg. 27% c2 280
1-350 Neg. 29% Al 882
-391 Neg. 76% Al 609
1-230 Neg. 77% A2 33
237 Neg. 93% B2 340
-239 Neg. 138% A2 204
261 Neg. 75% B3 143
I-263 Neg. 69% A2 266
1-264 Neg. 206% Al 600
1-279 Neg. 21% A2 210
1-281 Neg. 85% A2 455
l-287 Neg. 86% A3 133
l-288 Neg. 88% B3 180
I-289 Neg. 91% B2 342
| 1-290 Neg. 83% Al 600
l-291 Neg. 100% B2 306
I-292 Neg. 52% B3 143
I-208 Neg. 228% A2 416
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TABLA 3.1.- Continuacién

ICC %Act. aCD4 CLINICA CD4/ul
1-304 Neg. 83% A2 304
1-305 Neg. 50% c2 225
1-306 Neg. 68% Cc1 952
1-307 Neg. 128% B2 224
1-308 Neg. 102% c2 364
[-308 Neg. 90% c2 247
311 Neg. 92% B1 760
1-313 Neg. 122% c2 336
1-314 Neg. 120% A2 227
1-317 Neg. 97% c2 440
1-328 Pos. 328% Al 799
1-331 Neg. 124% A2 227
-335 Neg. 115% c2 323
336 Pos. 367% B3 143
1-338 Pos. 269% C3 24
1-339 Pos. 377% Al 779
1-340 Pos. 489% Al 583
1-341 Neg. 195% C3 154
1-342 Pos. 439% Al 595
1-343 Neg. 241% C3 39
1-344 Pos. 305% B3 120
1-348 Neg. 213% c3 102
1-350 Neg. 54% A3 276
1-352 Neg. 99% c2 208
1-354 Neg. 78% c2 280
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TABLA 3.11.- Frecuencia de inmunocomplejos con actividad anti-rCD4 en pacientes infectados
por HIV, divididos en funcién de su estadio clinico y sus niveles de linfocitos T
CD4+ en sangre periférica.

] Estado  Clinico ]l Niveles lin.CD4
% Act. anti-rCD4 || A B/C || > 500/ul | < 500/pl
POS. | 47% 53% 28% 72%
FIGURA 3.1

Actividad anti-rCD4 en inmunocomplejos
de pacientes infectados por HIV

% Actividad anti-rCD4
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ICC con una actividad anti-rCD4 » 262%

Actividad anti-rCD4 en inmunocompléejos
de pacientes no Infectados = 132+ 65%
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FIGURA 3.2
Cambio de la actividad anti-rCD4 en los
inmunocomplejos de un paciente.

% Actividad anti-rCD4
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* Uni6n de los Inmunocomplejos circulantes a la molécula CD4 presente en extractos

de membrana de una linea linfoblastica T humana CD4+.

Para determinar si los inmunocomplejos aislados del suero de pacientes infectados eran
también capaces de unirse a la molécula CD4 expresada en la superficie celular se utilizaron
extractos de membrana de una linea linfobldstica T humana CD4 +.

Al igual que en el estudio anterior, en el que se valoré la unién de los inmunocomplejos
a una molécula CD4 recombinante soluble, la unién de los inmunocomplejos a la molécula CD4
presente en los extractos de membrana, fijados en placas de poliestireno, se llev6 a cabo con un
anticuerpo anti-IgG humana conjugado con peroxidasa.

Los resultados en densidades 6pticas se transformaron también en porcentajes de
actividad anti-CD4, considerdndose una actividad positiva cuando fue 2> 210%, ya que en el
grupo control analizado, formado por 11 muestras de inmunocomplejos no relacionados, aislados
del suero de pacientes con Artritis reumatoide, se detect6 un % de actividad media de 110 *
50%.

El estudio se llevé a cabo con muestras de inmunocomplejos aisladas del suero de 33
pacientes infectados, incluidos en funcién de su estado clinico, en una categoria A (57%), B
(18%) y C (25%). En base a sus niveles de linfocitos T CD4+ se agruparon en tres niveles: 1
(32%), 2 (48%) y 3 (20%).

En un 28% de los inmunocomplejos se detecté esta actividad anti-CD4, con un valor
medio de 318,7 + 123%, mientras que en el 72% de los inmunocomplejos no fue detectada.

Aunque no se reflejé una relacién entre la presencia de actividad anti-CD4 en los
inmunocomplejos y el estado clinico de los pacientes, ya que un 57% de los inmunocomplejos
con actividad anti-CD4 correspondia a pacientes asintomdticos y un 43% a aquellos incluidos
en una categoria B 6 C, se observé que estos inmunocomplejos pertenecian mayoritariamente
(85%) a pacientes con niveles de linfocitos inferiores a 500/pl (Tabla 3.1II).

Sin embargo, al comparar la media de los niveles de linfocitos T CD4+, (349 = 180
células/pl), de pacientes cuyos inmunocomplejos tenian una actividad anti-CD4, con la media
obtenida, (424 + 269 células/pl), en aquellos pacientes con inmunocomplejos sin esta actividad,

se observé que no existia una diferencia significativa (p>0,05).
En un posterior andlisis, realizado en tres pacientes infectados, cuyos inmunocomplejos

presentaban una actividad anti-CD4, se comprobd que esta actividad también aparecia en el

suero y en los inmunocomplejos disociados.
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Por (ltimo, en la valoracién de la unién de los inmunocomplejos a la molécula CD4
expresada en extractos de membrana, se realizaron dos pruebas de control, en las que se analizé
la disminucién de la actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos al realizar, por un lado,
diluciones seriadas de los inmunocomplejos (Figura 3.3), y por otro lado, por el efecto
competitivo de la unién de un anticuerpo monoclonal anti-CD4 humano de ratén a la molécula
CD4 (Figura 3.4).
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TABLA 3.1IL- Frecuencia de inmunocomplejos con actividad anti-CD4 en pacientes
infectados por HIV, divididos en funcién de su estadio clinico y sus
niveles de linfocitos T CD4+ en sangre periférica.

uEstado Clinico ]l Niveles lin.CD4 I

|| Act. anti-CD4 ” A B/C " > 500/pl | < 500/pl
" POS. || 57% 43% ] 15% 85% l
FIGURA 3.3

Disminucion de la actividad anti-CD4
detectada en uno de los inmunocomplejos

D.O.
0.3 0.271
0.257 :
0.26
0.2
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1 1 1 .
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FIGURA 3.4
Inhibicion de la actividad anti-CD4
por anticuerpos frente a la molécula CD4

0.358

0.232
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1/200
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Inhibicidn debida a la unién de un
Ac. monocional anti-CD4 a la molécula
CD4, expresada en extractos de membrana.
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4.1.2.- Potenciacion de la infeccion por los Inmunocomplejos.
4.1.2.1.- Unién de los ICC a linfocitos de sangre periférica.

4.1.2.2.- Implicacién de los ICC en la inhibicién del crecimiento celular.



4.1.2.1.- Unién de Inmunocomplejos circulantes a linfocitos de sangre periférica.

Una vez comprobada la capacidad de los inmunocomplejos circulantes, aislados del suero
de pacientes infectados, para unirse a una molécula CD4 recombinante soluble o expresada en
extractos de membrana, se estudié la capacidad de los inmunocomplejos de unirse a la molécula

nativa, expresada en linfocitos T CD4+ de sangre periférica.

La unién de los inmunocomplejos a la superficie de estos linfocitos podria inducir una
respuesta citotéxica mediada por células T dependiente de anticuerpos (ADCC), observada in
vitro por Lyerly et al. (59) con anticuerpos citotéxicos frente a antigenos virales expresados en
la membrana celular. Esto supondria el agravamiento del estado de inmunodeficiencia del
paciente infectado.

La valoracién de la unién de los inmunocomplejos a CD4 se llevé a cabo en doce
inmunccomplejos de sujetos seropositivos, en los que previamente se habia detectado una
actividad anti-CD4 por su capacidad de unién a una molécula CD4 soluble recombinante, y
cinco inmunocomplejos aislados del suero de individuos no infectados, utilizados como control.

El anilisis de la capacidad de estos inmunocomplejos de unirse a linfocitos de sangre
periférica de sujetos normales se realizé indirectamente, por citometria de flujo, valorando la
inhibicion de la unién de un anticuerpo monoclonal anti-CD4 conjugado con fluoresceina, (Acm
anti-CD4-FITC), a linfocitos de sangre periférica de sujetos sanos.

De este grupo de inmunocomplejos, tan solo tres de ellos inhibieron de una forma
significativa, superior a un 50 % de inhibicién, el marcaje de linfocitos de sangre periférica con
este anticuerpo monoclonal frente a CD4, en un 60, 62 y 90 % respectivamente (Figura 4.1).

Estos inmunocomplejos fueron aislados del suero de dos pacientes asintomaticos,
incluidos en una categoria A2 de la infeccién, y de un paciente en un estadio mds avanzado C2
(Tabla 4.1).

Estos resultados sugieren que la unién de los inmunocomplejos a la molécula CD4 varia
en funcién de la forma en que se encuentre esta molécula, bien en su forma soluble y
recombinante, o expresada en extractos de membrana, o bien, en la superficie celular, forma que
reflejaria mejor una situacion in vivo.

En la figura 4.2 se muestran dos de los histogramas obtenidos por citometria de flujo en
los que se aprecia la inhibicién del marcaje de linfocitos de sangre periférica con un anticuerpo
monoclonal anti-CD4-FITC cuando estas células fueron previamente incubadas con

inmunocomplejos aislados del suero de un paciente infectado por HIV (1.
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La unién de los inmunocomplejos a la superficie celular se comprobé mediante un
ensayo directo en el que se utilizé un anticuerpo monoclonal frente a la Inmunoglobulina IgG
humana, conjugado con fluoresceina.

En estos ensayos se observé paralelamente una disminucién del marcaje con un
anticuerpo anti-CD4-PE en linfocitos de sangre periférica y un aumento del marcaje con un
anticuerpo anti-IgG-hu-FITC (Figuras 4.3 y 4.4).

La unién de los inmunocomplejos a la superficie de linfocitos T CD4+ podria estar
mediada por anticuerpos anti-idiotipo frente a anticuerpos anti-gp120, aunque no se puede
descartar que esta unién sea debida a la presencia de antigeno gp120 en los inmunocomplejos.

En los tres inmunocomplejos de detectd la presencia de la proteina p24 del virus y en

dos de ellos, se determiné la presencia de anticuerpos anti-gp120 por Western Blot (Tabla 4.1).
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TABLA 4.1.-

unién a linfocitos de sangre periférica por citometria de flujo.

Datos referentes a los inmunocomplejos en los que se confirmé su capacidad de

% de Inh. del
marcaje de PBLs % Act. ICC | AglCC ICC Cat. | CD4/pul
ICC con a-CD4-FITC | a-rCD4 | pg/ml | pg/ml Ac-HIV
1 60% POS. 557 50 a-gpl20 A2 | 39
2 62% POS. 255 54 Neg. A2 | 238
3 90% POS. 855 5 a-gp120 C2 |} 300
ICC (pg/ml) (Niveles de Inmunocomplejos circulantes en suero)
Ag 1CC (Presencia de antigeno p24 en los inmunocomplejos)
Cat. (Categoria de la Infeccién por HIV)
CD4/pl (Niveles de linfocitos T CD4+ circulantes)
FIGURA 4.1
Inhibicién del marcaje con anticuerpos
anti~-CD4-FITC en PBLs incubados con ICC
% Inhibicion
100
?_9
60 62 |
sorem B i
of | 1]
2ol
= R 4 5 1 3 i 3
1 2 3 4 6 6 7 8 9 10 11 12

Inmunocomplejos con actividad anti-rCD4
* % de Inhibicién no significativo < 26%
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FIGURA 4.2.-

Inhibicién del marcaje con un anticuerpo monoclonal anti-CD4-FITC, en
un 60%, en linfocitos de sangre periférica de sujetos no infectados,
previamente incubados con inmunocomplejos aislados del suero de un

paciente infectado (1 .

(A)

LGFL

(B)

LGFL

(A)  Marcaje de linfocitos de sangre periférica con anti-CD4-FITC: (30%).
(B)  Marcaje de linfocitos de sangre periférica con anti-CD4-FITC,
previamente incubados con inmunocomplejos aistados del suero de un

paciente infectado (1 : (12%).
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FIGURA 4.3

Alteracién del marcaje con anti-CD4-PE y

anti-lgGhu-FITGC en PBLs por ICC
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FIGURA 44.-

(A)

(C)

(A)
(B)

(©)
(D)

Alteracién del marcaje con un anticuerpo anti-CD4-PE y anti-TgG-hu-
FITC en linfocitos de sangre periférica previamente incubados con

inmunocomplejos aislados del suero de un paciente infectado (1 .

(B)

(D)

Marcaje de linfocitos de sangre periférica con anti-CD4-PE: (32%).

Marcaje de linfocitos de sangre periférica previamente incubados con

" inmunocomplejos aislados del suero de un paciente infectado (1 con -

anti-CD4-PE: (15%).
Marcaje de linfocitos de sangre periférica con anti-1gG-hu-FITC: (4%).
Marcaje de linfocitos de sangre periférica previamente incubados con

inmunocomplejos aislados del suero de un paciente infectado (1 con
anti-IgG hu-FITC: (14%).
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4.1.2.2.- Inhibiciin del crecimiento celular por Inmunocomplejos circulantes.

La capacidad de los Inmunocomplejos circulantes, aislados del suero de pacientes
infectados por el virus de la Inmunodeficiencia Humana, de alterar el crecimiento celular, se
valoré en cultivos in vitro. En estos cultivos se determiné la inhibicidn de la proliferacién de
linfocitos de sangre periférica estimulados con PHA.

La inhibicién producida por la presencia en el medio de cultivo de los inmunocomplejos
se midié a las 72 horas mediante la deteccién de una disminucién de la incorporacién de

Timidina H? en el ADN de los linfocitos.

En este estudio se determind el efecto de la presencia en el medio de cultivo de siete
inmunocomplejos (Z43, 239, Z23, 253, Z42, Z44 y Z45), aislados del suero pacientes infectados
por HIV, incluidos por su estadio clinico en distintas categorias de la infeccién.

Con el propésito de comparar el efecto de los inmunocomplejos asociados a la infeccién
por HIV con otros inmunocomplejos observados en pacientes con otras enfermedades, se
utilizaron ademds cinco inmunocomplejos no relacionados, aislados del suero de pacientes con

patologias diferentes, Hepatitis B (N7 y N10) y artritis reumatoide (N20, N30 y N56).

Para determinar la inhibicion de la proliferacion celular se calculé el % de Inhibicidn
de la proliferacién que suponia la presencia en el medio de cultivo de cada muestra de
inmunocomplejos, en funcién de la disminucin de timidina H? incorporada por el ADN de los
linfocitos con respecto al control (Linfocitos estimulados con PHA sin la presencia en el medio
de cultivo de inmunocomplejos). |

Como resultado de este cilculo, en los ensayos de proliferacién celular se confirmd que
3 de los 7 inmunocomplejos analizados, Z39, Z53 y Z42, fueron capaces de afectar el
crecimiento celular, inhibiendo de forma significativa la proliferacién de linfocitos de sangre
periférica estimulados con PHA. La presencia de estos tres inmunocomplejos en los medios de
cultivo supuso un % de inhibicién de la proliferacion celular de un 52, 40 y 69%
respectivamente, mientras que la media del % de inhibicién de la proliferacién obtenida con
inmunocomplejos asociados a otras patologias fue de un 10,5 = 7,1 % (Figura 4.5).

Los tres inmunocomplejos que inhibieron la proliferacién fueron aislados del suero de
pacientes infectados que por su estado clinico fueron incluidos en las categorias C3, A3 y C3

respectivamente (TABLA 4.11).
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El mecanismo por el cual los inmunocomplejos pueden afectar el crecimiento celular no
lo hemos analizado en este trabajo pero en éste, quizds podria estar implicada la unién de los
inmunocomplejos a la molécula CD4.

Respecto a este proceso, algunos investigadores, como Banda et al. (64), han sugerido
un modelo en el que la interaccion de la molécula CD4 expresada en los linfocitos T
cooperadores y complejos gp120-anti-gp 120 podia desencadenar un fenémeno de apoptosis y han
propuesto que este fendmeno podria estar implicado en deplecién de linfocitos T CD4 + durante

la infeccidn.
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TABLA 4.11.- Datos referentes a los inmunocomplejos aislados del suero de
pacientes infectados utilizados en ensayos de inhibicién de la
proliferacién de linfocitos de sangre periférica estimulados con

PHA.
ICC CLINICA ICC CD4/pl % Inh.
pg/mi Prolif.
| Z43 A2 1358 256 Neg. 2%
Z39* C3 2000 39 Pos. 52%
Z23 c3 2558 195 Neg. 23%
Z 53* A3 1179 198 Pos. 40%
Z 42* C3 590 40 Pos. 69%
Z 44 Al 752 1064 Neg. 21%
Z 45 A2 782 429 Neg. 7%
ICC (Tdentificacion de las muestras)
ICC (pg/ml) (Niveles de inmunocomplejos circulantes en suero)
CD4/p!l (Niveles de linfocitos T CD4 + circulantes)
FIGURA 4.5

INHIBICION DE LA PROLIFERACION DE
PBLs ESTIMULADOS CON PHA POR ICC

% Inhibicién
80 i .
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Z43 239 223 Z53 Z42 Z44 Z45 N30 N56 Ni10 N7 N20
BN (CC HIV+ {CC No relacionados

* Inmuhocomplejos que inhibieron la
proliferacién de PBLs (% Inh. > 25%)
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4.1.3.- Capacidad infectiva de los inmunocomplejos circulantes.



La presencia de particulas virales formando parte de los inmunocomplejos circulantes
fue puesta en evidencia por Bolognesi et al. en un trabajo publicado en 1989, en el que se
postuld la infeccién de monocitos y macréfagos via complejos de anticuerpos y virus (122).

Estos experimentos in vitro sugieren que los inmunocomplejos podrian tener un papel
importante en la patogénesis de la infeccién, en cuanto a que pueden incrementar la

infectividad.

La capacidad de los inmunocomplejos de comportarse como complejos infectivos fue
analizada en este trabajo en cultivos de linfocitos de sangre periférica estimulados con PHA y
en presencia de distintos inmunocomplejos.

Para este andlisis se determind la presencia de antigeno p24 en los sobrenadantes de los
cultivos por un ensayo inmunoenzimdtico.

Los cultivos se realizaron en presencia de diferentes imunocomplejos aislados del suero
de pacientes infectados y fueron mantenidos durante un miximo de dos semanas con PHA e
Interleuquina-2 recombinante.

Los inmunocomplejos correspondian a pacientes incluidos en funcién de su estado clinico
en las siguientes categorias de la infeccién: Al (14%), A2 (5%), B1 (14%), B2 (5%), C1 (5%),
C2 (19%) y C3 (38%).

De los 25 inmunocomplejos analizados, siete indujeron la sintesis de antigeno p24 en
cultivos de linfocitos de sujetos sanos, obteniéndose distintas concentraciones, en un rango de
14y 25 pg/ml, a los 6 dias de cultivo (Figura 5.1). Cinco de estos inmunocomplejos pertenecian

a pacientes incluidos en una categoria C de la infeccién.

La viabilidad celular se cuantificd por exclusion del azul tripan al inicio del cultivo y a
los 4,6,8 y 10 dias de cultivo, obteniéndose un 90% de viabilidad a los 4 dias, un 80% a los 6 y

8 dias y un 50% a los 10 dias de cultivo.

Para comprobar que la sintesis de antigeno p24, detectada en el sobrenadante de los
cultivos de linfocitos de sangre periférica realizados en presencia de diferentes
inmunocomplejos, estaba asociada a una infeccién de los linfocitos, se analizd la presencia de

ADN viral integrado en el genoma de estas células.
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En este anilisis se amplificaron dos fragmentos diana del ADN viral, correspondientes
a las regiones env (gp41) y pol, con oligonucledtidos especificos, mediante la reaccién en cadena
de la enzima Taq ADN polimerasa.

Este ensayo se Jlevé a cabo en tres de los cultivos de linfocitos realizados en presencia
de inmunocomplejos, detectdndose en dos de los casos ADN del virus integrado en el genoma

de estas células (Figura 5.2).

A pesar de que solo en uno de los cultivos se obtuvo sintesis de antigeno p24, este
dltimo ensayo apoya la hipétesis de que en Inmunocomplejos de pacientes infectados por el
virus de la Inmunodeficiencia Humana pueden existir particulas virales integras capaces de
infectar linfocitos T CD4 +.

Esta capacidad infectiva de los inmunocomplejos circulantes corroboraria el papel

patogénico que tendrian los inmunocomplejos circulantes en la infeccién.

FIGURA 5.1
p24 en el sobrenadante de cultivos de
PBLs realizados en presencia de ICC
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FIGURA 5.2.- DETECCION DE HIV-1 EN ADN GENOMICO POR PCR

A) Fragmento amplificado de ADN virico de 172 pb, correspondiente a la regién
env (gp41), visualizado en geles de agarosa al 1,5%.

M 123 45 6 78 M

—» 172pb

M (d)X174, HaellI); 1 (Control -, ADN de PBLs de un sujeto sano); 2 (Control
+, ADN de PBLs de un paciente infectado); 3,4 y 5 (ADN de PBLs de un sujeto
sano cultivados con inmunocomplejos circulantes aislados del suero de tres
pacientes infectados); 6 y 7 (ADN de PBLs de dos nifios nacidos de madres
seropositivas); 8 (Mezcla de reaccién).
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B)

Fragmento amplificado de ADN virico de 129 pb, correspondiente a la region
pol, visualizado en geles de agarosa al 1,5%.

M 123 456 78 M

—p= 129 pb

M (d)Xl74, Haelll); 1 (Control -, ADN de PBLs de un sujeto sano); 2 (Control
+, ADN de PBLs de un paciente infectado); 3 y 5 (ADN de PBLs de dos niiios
nacidos de madres seropositivas); 4, 6 y 7 (ADN de PBLs de un sujeto sano
cultivados con inmunocomplejos circulantes aislados del suero de tres pacientes
infectados); 8 (Mezcla de reaccidn).
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4.2.- PRESENCIA DE LINFOCITOS T CD8+ EN PACIENTES INFECTADOS
CAPACES DE LISAR LINFOCITOS T CD4+ ESTIMULADOS CON PHA.



Ante algunos hallazgos seroldgicos, observados en pacientes infectados por €l virus de
la inmunodeficiencia humana. como la presencia en suero de autoanticuerpos frente a antigenos
linfocitarios (130), se ha sugerido que durante la infeccién podria generarse un fenémeno
autoinmune,

Los anticuerpos observados en la infeccién por HIV que se han descrito hasta el
momento estin dirigidos frente a moléculas de clase I del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (95), la molécula CD4 (131), e incluso frente a la proteina bésica de mielina
(132).

Teniendo en cuenta estos datos se ha sugerido como hipétesis para explicar la deplecién
de linfocitos T CD4+ que otros mecanismos, ademds del propio efecto citopdtico del virus,
como un mecanismo autoinmune frente al Sistema Inmune y probablemente frente al tejido
nervioso (133-111), podrfan también estar implicados en la disminucién de esta poblacién
celular.

Esta respuesta autoinmune podria también estar mediada por linfocitos T y para su
estudio decidimos analizar [a respuesta citotéxica de linfocitos T CD8+ de pacientes infectados
por el virus de la inmunodeficiencia humana frente a linfocitos T CD4+ de sujetos sanos. Este

andlisis se Hevd a cabo con ensayos de liberacion de Crl.

Como células diana se utilizaron linfocitos de sangre periférica de pacientes infectados
y de personas sanas, activados con PHA durante siete dias y marcados con Cr *', asi como

células de una linea linfobldstica T humana CD4 +.

Como células efectoras se utilizaron linfocitos T CD8+ seleccionados de sangre
periférica de pacientes infectados y sanos mediante esferas inmunomagnéticas cubiertas con un
anticuerpo monoclonal anti-CD8. El fenotipo de estas células se analizé por citometria de flujo,

comprobédndose que expresaban CD8 en su superficie.
Caracteristicas de las células efectoras seleccionadas:
Pureza: > 89% CDS8+
Rendimiento: 75-80%

Viabilidad: > 97%

Contaminacién por células NK: < 1%

78



En primer lugar se realizé un estudio para comparar la respuesta citotéxica frente a una
linea linfoblistica T humana CD4+, mediada por linfocitos de pacientes infectados y personas
sanas. Esta respuesta se analiz6 en siete pacientes incluidos por su estado clinico en distintas
categorias de la infeccion, A (2), B (2) y C (3), y cinco individuos sanas.

De los ensayos de liberacién de Cr*! se infirié que la respuesta citotéxica mediada por
los linfocitos de los pacientes infectados frente a la linea tumoral era menor que la observada
en el grupo control de sujetos sanos (p<0,05). La media del porcentaje de lisis correspondiente
a cada grupo fue de 10,8 £ 6,9% y 21,4 * 8,9% respectivamente (Figura 6.1).

Esta observacién, acerca de una disminucién de la respuesta citotéxica en pacientes
seropositivos respecto a la capacidad citotéxica natural frente al desarrollo de tumores, mediada
por células NK, también ha sido demostrada con otras lineas tumorales por otros investigadores

(134).

En segundo lugar se estudid la respuesta citotdxica mediada por células T CD8+ de
sujetos infectados frente a células T CD4+ procedentes de sujetos sanos o infectados, utilizando

como control células T CD8+ de sujetos sanos y siguiendo el siguiente esquema de trabajo:

DISTINTOS ENSAYCS DE CITOTOXICIDAD

Cél. efectoras (E) / Cé&l diapa (D)

E E
Lin. T CD8¢ HIV+ Lin. T CD8+ HIV-
A C
Lin. T CD4+¢ HIV+ Lin. T CD4+ HIV-
D D

En los ensayos de citotoxicidad del tipo A y B, solamente se realizaron dos pruebas con
linfocitos T CD8+ de un paciente infectado (Z61) y de un sujeto sano (N10), debido a que un
6ptimo marcaje con Cr' de las células diana, en este caso linfocitos de sangre periférica del
paciente infectado, requeria una previa estimulacién con PHA. Esta estimulacién induciria la
activacién del provirus en las células infectadas, lo cual dificultaria mantener una razonable

viabilidad en los cultivos, necesaria para el marcaje con cromo de los linfocitos.
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Ademds de esta dificultad, en aquellos pacientes infectados que muestren un estado de
inmunodeficiencia muy avanzado, seria dificil obtener un nimero suficiente de linfocitos T
CD4+ en la poblacién de las células efectotas.

En estas pruebas se observé que los linfocitos T CD8+ del paciente infectado eran
capaces de lisar linfocitos autélogos (% lisis = 29%), mientras que no se detecté ningtn tipo

de respuesta citot6xica por parte del sujeto sano.

Sin embargo, dado que nuestro interés estaba dirigido, no al estudio de CTLs especificos
frente a antigenos virales, sino al estudio de la presencia de linfocitos T CD8+ frente a
linfocitos T CD4+ no infectados, se realizaron los ensayos de citotoxicidad del tipo Cy D.

Como células diana se utilizaron linfocitos de sangre periférica de sujetos sanos,
estimulados con PHA y marcados con Cr't.

Como células efectoras se seleccionaron linfocitos T CD8+ de sangre periférica de 30
pacientes infectados incluidos en una categoria Al (3), A2 (3), A3 (1), BI (2), B2 (4), B3 (6),
Cl(1),C2(3)yC3 (7).

Como grupo control se utilizaron linfocitos T CD8+ de 10 sujetos sanos. Su citotoxicidad
frente a linfocitos no infectados fue negativa, obteniéndose un porcentaje de lisis en todos los

casos inferior al 5%.

En este estudio se observé que cuatro de los pacientes infectados seleccionados, un 14%
del total, presentaban linfocitos T CD8+ capaces de lisar linfocitos estimulados con PHA de
sujetos sanos. Estos pacientes se encontraban en estadios avanzados de la infeccidn, B2, C3, C3
y C2 respectivamente (Figura 6.2).

El porcentaje de lisis obtenido en estos casos fue de un 47% (Z22), 12% (Z43), 22%
(Z50) y 18% (Z2.52) (Figura 6.3). La relacién célula efectora - célula diana, (E:D), en estos casos
fue (4:1), (20:1), (3:1) y (25:1) respectivamente.

En estos ensayos de citotoxicidad se comprobé que la respuesta citotéxica estaba dirigida
frente a la molécula CD4, ya que la lisis fue bloqueada en todos los casos con un anticuerpo
monoclonal especifico de CD4. Por otro lado, se confirmé que esta lisis estaba mediada por
linfocitos T CD8+ debido a que su actividad citotdxica se podia inhibir con un anticuerpo
monoclonal frente a CD8 (Figura 6.4).

También se comprobd que esta respuesta citotdxica disminuia en funcidn de la relacién
célula efectora / célula diana (E:D) (Figura 6.5).
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Por 1ltimo, se pudo confirmar que esta lisis no estaba dirigida frente a moléculas de
clase II del Complejo mayor de Histocompatibilidad, ya que en ensayos paralelos se observé que
no era inhibida con anticuerpos anti-DR. En la Figura 6.6 se muestra este ensayo en uno de
los casos (Z43).

A pesar de que los cuatro pacientes, en los que se detecté esta respuesta citotéxica
frente a células T CD4+ no infectadas, estaban en estadios muy avanzados de la infeccion y
presentaban niveles de linfocitos T CD4 + en circulacién menores a 400 células/pl, no se puede
considerar que esta respuesta esté asociada a un estadio avanzado de la infeccién ya que no en
todos los pacientes estudiados, incluidos en una categoria C, se detectd esta respuesta (Tabla
6.1).

Se tratarfa mds bien, de un mecanismo patogénico mds que aparece en algunos pacientes
infectados por el virus de la Tnmunodeficiencia Humana, que podria estar implicado en la

deplecién de linfocitos T CD4+ en estos casos.
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FIGURA 61
Respuesta citotdxica frente a una
linea linfoblastica T humana CD4+
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FIGURA 6.3
Respuesta citotdxica frente a PBLs
por células T CD8+ de & pacientes
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FIGURA 6.5
Disminucion de la lisis en funcién de
la relacidon cél. efectora / cél. diana
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TABLA 6.1.-

Datos referentes al estado de los pacientes infectados, cuyos linfocitos T CD8+
fueron utilizados como células efectoras en los ensayos de citotoxicidad celular.

Pac. Lin. CD4+ /ud CLINICA % Lisis
219 162 B3 Neg.
zz22 336 B2 Pos. 47%
Z36 165 B3 Neg.

237 315 B2 Neg.

240 195 B3 Neg.

Z41 114 A3 Neg.
Z42 472 A2 Neg.

243 7 Cc3 Pos. 12%
Z44 260 A2 Neg.
Z4a5 <200 B3 Neg.
246 40 c3 Neg.
749 570 1 Neg.
Z50 27 C3 Pos, 22%
z51 240 B2 Neg.
Z52 217 c2 Pos. 18%
Z53 810 Al Neg.
254 170 B3 Neg.
Z55 532 Al Neg.
256 304 c2 Neg.
z57 448 B1 Neg.
258 80 B3 Neg.
Z58 353 A2 Neg.
Z60 <200 c3 Neg.

Z61 256 c2 Neg.
262 <200 o] Neg.
263 266 B2 Neg.

Z64 15 Cc3 Neg.

265 40 c3 Neg.

266 569 81 Neg.
Z100 644 Al Neg.

85




5.- DISCUSION FINAL
5.1.-  Implicacién de los inmunocomplejos en la infeccién.

5.2.- Mecanismos autoinmunes implicados en la deplecién de linfocitos T
CD4+.



Con los resultados obtenidos se valoraron los dos objetivos planteados en esta tesis. En
primer lugar, determinar la implicacién de los inmunocomplejos circulantes en la infeccién y en
segundo lugar, analizar la posible participacién de un mecanismo autoinmune en la deplecién

de linfocitos T CD4+.

5.1.- IMPLICACION DE LOS INMUNOCOMPLEJOS EN LA INFECCION

Aunque el periodo de latencia previo al SIDA alcanza un término medio de 10 afios una
vez que se ha producido la infeccidn, éste varia de una forma muy dréstica de unos enfermos
a otros (135).

Los factores que influyen en la progresién de la infeccién hacia un estado de Sindrome
de Inmunodeficiencia no se conocen muy bien, a pesar de que si se han descrito varios factores
inmunoldgicos que se asocian con un peor prondstico del sujeto infectado, como la disminucién
del nimero de linfocitos T CD4 + en sangre periférica o la disminucién de anticuerpos anti-p24,

que indican un grado de infeccion avanzado (89).

La elevada prevalencia de altos niveles de inmunocomplejos en el suero de pacientes
infectados, remitidos al Departamento de Inmunologia de la Fundacién Jiménez Diaz, fue un

dato decisivo para valorar su posible implicacién en la infeccion.

Niveles elevados de inmunocomplejos en pacientes seropositivos, determinados mediante
ensayos de unién a Clq, asi como defectos en el aclaramiento de éstos por el sistema reticulo-

endotelial, fueron inicialmente documentados en 1985 (112,136).

En este trabajo se observaron niveles elevados de inmunocomplejos (> 500 pg/ml) en
el 72% de los pacientes analizados, sin que la mayoria padeciese una patologia asociada a
Inmunocomplejos.

La presencia de niveles elevados no estaba asociada al estadio clinico del paciente, en
cuanto a su relacion con una de las tres categorias de la infeccién, pero si existia una diferencia
significativa (p <0,05) al comparar el grado de inmunodeficiencia de los pacientes, ya que de un
grupo de 53 pacientes con niveles de linfocitos T CD4+ en circulacién inferiores a 500
células/pl, 42 de ellos presentaban niveles de inmunocomplejos elevados, superiores a 500

pg/ml, mientras que solo 11 de ellos tenian niveles de inmunocomplejos inferiores a 500 pg/ml.
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Al analizar la composicién de los inmunocomplejos, en funcién de la presencia o n6 de
antigeno p24, no se observé una diferencia significativa entre la deteccién de antigeno p24 en
los inmunocomplejos y el estado clinico en el que se encontraban los pacientes (p>0,05).

Sin embargo, si se observé una diferencia significativa con respecto a los niveles de
linfocitos en sangre periférica que presentaban los pacientes, observindose que la presencia en
los inmunocomplejos de antigeno p24 es més frecuente en pacientes con niveles de linfocitos
circulantes inferiores a 500/ul (p<0,05).

Respecto a la presencia de antigeno p24 en los inmunocomplejos, Lange, et al,
observaron que al principio de la infeccidn el antigeno p24 circulante podia estar presente solo
formando parte de los inmunocompiejos, y que en estadios mds avanzados, ademds de
detectarse antigeno p24 en los inmunocomplejos también se podia detectar libre en el suero
(103). En nuestro estudio se observé que durante todo el curso de la infeccién se puede detectar
antigeno p24 formando parte de los inmunocomplejos circulantes, ya que fue encontrado en
inmunocomplejos aislados del suero de pacientes incluidos en diferentes categorias de la
infeccién. En algunos pacientes, solo se detectd antigeno p24 en los inmunocomplejos y no en
el suero.

Estos resultados indican que en algunos casos de la infeccién los inmunocomplejos
podrian estar encubriendo la presencia de antigenos virales en circulacidn, al no ser detectados

en suero, de tal forma que encubririan una fase replicativa del virus.

Los inmunocomplejos en los que simultdneamente se detectaron anticuerpos frente al
virus y antigeno p24, (Ac+Ag+), aparecfan con mayor frecuencia en aquellos pacientes que por
su estado clinico fueron incluidos en una categoria C de la infeccién (46%) y solamente fueron
detectados en pacientes con niveles de linfocitos T CD4+ en circulacién inferiores a 500/ pl.

La presencia de estos inmunocomplejos, Ac+Ag+, indicaria un mayor riesgo de

progresion en la infeccién hacia un estado de SIDA.

Alvalorar las distintas especificidades de los anticuerpos frente a las diferentes proteinas
del virus, presentes en los inmunocomplejos, se determind que anticuerpos anti-gp120 aparecian
en el 100% de los casos analizados, mientras que la frecuencia de anticuerpos frente a las otras
proteinas del virus era mucho menor, observindose que anticuerpos frente a gp41 solo
aparecian en inmunocomplejos de pacientes con algin sintoma clinico, incluidos en una

categoria B ¢ C de la infeccidn.
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Ante la observacién en el suero de pacientes infectados de anticuerpos frente a la
molécula CD4 por Muller et al. (137) y otros autoanticuerpos descritos frente a otras moléculas
linfocitarias, como antigenos de clase IT del Complejo mayor de Histocompatibilidad (95), se
postulé la posible relevancia de un fenémeno autoinmune en la infeccién por HIV.

De acuerdo con estas observaciones, se analizé la presencia de actividad anti-CD4 en
inmunocomplejos circulantes de pacientes infectados.

La actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos circulantes fue valorada en funcién de
su capacidad de unirse a una molécula CD4 soluble recombinante o a esta molécula expresada
en extractos de membrana de una linea linfobldstica T CD4+ humana. Respecto al primer tipo
de valoracidn se obtuvo que un 16% de los inmunocomplejos mostraba una actividad anti-CD4.

Aunque esta actividad fue observada en un porcentaje muy bajo, y en los estudios de
significacién (Chi-cuadrado) no se observé una diferencia significativa entre el grado de
infeccién y la presencia de actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos aislados de estos
pacientes, no podemos descartar la hipétesis de que éstos tengan algln significado patogénico
en algunos pacientes, ya que un 72% de los inmunocomplejos en los que se detecté esta
actividad correspondian a pacientes con niveles de linfocitos circulantes inferiores a 500/pl.

La capacidad de unién de los inmunocomplejos a la molécula CD4 expresada en
extractos de membrana celular fue observada en un porcentaje mayor de los pacientes, un 28%.
Aunque no se reflejé una relacién entre el estado clinico de los pacientes y la presencia de
actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos, si se observé que la mayorfa de los
inmunocomplejos en los que se detectd esta actividad (85%) pertenecian a pacientes con niveles
de linfocitos en sangre periférica inferiores a 500/pl.

La unién de los inmunocomplejos a la molécula CD4 podria estar mediada por la
presencia en los inmunocomplejos de antigeno gpl20 o bien, de anticuerpos antiidiotipo, es
decir, anticuerpos dirigidos frente a anticuerpos especificos de la proteina gp120 del virus. Esta
dltima hipétesis fue sugerida por Kowalsky, et al., al demostrar la presencia de autoanticuerpos

frente a la molécula CD4 en el suero de algunos pacientes infectados (130).

Ante la observacién in vitro de inmunocomplejos capaces de unirse a una molécula CD4
soluble recombinante o expresada en extractos de membrana, se estudié la capacidad de los
inmunocomplejos de unirse a la superficie de linfocitos de sangre periférica.

De los doce casos en los que se observé una actividad frente a la molécula CD4 soluble
recombinante, solo tres fueron capaces de unirse a la molécula CD4 expresada en la superficie

celular.
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La diferente capacidad de los inmunocomplejos de unirse a la molécula CD4, en funcién
del estado en que se encuentre, bien en una forma recombinante soluble, expresada en extractos
de membranas, o bien, en la superficie celular, podria ser debida a la diferente exposicién de
epitopos especificos de la molécula, que dependeria de la estructura en que se encuentre la

molécula, mis o menos desnaturalizada.

La uni6én de los inmunocomplejos a la molécula CD4 y la hipétesis postulada por
Morrow et al, sobre la presencia de particulas virales formando parte de los inmunocomplejos
(138), son dos datos que suponen que los inmunocomplejos circulantes pueden producir en
algunos casos un agravamiento de la infeccién al ser capaces de infectar nuevos linfocitos T
CD4 +.

La deteccién de antigeno p24 en los sobrenadantes de linfocitos de sangre periférica de
sujetos sanos estimulados con PHA, cultivados en presencia de inmunocomplejos aislados del
suero de pacientes infectados por HIV, confirmaria la capacidad de los inmunocomplejos de
potenciar la infeccién. Esta capacidad de los inmunocomplejos ya fue demostrada in vitro por
Robinson et al., quienes observaron la infeccién de macréfagos mediada por inmunocomplejos
(84).

Estos resultados, junto a la deteccidén por la reaccién en cadena de la Tag ADN
polimerasa de ADN viral integrado en el genoma de los linfocitos, fueron decisivos para
adjudicar una capacidad infectiva a los inmunocomplejos.

La confirmacién de ADN virico integrado en el genoma celular se realizé previa
extraccion del ADN de los linfocitos cultivados en presencia de inmunocomplejos y amplificacién
de dos fragmentos diana del ADN viral, correspondientes a las regiones env y pol, con
oligonucledtidos especificos y la enzima Taq ADN polimerasa.

Esta observacidn indica que los inmunocomplejos pueden estar implicados en la infeccién
y que in vivo, podrian contribuir a la disminucién de linfocitos T CD4+ al ser capaces de
infectar nuevas células.

Al igual que en algunas infecciones, como las producidas por Herpesvirus, reovirus y
flavivirus, en la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana los anticuerpos
producidos ademds de tener un papel protector, pueden ser considerados, algunas veces, como
anticuerpos potenciadores de la infeccién (122).

La capacidad de los inmunocomplejos de inhibir el crecimiento de linfocitos de sangre
periférica estimulados con PHA fue observada en un 33% de los casos analizados. La via por

la cual los inmunocomplejos bloquearon el crecimiento celular no ha sido analizada en este

89



trabajo, pero en otros trabajos, algunos investigadores han sugerido un modelo en el cual, la
interaccién de complejos gp120-anti-gp120 con la molécula CD4 generaria una seiial a nivel de

membrana que induciria un fenémeno de apoptosis (64).

Todos los resultados anteriores indican que los inmunocomplejos circulantes parecen
tener un papel patogénico en la infeccidn. Este papel supone que adem4s de la funcién bésica
de defensa de nuestro organismo frente a microorganismos infecciosos que realizan los
inmunocomplejos, la presencia de éstos en el suero puede tener también un efecto perjudicial.

Normalmente los inmunocomplejos se forman in vivo cuando los antigenos se unen a los
anticuerpos como consecuencia de distintas reacciones inmunes. Estos complejos son eliminados
de la circulacidn mediante células que presentan receptores de la fraccidn constante de las
inmunoglobulinas (RFc) en su superficie, las cuales se encuentran ampliamente distribuidas en
nuestro Sistema linfatico.

Sin embargo, en muchas enfermedades autoinmunes, infecciosas o neopldsicas, los
inmunocomplejos se acumulan y causan graves alteraciones patoldgicas, como inflamacién,

inmunosupresién o trombocitopenia.

5.2.- MECANISMOS AUTOINMUNES IMPLICADOS EN LA DEPLECION DE
LINFOCITOS T CD4+.

Los mecanismos patogénicos por los cuales la infeccién por el virus de la
Inmunodeficiencia Humana conduce a la deplecién de linfocitos T CD4 + y al desarrollo de un
Sindrome de Inmunodeficiencia adquirida, no estdn suficientemente esclarecidos.

La idea de que otros mecanismos, ademds del propio efecto citopético del virus, estén
implicados en la destruccidn del Sistema Inmune de los pacientes infectados, estd presente en
las hipétesis que postulan muchos investigadores para explicar la disminucién tan dréstica de

linfocitos T CD4+ que se produce en estos sujetos.

Actualmente existen algunas evidencias que sugieren un papel de la autoinmunidad en
la patogénesis de la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana. Se piensa que existe
un proceso autoreactivo implicado en la induccién de un desequilibrio del Sistema Inmune de
los pacientes infectados, aunque todavia no hay un acuerdo acerca del papel de este fenémeno

en la patogénesis del SIDA.
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Ante la deteccién en el suero de pacientes infectados de autoanticuerpos frente a
moléculas linfocitarias (95-137), se analizd si una respuesta mediada por linfocitos T CD8+
frente a linfocitos T CD4+ no infectados podria existir o generarse durante la infeccién por el

virus de la ITnmunodeficiencia humana.

La respuesta mediada por linfocitos T citotéxicos constituye un componente muy
importante de la respuesta de nuestro organismo frente a muchas de las infecciones virales (139)
y la disminucién de una respuesta citotdxica especifica frente al HIV, mediada por CTLs,
asociada a la progresién de la infeccidén (140), sugiere que esta respuesta podria tener un papel

importante en la inhibicién de la replicacién viral.

En los ensayos de citotoxicidad realizados con linfocitos T CD8+, aislados de sangre
periférica de pacientes infectados, se estudié la capacidad de estas células de lisar linfocitos no
infectados de sujetos normales, estimulados con PHA. En este anilisis se observé que existian
linfocitos citotéxicos capaces de lisar linfocitos T CD4+ en un 14% de los pacientes estudiados.

La especificidad de esta respuesta fue comprobada inhibiendo la lisis con anticuerpos
anti-CD4. Estos resultados indican que posiblemente esta respuesta esté también implicada en

la patogénesis de la infeccidn de estos pacientes.

Esta respuesta citotoxica frente a linfocitos T CD4+ no infectados sugiere que en la
infeccién por HIV podria generarse un fenémeno autoinmune, que estaria implicado en la
deplecién de linfocitos T CD4+.

Una respuesta autoinmune frente a linfocitos no infectados mediada por linfocitos T
citotéxicos fue observada por Zarling et al, en algunos pacientes infectados (141). Estos
investigadores observaron que esta respuesta dirigida frente a alguna molécula de la superficie
de linfocitos no aparecia en monos infectados y propusieron que esta respuesta citotdxica podria

estar implicada en la patogénesis de la infeccién.
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6.- CONCLUSIONES



1.- Los Inmunocomplejos circulantes parecen tener un papel patogénico en la infeccién
por el virus de la inmunodeficiencia humana, teniendo en cuenta que niveles elevados en suero,
superiores a 500 pg/ml, y la presencia de antigeno p24 formando parte de los Inmunocomplejos
se asocian con una progresion de la infeccion hacia un estado de SIDA y que los
inmunocomplejos son capaces de unirse in vitro a la molécula CD4, de inhibir la proliferacién
de linfocitos de sangre periférica estimulados con PHA y de potenciar la infeccién de linfocitos

de sujetos sanos mantenidos en cultivo.

2.- En algunos pacientes infectados aparece una respuesta citotéxica frente a linfocitos
T CD4+ de sujetos sanos mediada por linfocitos T CD8+. Este hallazgo seria una evidencia
mds de que otros procesos, verosimilmente de naturaleza autoinmune, podrian estar implicados,

ademds del efecto citopitico del virus, en la deplecién de linfocitos T CD4 +.
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