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INTRODUCCION




1, SINDROME DE INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA.-

Las primeras descripciones de esta entidad clinica se produjeron en el afio 1981,
cuando se publicaron una serie de articulos que sefialaban la aparicién de neumonia por
Prieumocystis carinii, candidiasis de mucosas y Sarcoma de Kaposi en varones homosexuales
y/o drogadictos por via intravenosa previamente sanos (1-4). Se demostré la existencia de
alteraciones adquiridas en la inmunidad consistentes en disminucién de los linfocitos CD4 +,
aumento de los CD8+ e inversién del cociente CD4/CDS8, que se correlacionaron con los
hédbitos especiales de estos sujetos y con exposicion crénica a citomegalovirus.

En 1982 se le da a esta enfermedad el nombre por €l que la conocemos actualmente
(5), Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), y en 1983 se aisla el virus causante
de la infeccién. Desde entonces se han descrito multitud de casos a lo largo de todo el
mundo. En Espafia, uno de los paises con mayor mimero, se han notificado 18.347 casos

hasta el 31 de marzo de 1993,

1.1. Definicién de caso SIDA y clasificacién.-

En 1982 se da la primera definicién de caso SIDA con propésitos de vigilancia
epidemioldgica (5). Posteriormente, en 1985 (6), se revisa esta definicion, tras haber sido
encontrado el virus causante de la infeccidn, y finalmente en 1987 vuelve a revisarse por
los "Centers for Diseases Control" (CDC) de Estados Unidos (7) y es la que actualmente se
sigue: "un caso de SIDA se define como una situacién caracterizada por una o mds
enfermedades indicadoras, dependiendo del estado de evidencia de laboratorio de infeccién
por VIH".

1.- Situacién de infeccién por VIH desconocida; si los tests de laboratorio para VIH
no se realizaron o dieron resultados no concluyentes y el paciente no tiene otra causa de

2




inmunodeficiencia, cualquier enfermedad de las listadas indica SIDA si fueron diagnosticadas
por un método definitivo:

- Candidiasis de eséfago, trdquea, bronquio o pulmones.

- Criptococosis extrapulmonar.

- Criptosporidiosis con diarrea que persista mas de un mes.

- Enfermedad por citomegalovirus, no de higado, bazo o ganglios linfticos en

pacientes de mds de un mes de edad,

- Infeccién por virus herpes simple, con tilcera mucocutdnea que persista mds de 1

mes, o bronquitis, neumonitis o esofagitis de cualquier duracién, que afecte a

pacientes de mas de 1 mes de edad.

- Sarcoma de Kaposi, en menores de 60 afios,

- Linfoma cerebral primario en menores de 60 afios.

- Neumontia intersticial linfoide en menores de 13 afios.

- Infeccidn diseminada por el complejo Mycobacterium avium o kansasii.

- Neumonia por Preumocystis carinii.

- Leucoencefalopatia multifocal progresiva.

- Toxoplasmosis cerebral en pacientes de mds de 1 mes de edad.

2.- Infeccién por VIH positiva. Independientemente de la existencia de otras causas
de inmunosupresidn, si hay evidencia de laboratorio a favor de infeccién por VIH, cualquier
enfermedad de las listadas en el punto 1 o cualquiera de las listadas a continuacion, indican
un diagndstico de SIDA.

a.- Enfermedades diagnosticadas definitivamente:

- Infecciones bacterianas miltiples o recurrentes (al menos dos en un periodo de dos

afios) causadas por Haemophilus, Streptococcus u otras bacterias pidgenas, que afecten




a pacientes de menos de 13 afios de edad (septicemia, neumonia, meningitis, infeccion
dsea o articular, abscesos de érganos internos o cavidad corporal).

- Coccidiodomicosis diseminada.

- Encefalopatia por VIH (demencia-VIH, demencia-SIDA o encefalitis subaguda por
VIH).

- Histoplasmosis diseminada.

- Isosporiasis con diarrea que persista mds de 1 mes.

- Sarcoma de Kaposi a cualquier edad.

- Linfoma cerebral primario a cualquier edad.

- Otros linfomas no Hodgkin de estirpe B o de fenotipo inmunolégico desconocido,
con tipo histoldgico de células pequefias no hendidas (Burkitt o no) o de sarcoma
inmunobldstico.

- Enfermedad diseminada por micobacterias, distintas de tuberculosis.

- Enfermedad por Mycobacterium tuberculosis extrapulmonar o diseminada.

- Septicemia recurrente por Salmonella no typhi.

- Caquexia por VIH con pérdida de peso mayor del 10%, mds diarrea cronica y/o
astenia y fiebre documentada de mds de 1 mes.

b.- Enfermedades indicadoras diagnosticadas de forma presuntiva:

- Candidiasis esofégica.

- Retinitis por citomegalovirus.

- Sarcoma de Kaposi.

- Neumonia intersticial linfoide en nifios menores de 13 afios.

- Enfermedad por micobacterias diseminada.

- Neumonia por Pneumocystis carinii.




- Toxoplasmosis cerebral en pacientes de mds de 1 mes de edad.

3.- Infecci6n por VIH negativa. En este caso debe descartarse un diagnéstico de SIDA
salvo que se hayan excluido otras causas de inmunodeficiencia y el paciente tenga:

- Neumonia por Pneumocystis carinii diagnosticada por un método definitivo o

- Cualquiera de las otras enfermedades diagnosticada por un método definitivo y cifras

de linfocitos CD4+ de menos de 400/mm3.

En cuanto a la clasificacién de la enfermedad también se han realizado varias a lo
largo de su historia. La de Walter-Reed (8) se basa en criterios de recuento de células
CD4+, exploracitn fisica y andlisis de la hipersensibilidad retardada y ha sido utilizada en
contadas ocasiones; actualmente estd abandonada. Simultineamente, los CDC de Estados
Unidos realizaron otra clasificacién (9) y es la que se ha seguido hasta fechas recientes y atn
hoy sigue utilizdndose. Divide la infeccion por el VIH en cuatro grupos mutuamente
excluyentes, y es jerdrquica en el sentido de que las personas clasificadas en un grupo
particular no deben reclasificarse en un grupo anterior aunque se resuelvan las
manifestaciones que dieron origen a su inclusién.

Grupo 1I: infeccién aguda por VIH, cuadro semejante al de la mononucleosis
infecciosa, con o sin meningitis aséptica, asociado con seroconversién en el titulo de Ac anti-
VIH. Todos los pacientes de este grupo deben ser posteriormente reclasificados cuando
remitan las manifestaciones agudas.

Grupo II: pacientes asintomdticos infectados por VIH.

Grupo III: pacientes con linfadenopatia generalizada, es decir, presencia de ganglios
palpables (de 1 cm o mayores) en dos o mds regiones extrainguinales que persistan durante
al menos tres meses en ausencia de otra enfermedad que lo explique.

Grupo IV: pacientes con signos o sintomas de infeccién por VIH distintos de las




adenopatias. Se divide en subgrupos no mutuamente excluyentes:
- Subgrupo A: enfermedad constitucional (Caquexia por VIH).
- Subgrupo B: enfermedad neurolégica, que se define por la presencia de uno o mas
de los siguientes hechos: Demencia por VIH, mielopatia o neuropatia periférica en
ausencia de enfermedad concurrente que los explique distinta de la infeccién por VIH.
- Subgrupo C: infeccidn secundaria, que se define como las enfermedades infecciosas
asoctadas con infeccién por VIH. Se subdividen en categorias:
- Categoria C1: pacientes con infecciones comprendidas en la definicién de
SIDA del CDC.
- Categoria C2: pacientes con determinadas enfermedades infecciosas
sintomaticas o invasivas, relacionadas pero no diagndsticas de SIDA:
leucoplaquia vellosa oral, herpes zdster multidermatémico, nocardiosis,
tuberculosis pulmonar o candidiasis oral.
- Subgrupo D: cénceres secundarios, comprendidos en la definicién de SIDA del
CDC.
- Subgrupo E: otras condiciones, que incluyen otras manifestaciones clinicas o
enfermedades atribuibles a la infeccién por VIH o indicadoras de un defecto en la
inmunidad celular, tales como la neumonitis intersticial linfoide crénica, la
trombocitopenia y otras. También comprende enfermedades en principio no
relacionadas con el VIH pero cuya evolucién y manejo pueden verse afectados por
la coexistencia de la infeccién por dicho virus, como enfermedades infecciosas y
tumores que no han sido mencionados anteriormente.
Recientemente los CDC han propuesto una nueva clasificacién (tabla 1) que ademds

amplia la definicién de caso de SIDA (10) y que deberia haber entrado en vigor a partir de




enero de 1993. Aunque ain no estd extendida en todos los paises se supone que se ird
introduciendo progresivamente. Afiade criterios de clasificacion en base a la cifra de
linfocitos CD4+, considerdndose que un paciente es un caso de SIDA cuando tiene menos
de 200 linfocitos CD4+/mm3 o menos del 14%, y ademds incluye otras tres enfermedades
como indicadoras de SIDA: Tuberculosis pulmonar, neumonia recurrente (dos o mds

episodios en un periodo de 12 meses) y cdncer cervical invasivo.

TABLA 1

El recuento de células CD4+ puede predecir de forma fiable la progresién de la
enfermedad y se utiliza para tomar decisiones en el manejo clinico y ya que €l control de
estas c€lulas se ha convertido en rutinario en la asistencia a personas infectadas por el VIH,
se tiene la oportunidad de una nueva clasificacién clinica de la infeccién en los paises con
facil acceso al estudio fenotipico de los linfocitos (11-12). El uso de las cifras de células
CD4+ puede determinar el volumen de asistencia sanitaria de forma mds precisa e identificar
las deficiencias en el aporte de cuidados.

El motivo por el que se decidié incluir la tuberculosis pulmonar fue en un intento de




controlarla en la poblaci6n infectada por el VIH mds que por indicador de inmunodeficiencia
severa. La adicién de neumonifa recurrente ha partido de la preocupacién por la importante
morbilidad que presentan sobre todo los drogadictos por via intravenosa. En cuanto al
carcinoma cervical invasivo se ha afiadido porque la displasia cervical, lesién que puede
progresar a cdncer invasivo, es comin en mujeres infectadas y se asocia con la
inmunodepresién, porque el cdncer cervical es prevenible y porque su inclusién enfatiza la
importancia del cuidado ginecolégico en mujeres infectadas (12).

La categoria A se aplica a la infeccién primaria y los pacientes asintomdticos con o
sin linfadenopatia generalizada persistente.

La categorfa B se aplica a pacientes que presenten o hayan presentado sintomas
debidos a enfermedades no pertenecientes a la categorfa C pero relacionadas con la infeccién
por el VIH o cuyo manejo y tratamiento puede verse complicado debido a la presencia de
la infecci6én por el VIH, Entre ellas estdn: 1) Endocarditis bacterianas, meningitis, neumonias
o sepsis. 2) Candidiasis vulvovaginal que persiste mds de 1 mes o que responde mal al
tratamiento. 3) Candidiasis orofaringea. 4} Alteraciones del estado general con fiebre o
diarrea de mds de 1 mes de duracién. 5) Herpes zdster con 2 o mds episodios o
multidermatémico. 6) Piirpura trombocitopénica idiopética. 7) Listeriosis. 8) Nocardiosis.
9) Enfermedad inflamatoria pélvica. 10) Neuropatia periférica.

La categoria C se aplica a pacientes que presenten o hayan presentado alguna de las
complicaciones ya incluidas en la definicién de SIDA de 1987 ademds de la tuberculosis
pulmonar, el carcinoma cervical invasivo y las neumonias recurrentes.

Se considerardn portadores de SIDA los pacientes incluidos en las categorias C1, C2
y C3 y también en las categorfas A3 y B3. Si no se dispone del recuento de linfocitos CD4+

en valor absoluto, puede utilizarse el porcentaje respecto a la cifra de linfocitos totales




(menos de 14%).

Esta nueva definicién ampliard de forma considerable el niimero de casos de SIDA.
Si las personas que han tenido un nico recuento de CD4 inferior a 200 y que no presentan
otros procesos indicadores de SIDA, se consideran casos de SIDA, se calcula que su
prevalencia puede hasta triplicarse (11,13-15), aunque en otros estudios el aumento se
aproxima al 50% (16-17). Si se incluyen en esta categorfa los pacientes que presentan dos
© mas recuentos inferiores a 200, aumentaria la prevalencia en algo menos, aproximadamente
entre un 50-100% (13). En cuanto a la supervivencia, algunos estudios han calculado que la
probabilidad de vivir al cabo de un afio del diagnéstico fue del 68% segiin los criterios de
1987, del 87% si se consideran dos determinaciones de linfocitos CD4+ consecutivas
menores de 200 y del 94% si s6lo se considera una determinacién (13). La media de
supervivencia fue de 20 meses para los criterios de 1987, 40 meses con dos determinaciones
consecutivas de linfocitos CD4 menores de 200 y de 50 meses con una sola determinacién.

La nueva definicion y clasificacién ha tenido muchas criticas, motivo por el que ain
no se ha generalizado su utilizacién. En la mayoria de los paises ain no se han desarrollado
esquemas para asegurar la calidad en los recuentos de células CD4+. También se considera
que ampliar la definicién de caso SIDA no es la vnica forma de supervisar con eficacia la
prevalencia de una severa morbilidad por VIH. En los paises europeos la tendencia parece
ser a incluir en la nueva clasificacién las tres enfermedades mencionadas y utilizar los
recuentos de células CD4+ para la clasificacion de la infeccidén por VIH pero no para definir

el SIDA (11).




1.2, Virus de la Inmunodeficiencia Humana.-

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un retrovirus humano de la
subfamilia de los lentivirus (18,19). En 1983 (20) y en 1984 (21) se aisla, por dos grupos
diferentes de investigadores, el virus de la inmunodeficiencia humana, que en un principio
se denominé Virus Asociado a Linfadenopatia (LAV) y Virus Humano Linfotrdpico III
(HTLV-III) respectivamente. Posteriormente se le dié el nombre por el que es conocido
actualmente. Los lentivirus son pequefios virus con envoltura que contienen un RNA diploide
de una sola cadena, tienen un core central con los 4cidos nucleicos virales y enzimas que se
van a requerir en las fases precoces de la replicacion. El core estd rodeado de una cdpside
proteica y ésta de una membrana lipfdica. Dentro de la superficie central de la membrana se
inserta una matriz proteica. La glicoproteina de envoltura protruye a través de la membrana

y forma la superficie externa de la particula viral.

1.3. Genoma del VIH.-

Su longitud es de 9,2 a 9,7 kb (18-19,22-23). Las secuencias codificadas de las
proteinas del core (gag), de las enzimas retrovirales (pol) y de las proteinas de la envoltura
(eny) estdn localizadas a lo largo del "flanco de repeticiones terminales largas” -Long
Terminal Repeats- (LTRs).

Genes estructurales:

El producto del gen gag es una poliproteina precursora p55 que es procesada para
formar proteinas del core viral: pl7, p24 y pl5. El gen pol codifica tres enzimas:
transcriptasa inversa, integrasa y proteasa. El gen env produce una poliprotefna, gp 160, que
es procesada para formar gpl20 y gp4l.

Contiene ademés al menos otros 6 Genes reguladores que pueden tener papel en la
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patogénesis del VIH:

El gen tat codifica una proteina de 14-15 kD que es esencial para la replicacién del
VIH. El gen rev (antes llamado trs o art) codifica una proteina de unos 20 kD que actia
post-translacionalmente para asegurar la expresién de las proteinas de gag y env y se
requiere para la replicacién del VIH. El gen nef codifica una proteina de 27 kD que puede
ser importante para mantener la infeccién latente, al retrasar los acontecimientos precoces
de la infeccién. El gen vif produce una proteina de unos 24 kD que no es necesaria para la
replicacién o para el efecto citopdtico, pero su falta hace a los virus menos infecciosos. El
gen vpr acelera la replicacién del virus. El gen vpu codifica una proteina de 16 kD con
efecto en la maduracién de nuevos virus y codifican la salida de las particulas virales de las

células. Del gen vpt no se conoce su funcién,

1.4. Mecanismo de la infeccién, -

La infeccién comienza cuando una particula viral o una célula productora de virus
encuentra a una célula con un receptor de alta afinidad para ¢l virus, que es la molécula CD4
(glicoproteina de 55-58 kD) (18-19,24), produciéndose una reaccién de unidn entre la gp120
y esa molécula. La afinidad de la gp120 por el CD4 es mayor que la de las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase II, el ligando natural del CD4 (19).

La unién de la gpl20 a la molécula CD4 hace que la célula que la presenta se
transforme en diana para la infeccién por el VIH y ademds puede alterar la funcién celular
normal pues la molécula CD4 de los linfocitos T es €l ligando natural para las moléculas del
CMH de clase II de las células presentadoras de antigeno (25,26) y se requiere la interaccién
entre estas moléculas y la CD4 de las células T para €l correcto reconocimiento del antigeno

procesado que va a ser presentado en asociacion con las moléculas del CMH. Si la gp120
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libre se une a la molécula CD4 se puede alterar esta critica interaccién.

La proteina CD4 estd presente en baja concentracién en monocitos, macréfagos y
células dendriticas presentadoras de Ag; en abundancia en la superficie de linfocitos T
inmaduros y en la superficie de linfocitos T maduros CD4+, y es por ello por lo que estos
linfocitos son los que mds se infectan (25,27). Hay evidencia de que el VIH puede entrar en
células sin CD4, a través de una reaccién de baja eficiencia dependiente de una actividad de
fusién (18,27).

La entrada del virus ocurre por la fusién del virus y la membrana celular a través de
su glicoproteina de envoltura. La subunidad exterior del virus (gpl20) media la unién al
CD4, mientras que la porcién transmembrana de la envoltura glicoproteica (gp41) media la
fusidn. Las regiones C3 y C4 son las zonas de gpl20 importantes para la unién a CD4 y para
la interaccién con gp4l; estin flanqueadas por las regiones variables V3 y V5. Otras
regiones, denominadas C1 y CS son criticas para la asociaciéon no covalente de gpl20 y
gp4l.

La infeccién de las c€lulas por el VIH puede ocurrir por fusién directa de la envoltura
del virus con la membrana celular del huésped. Se ha sugerido que el Ag HLA-DR puede
estar implicado en el sitio de unién para el VIH en las células que expresan el Ag mayor de
histocompatiblidad de clase II (19).

Una vez que entra el virus se convierte en un complejo nucleoproteico
enzimdticamente activo. El RNA viral se convierte en DNA por la accién de una polimerasa
RNA-dependiente, transcriptasa inversa, y por una ribonucleasa H. El RNA se transforma
asi en un DNA de doble cadena. Ocurre en las 6 primeras horas de la infeccidn y tiene lugar
en el citoplasma de la célula.

Integracién: la informacién genética del DNA viral se integra en el genoma del DNA
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del huésped -en esta fase se denomina provirus-. Estd mediado por una enzima del virus: la
integrasa y tiene lugar en el nicleo de la célula. Una vez integrado, el DNA viral permanece
permanentemente asociado con el material genético del huésped, tanto tiempo como la célula
esté viva. Como el virus raramente destruye a la célula huésped en esta fase, este hecho del
ciclo vital asegura que una vez infectada una persona permanecerd asi{ de por vida y que
también se necesitard tratamiento de por vida. Ademds, el DNA que no se integra y queda

libre puede contribuir también al efecto citopdtico (28).

Sintesis de RNA viral: la expresién del virus comienza con la sintesis de un RNA
completo copia del DNA viral (18). El lugar del inicio de la transcripcién se localiza en las
secuencias virales terminales (LTR), que flanquean las secuencias del virus que codifican sus
protefnas. La frecuencia del comienzo de la transcripcion estd controlada por proteinas
celulares del huésped -las protefnas celulares de transcripcidn-. Ciertas proteinas aceleran la
transcripcién y otras la disminuyen, uniéndose a secuencias proteicas cercanas al LTR.
Algunas de estas proteinas estdn presentes en todos los tipos celulares, otras sélo en ciertos
tipos de células diferenciadas, y otras sélo cuando la c€lula huésped ha recibido una sefial
de activacién especifica.

Como la mayoria de las células T CD4 + no se estdn replicando, fabrican poco virus,
pero sin embargo, su estimulacion especifica o inespecifica va a producir una transcripcién
activa de RNA y replicacién viral. En otras células, como las dendriticas, el DNA se
transcribe activamente en células circulantes que no estdn en divisién, por lo que son un
reservorio de virus activo replicdndose en el individuo infectado.

El promotor LTR del VIH-1 (productor de RNA de VIH-1) va a producir poco RNA
en la mayoria de las células y por ello pocas proteinas; contiene secuencias que inhiben el

inicio de la transcripcidn y se llaman secuencias reguladoras negativas (NRS), lo que va a
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impedir la eficiente traduccién del RNA. Puede hacerse un promotor activo capaz de
sintetizar grandes cantidades de RNA viral y de proteinas en células T activadas. El estimulo
de las células T activa las protefnas que se unen al LTR y aceleran el inicio de la
transcripcidn; también inactiva a las protefnas que se unen a los reguladores negativos del
promotor viral.

Transactivador (protefna tat): pertenece a una nueva clase de proteinas reguladoras
eucaridticas (18) que se concentra en el niicleo y nucleolo de la célula infectada y se une a
una estructura del RNA naciente. La interaccién de la proteina tat con el RNA puede
aumentar la estabilidad de la polimerasa que estd transcribiendo los genes virales y permite
que se transcriban en toda su longitud. También puede aumentar la frecuencia del inicio de
la traduccidn del RNA. El RNAm es exportado al citoplasma desde €l nticlec. Los productos
del RNA incluyen la protefna tat y otras 2 proteinas reguladoras llamadas rev y nef.

Proteina rev: es 1a proteina reguladora de la expresién de proteinas del virién. En su
ausencia, se acumula poco RNA en el citoplasma.

Unidn_de 1a cdpside del virus; la totalidad del RNA viral se usa como plantilla para
producir las protefnas de la cépside y de las enzimas replicativas (18). La proteina precursora
de 1a cdpside y las proteinas precursoras de las enzimas replicativas se unen en la superficie
interna de la membrana celular y se insertan en ella en virtud de un 4cido graso miristico que
estd unido al extremo amino-terminal de la proteina precursora de [a cdpside.

Glicoproteina_de la envoltura viral: se deposita en la superficie de la célula y se
concentra en la membrana de la particula viral a medida que brota de la superficie celular.

Proteasa viral: produce segmentacion o rotura de las proteinas de la cdpside y del

precursor de su enzima replicativa, lo que da lugar a la reorientacién de las proteinas de la

cdpside.
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Tras la entrada y la integracién, la replicacidn viral puede quedar en una fase latente,
dependiendo del estado de activacion de la célula infectada. En una célula activada, se inicia
la transcripcién del DNA viral a RNA genémico y RNAm, formédndose proteinas del core

y de la envoltura, saliendo el virus de la célula.

1.5. Heterogeneidad del VIH.-

La capacidad del VIH para evadir ia respuesta inmune del huésped y persistir en el
individuo infectado durante largos periodos puede ser el resultado de la generacién de
variantes antigénicas. In vivo, se pueden desarrollar numerosas variantes genéticas y
bioldgicas, a lo largo del tiempo, y coexistir en un solo individuo (19,23,29). Ciertas
mutaciones van a afectar al tropismo por la célula huésped, otras van a condicionar la
patogenia de la enfermedad al influir sobre la capacidad de uni6n a la molécula CD4, y otras
van a condicionar la resistencia a los firmacos que se han usado en el tratamiento.

VIH-2: es un nuevo miembro de la familia de los lentivirus humanos que se aislé de
pacientes con SIDA en Africa Occidental en 1986 (30). Infecta las células CD4+ y produce
un sindrome de inmunodeficiencia de més lenta evolucién que el producido por el VIH-1.
Sin embargo, antisueros contra la glicoproteina env del VIH-2 no reconocen al VIH-1.
Ademds, no hay reactividad cruzada en la citotoxicidad celular dependiente de Ac entre
ambos virus. Se han identificado cepas citopéticas y no citopiticas, y éstas no inducen
sincitios aunque se cultiven con c€lulas CD4+, y ademds no causan la muerte de los
linfocitos infectados in vitro (23). Se ha encontrado un gen distinto en este virus, el vpx, que
codifica una proteina de 14 kD, que no parece ser esencial ni para la infectividad ni para la
replicacién. Por otro lado, el VIH-2 no tiene el gen vpu, aunque presenta la misma

variabilidad genética que el VIH-1,

15




1.6. Muerte de células infectadas.-

El defecto central en el SIDA es la depleccién de los linfocitos T CD4+ (19,25). Las
reacciones mediadas por las glicoproteinas de envoltura son tdéxicas para las células que
tienen muchas proteinas CD4 de superficie (18). Se requiere una reaccién mediada por la
unién gp120-CD4 para matar a la célula. Se producen dos tipos de muerte celular.

1.- Si la célula produce mucho virus y tiene una alta concentracién de CD4 en la
superficie, ocurre una fusién entre el virus brotado y los CD4 de la superficie. Estas
reacciones de fusion destruyen la integridad de la membrana celular y matan a la célula
(auto-fusion). La insercién de las proteinas de envoltura en la membrana celular producen
un cambio en su permeabilidad con aumento del calcio intracelular, que se asocia con pérdida
de la viabilidad celular (19). El proceso de brote viral "per se" no es téxico para la c€lula.
Virus defectuosos en la fusién de la glicoproteina de envoltura pueden brotar desde la
superficie de las células CD4+ sin matar a la célula. Ademds, virus normales pueden brotar
de la superficie de células que tienen baja concentracion de CD4 en la superficie y no matar
a la célula (como ocurre en las células dendriticas circulantes). La capacidad de las células
que tienen baja concentracién de CD4 en su superficie para soportar la replicacién crénica
del virus sin ser destruidas explica los reservorios de la infeccidn.

2.- Una célula productora de virus puede unirse a otra CD4+ a través de la
glicoproteina que el virus tiene en su superficie, asi una célula infectada puede fusionarse
hasta con 500 células T CD4+ no infectadas, dando lugar a sincitios con vida media muy
corta.

En la sangre periférica s6lo una pequefia proporcién de células mononucleares
expresan activamente el VIH (25,31), pero usando técnicas de PCR muy sensibles se ha

detectado que el DNA del VIH estd presente en muchas mds células T CD4+ de lo que en
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principio se supuso (32). En pacientes con SIDA, at menos 1/100 células T CD4+ contienen
DNA del VIH por estos andlisis, y en asintomdticos 1/100-10.000. En algunos tejidos, como
pulmén, sistema nervioso central y ganglios, la frecuencia de células infectadas puede ser
10.000 veces mayor que en sangre periférica, siendo macréfagos la mayoria (33). La
frecuencia del DNA del VIH en las células T CD4+ aumenta con el tiempo en los pacientes

que desarrollan la enfermedad y permanece estable en los asintomaticos.

1.7. Mecanismos inmunopatogénicos en la infeccién, -

A medida que progresa la infeccién en el tiempo y se avanza a estados clinicos mas
severos, se produce un descenso gradual de la poblacién total de células CD4+, con déficit
ademds funcional. Se han propuesto varios posibles mecanismos de dafio celular (34,35):

1.- Muerte celular simple y formacién de sincitios. Es un efecto citopdtico directo.
La muerte celular puede resultar del actimulo del DNA viral no integrado (19,25) o de la
inhibicion de 1a sintesis proteica celular tras la infeccién. Los virus aislados in vivo durante
la fase acelerada de la infeccién tienen mayor capacidad para inducir sincitios in vitro. Estos
se producen por la alta afinidad de la gp120 del virus, presente en la célula T CD4+, a
unirse a otras moléculas CD4 de linfocitos vecinos no infectados. Sin embargo, los sincitios
se han visto raramente in vivo. La unién de las proteinas de envoltura a las moléculas CD4
intracelulares puede producir también muerte celular.

2.- Respuesta inmune especifica de VIH. Las respuestas humoral y celular
contribuyen a la inmunidad antiviral y los Ac tienen propiedades neutralizantes. Por otro
lado, algunos Ac dirigidos contra la envoltura viral pueden tener una funcién protectora
relacionada con su capacidad para mediar citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

(ADCC) (26) tras la unién a células NK, produciendo la muerte de c€lulas que expresan las
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proteinas de envoltura viral en su superficie.

Los linfocitos T citotdxicos pueden tener un papel en la respuesta inmune. Estos
mecanismos pueden actuar con un papel dual: protector en la respuesta inicial al VIH que
puede controlar la infeccién, y patogénico durante la fase crdnica, cuando los mismos
mecanismos pueden estar implicados en la eliminacién de las células infectadas y asi
contribuir al deterioro progresivo de la inmunidad (36). Por otro lado, las células T CD4+
no infectadas pueden unirse a moléculas gp120 libres y convertirse en dianas para la lisis por
Ac anti-gp120 (por mecanismo de citotoxicidad celular dependiente de Ac).

3.- Mecanismos autoinmunes (37). Algunas moléculas del CMH de clase II como
HLA-DR y HLA-DQ tienen cierto grado de homologia con las proteinas gp120 y gp41 del
VIH-1 (25,26), y los Ac contra estas protefnas pueden tener reaccién cruzada con las
moléculas HLA.

Se ha demostrado 1a presencia de Ac anti-linfocitos normales en pacientes con SIDA
(19) y también contra los infectados (26), en concreto contra una regién de la gp41 que tiene
reaccion cruzada con las moléculas del CMH de clase 11, Es probable que estos Ac puedan
estar implicados en la citotoxicidad celular mediada por Ac o en la lisis celular mediada por
complemento. Se han identificado también Ac contra la IL-2 en pacientes con esta infeccion,
probablemente producidos en funcién de cierto grado de homologfa entre la gpl20 y esa
citoquina. De este modo, la homologia entre ciertos componentes del VIH y moléculas
naturales que son importantes para la respuesta inmunoldgica pueden dar Ac con reactividad
cruzada que suprimen la funcién inmune o causan la destruccion de células
inmunocompetentes.

4.- Anergia. El complejo gpl120 y el anticuerpo se une a las moléculas CD4 y las

células CD4+ se harian refractarias a una estimulacién posterior in vitro a través de la
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activacién de sus moléculas CD3. Se han detectado recientemente Ac anti-gpl120 en los
linfocitos T4 de pacientes con SIDA.

5.- Superantigenos (38,39). Son Ag virales o microbianos capaces de unirse a casi
todas las células T que tienen una regién variable especifica en la cadena beta de su receptor
antigénico (los Ag convencionales se unen a las cadenas alfa y beta del receptor de la célula
T). Estos superantigenos inducen estimulacién y expansién de las células T que tienen esas
regiones especificas variables beta, seguido de un fenémeno de anergia. Es probable que los
superantigenos, si estdn presentes en la infeccién, sirvan como potentes activadores de céulas
T, haciéndolas mds susceptibles a la infeccién por el virus.

6.- Apoptosis. Es 1a muerte celular programada: mecanismo por el que el organismo
elimina clones autorreactivos de células T, y se ha sugerido que los defectos cualitativos y
cuantitativos de las células T4 en pacientes con infeccién por VIH podrian ser resultados de
la apoptosis. Se produciria la muerte celular tras la activacién por un Ag especifico o un
superantigeno, ain sin infeccidn directa por el VIH.

7.- Unién de la gpl20 y la molécula CD4 en el interior de la célula, lo que
interferiria con su normal metabolismo (25).

8.- Falta de regeneracién de las células T CD4+ de forma precoz en la infecciodn,
cuando la carga viral es relativamente baja como también lo es la pérdida de células T CD4+
(25). Se ha demostrado que los precursores intratimicos de células T y su progenie son
susceptibles al VIH, incluyendo timocitos CD3- CD4- CD8- (19).

Se producen también otras alteraciones cualitativas en las c€lulas T CD4+, como es

la disminucién de la respuesta a Ag solubles, aun sin pérdida importante del niimero total.
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1.8. Infeccién de otras células.-

Algunas expresan el receptor CD4, pero su expresién en otras es discutido, y otras
no lo expresan, al menos en condiciones normales (40). En teoria, cualquier célula CD4+
puede infectarse.

1. Monocito/macréfago: por unién a su receptor CD4 aunque también pueden
fagocitar particulas de VIH y producirse asf su infeccién (19,23,41). Se han barajado otros
mecanismos de infeccidon (33) como la endocitosis mediada por FcR. Esto no conduce
répidamente a un efecto citopdtico; se alojan los virus en vacuolas intracitoplasméticas y por
eso pueden no detectarse por el sistema inmune y circular libremente. Pueden transmitir el
VIH a células T susceptibles, actuando asi como reservorio, y ser responsables del transporte
del VIH al pulmén o al cerebro (a través de los monocitos/macréfagos de esos drganos). En
estas localizaciones, de un 10-50% de los macréfagos estdn infectados, lo que no se observa
en otros 6rganos. Los macréfagos segregan citoquinas que tienen efecto en la funcién, dafio
y reparacién nerviosa; la inapropiada secrecién de estas citoquinas (IL-1, IL-6, TNF-alfa,
factor de crecimiento derivado de plaquetas y apolipoproteina €) pueden producir sintomas
neuroldgicos y dafio tisular. El tejido nervioso asi dafiado puede afectar a los macréfagos
infectados y hacer que segreguen mds productos téxicos.

Existen varias diferencias en el resultado de la infeccién de los monocitos/macréfagos
y la de los linfocitos T. La de los primeros puede no producir muerte celular significativa
ni formacién de sincitios, debido a su permanencia en vacuolas y su fenotipo puede también
permanecer sin alteraciones. Ciertos aislados de VIH muestran tropismo especifico por
monocitos/macréfagos o por células T. No estd claro si ciertas cepas del virus tienen
tropismo "todo o nada" (o s6lo monocitos/macréfagos o sélo células T) o si la preferencia

celular es debida a diferencias cuantitativas en los niveles de infectividad.

20




—— ——— . -

Las proteinas virales segregadas por monocitos infectados son muy diferentes de las
segregadas por células T. En los viriones segregados por las células T infectadas, mds del
35% de las proteinas virales totales son productos del gen env, mientras que en los de
monocitos la mayoria de las proteinas son de la cdpside, y las de envoltura son menos del
10%.

El mimero mdximo de monocitos infectados in vitro es por lo menos 3 veces mayor
que el de las células T en las mismas condiciones. Por el contrario, el mimero de viriones
segregados es 10-100 veces menor que ¢l de los linfoblastos infectados. Esto puede explicarse
por el siguiente mecanismo: las células T infectadas tienen cientos de particulas virales
asociadas con la membrana plasmdtica, desde donde brotardn, sin existir actimulo
intracelular. En los macréfagos hay pocos viriones en la membrana plasmdtica, y se localizan
casi exclusivamente en vacuolas intracelulares, derivadas del aparato de Golgi, que van a ser
las encargadas de transportar el virus hacia la membrana plasmdtica. Sin embargo, la
exocitosis en el medio extracelular estd suprimida. Asi, el macréfago infectado es una
factoria de virus, cuya produccién permanece oculta para el huésped. La salida del VIH de
los macréfagos puede ser iniciada por cualquier agente que altere su funcién: factores
segregados durante la inflamacién, remodelamiento tisular normal o respuesta del huésped
a una infeccién intercurrente. Algunas de las funciones de estas células son anormales en la
infeccién por el VIH:

- Disminucién de la quimiotaxis.

- Disminucién de la proliferacion de células T dependiente de monocitos.

Sin embargo, otras funciones permanecen inalteradas:

- Secrecién de anién superéxido.

- Actividad antimicrobiana intracelular.
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- Actividad tumoricida.

- Actividad anti-candida.

- Respuesta a interferén-gamma.

- Produccién de TNF.

2. Células progenitoras del sistema hematopoyético. Debido a las alteraciones
mielodispldsicas encontradas en la médula ésea de estos pacientes, se ha sugerido una
implicacién de las células precursoras hematopoyéticas en la infeccién. También se ha
pensado que las anormalidades hematolégicas son el resultado de la entrada del VIH en las
células de la médula Gsea y ademds podrian ser resistentes a sus efectos citopéticos. Asi, la
médula ésea se convertiria en un reservorio de la infeccion, desde donde se diseminaria al
resto del organismo.

3. Células B: se ha demostrado que pueden expresar el Ag CD4 aunque en baja
intensidad (42) y que por este motivo pueden ser infectadas por el VIH. Cuando esto ocurre,
no suelen formar sincitios, 1o que hace pensar que se necesita alta expresién del CD4 para
que se formen.

4. Células del sistema nervioso central: astrocitos, oligodendrocitos, macréfagos
(microglia) y células endoteliales capilares. La gpl20 contiene una secuencia del péptido
intestinal vasoactivo (VIP) y se ha visto que el VIP es importante para la supervivencia
neuronal en cultivos celulares. Cuando se enfrenta el VIH a células nerviosas en cultivo se
produce muerte celular significativa, que se antagoniza completamente por el VIP (43). Otra
hipétesis en relacién con el dafio neuronal dice que el VIH tendria un efecto indirecto a
través de la secrecién de antigenos virales que interactdan con células gliales y neuronas, o
a través de la produccién de citoquinas que alteran la funcién normal del sistema nervioso,

como la IL-1 y el TNF-alfa (44).
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5. Células del cuello uterino y colo-rectales. También se ha detectado DNA del VIH
en el epitelio tubular y glomerular renal y en células enterocromafines. Otras células:
eosindfilos, células dendriticas de sangre periférica, células de Langerhans y fibroblastos

epidérmicos.

1.9. Anormalidades funcionales de los linfocitos T CD4+ .-

Estas anomalias ocurren en todos los estadios de I1a enfermedad.

- Defecto en la capacidad de inducir a las células B a segregar inmunoglobulinas y

a responder a aloantigenos.

- Defecto para reconocer a Ag solubles y proliferar en respuesta a ellos, habiéndose

demostrado que la gp120 del VIH puede alterar la funcién inmunitaria al unirse a la

molécula CD4.

- Defecto en la formacién de IL-2 inducida por mitégenos o Ag.

- Parada en los estadios de maduracién de las células T (45).

- Defecto en la secrecién de IFN-gamma en respuesta a Ag microbianos especificos.

Debido al cierto grado de homologia existente entre la gp120 y la IL-2, se ha sugerido
que la gpl20 podria unirse al receptor de IL-2 e interferir con su actividad directa o
indirectamente (19). La gp120 nativa puede activar a los linfocitos CD4+ en reposo e inducir
un aumento de la expresién de receptores de IL-2. Asi, el VIH puede suprimirlla funcién
inmune al activar continuamente a las células T, haciéndolas menos respondedoras a las

sefiales encontradas durante la respuesta inmunolégica normal.

1.10. Induccién de la expresién del VIH.-

A lo largo de los 10 afios siguientes a la infeccién, van a desarrollar SIDA un 50%
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de las personas infectadas (46). Tras 5 afios de infeccién, la mayor parte de los pacientes
presentardn signos o sfntomas de la misma, por lo que se piensa que desarrollardn la
enfermedad en un plazo mds o menos corto; aproximadamente un 20% de los infectados se
encuentran asintomdticos diez afios después de la seroconversion. Por tanto debe haber una
serie de factores que podrian estimular un progreso mds rapido hacia la enfermedad, aunque
existen todavia muchas dudas al respecto (47,48).

Aunque el VIH puede infectar células T4 en reposo y activadas, su capacidad de
replicacién en ellas depende del estado de activacién de las células. La replicacién viral,
medida por la deteccién de antigenemia p24, ocurre precozmente en €l curso de la infeccién
y luego disminuye concomitantemente con el comienzo de Ia produccién de Ac. Mds tarde,
los niveles de Ag p24 aumentan de nuevo y se mantienen a lo largo del desarrolio del SIDA.
Sin embargo, pequefios e intermitentes aumentos del p24 pueden ocurrir a lo largo del
periodo asintomdtico. También pueden no detectarse ni Ag ni Ac, pero el estudio por PCR
en células mononucleares de sangre periférica demuestra que el virus estd de forma latente
(19,49). Por cada célula T CD4+ infectada que expresa proteinas virales, hay
aproximadamente nueve que tienen el DNA provira] latente (25), y necesitan de algunos
factores -cofactores- para expresarse. El genoma proviral integrado puede permanecer en
estado inactivo hasta que las sefiales de activacidn estimulan la transcripcién del RNA viral.
Los factores que activan la expresion del VIH tienen en comiin que inducen o codifican
proteinas que se unen al LTR del VIH y estimulan la transcripcién de su RNA.

En células no infectadas, la exposicién a PHA hace que produzcan proteinas o
factores celulares llamados NF-kB (24), que se unen a segmentos especificos de ciertos genes
celulares e inician la transcripcion del DNA (26). Esos sitios de unién estdn localizados en

la regién de los genes que codifican para la IL-2 y para las proteinas receptoras de IL-2. Por
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ello, en circunstancias normales el estimulo mitogénico de las células T produce IL-2 y sus
proteinas receptoras. En el caso de células infectadas por el VIH, sin embargo, las proteinas
NF-kB que son inducidas por la PHA interactian con sus sitios de unidén que estdn
localizados en las zonas LTR del VIH. Esto va a producir estifmulo de la transcripcion del
RNA del VIH y la eventual produccién de viriones.

Como posibles cofactores se han descrito:

1. El estimulo antigénico de las células T con ciertas sustancias, como el toxoide
tetdnico, puede producir aumento de la replicacién del VIH. También ocurre con el
lipopolisacdrido, constituyente de 1a pared celular de las bacterias Gram-.

2. Ciertos virus, como el CMV, VHS-1, VEB, VHB, HHV6, adenovirus y HTLV-I
pueden regular la expresion del VIH, estimuldndola. Lo mismo ocurriria con el mycoplasma.
El LTR del VIH contiene otras secuencias, como el sitio de union Spl y el "TATA box",
adonde se van a unir otros factores celulares de transcripcién (ademas del NF-kB), como
pueden ser los genes virales heterdlogos.

Se ha descrito que la infeccion simultdnea con dos cepas de VIH y HHV-6 producia
aumento de la muerte de las células aunque se suprimiera la replicacién del VIH (50).
Ademds, pueden coinfectar el mismo tipo de linfocito (51). Las células T infectadas con el
HHYV-6 pueden producir enormes cantidades de CD4, aunque sean células que no lo producen
normalmente, como los linfocitos CD8+ (52). Esto sugiere que la infeccién in vivo con virus
heterélogos puede actuar como cofactor en la infeccidn por VIH, por influir sobre sus niveles
de replicacién y/o en su efecto citopdtico. Algunos de estos virus pueden afectar
indirectamente la expresién del VIH por suprimir independientemente la funcién inmune.

La infeccién concurrente por CMV y VIH puede producir un sindrome mds severo

y una disminucién més rdpida de los linfocitos T CD4 + (53). El virus de Epstein-Barr puede
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estimular la expresién del LTR del VIH, como se ha visto en modelos experimentales (54).
La coinfeccién con HTLV-I puede acelerar la progresién hacia la inmunosupresion, ya que
se ha demostrado que activa la expresién del VIH y acelera la progresién de la enfermedad
(55-57). El virus de la hepatitis B puede estimular la expresién del genoma del VIH,
contribuyendo al desarrollo y a la progresién de la enfermedad, por transactivacién del LTR
(58). El papilomavirus no estd demostrado que sea un cofactor en la infeccién, pero su
presencia en estos pacientes produce una serie de lesiones que pueden ser cancerosas (59).

Mycoplasmas: ciertas proteinas de estos microorganismos pueden aumentar la
produccién de VIH (60) y la coinfeccién puede dar lugar al aumento del efecto citopatico del
VIH en las células CD4+ (61).

3. Algunas citoquinas serfan capaces de regular la infeccién y pasar del estado de
latencia o infeccidén crénica a expresioén viral activa. La IL-1, IL-3, IL-6, TNF alfa y beta,
IFN gamma, GM-CSF y M-CSF estimulan la replicacién del VIH en lineas celulares de
monocitos y macréfagos con infeccién crénica. EIl TNF aifa y beta pueden inducir la
expresién del VIH en células T con infeccién crénica. Por el contrario, el IFN alfa y beta
gjercen un efecto supresor en la infeccién por el VIH, al inhibir el brote de viriones en
células infectadas aguda o crénicamente. También la IL-4 y el TGF-beta, que bloguea los
mecanismos transcripcionales y postranscripcionales. Las concentraciones plasmdticas de las
citoquinas necesitan estar elevadas para que tengan un papel importante en la modulacién de
la expresién del VIH a nivel tisular.

4,- El estrés puede aumentar la expresién del VIH. La exposicidn a rayos ultravioleta,
luz solar o mitomicina C indujo la expresién de un gen indicador que estaba bajo el control
del LTR del virus. Temperaturas de 40,7-41°C aumentaron la expresién del VIH en células

infectadas cronicamente que eran simuitdneamente tratadas con IL-6.
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1.1]1. Respuesta inmunolégica al VIH.-

1.- Respuesta humoral: la proliferacién de células B policlonal es generalmente la
primera anormalidad inmunolégica que se encuentra en los pacientes infectados, lo que da
lugar a la hipergammaglobulinemia (23). Este aumento en la producci6én de inmunoglobulinas
da lugar a sindromes autoinmunes con Ac contra una gran variedad de proteinas celulares
normales,

Aproximadamente el 50% de los infectados producen Ac no neutralizantes contra la
region de 15 aminoécidos de la zona carboxi-terminal de la gp120. También se han detectado
Ac contra la p24 y la gp41 (19). Los Ac contra la p24 son mayores en los estadios tempranos
de la infeccién y menores en los estadios finales. Se han encontrado Ac contra la
transcriptasa inversa que inhiben su actividad y se correlaciona negativamente con la
progresién de la enfermedad. La disminucién de los Ac anti-gag y anti-pol precede al
desarrollo del SIDA en 1-4 afios, comparado con los que no desarrollan SIDA.

Ac neutralizantes: se han detectado a titulos bajos en los infectados. El aumento en
los niveles de estos Ac¢ se asocia a un curso clinico estable y su disminucidn se asocia con
progresion de la enfermedad. La rdpida mutacién que ocurre en ¢l genoma del VIH durante
la replicacién puede producir nuevas cepas virales que escapan a la neutralizacion. Ademds,
la sola presencia de Ac neutralizantes selecciona variantes de VIH in vitro.

Citotoxicidad celular dependiente de Ac (los Ac se unen a las células que producen
virus y las marcan para que sean destruidas por células efectoras especificas del huésped):
el complejo gpl20-CD4 sirve como Ag diana para esta actividad citot6xica (62-64) y
comparado con los pacientes asintomdticos, los pacientes con SIDA tienen titulo menor de
estos Ac (65-66), siendo su principal diana la gp120 y también la gp41 (23). Otra forma de

citotoxicidad celular dependiente de Ac es cuando los Ac, llamados citofilicos, se unen
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primero al FcR de la célula efectora, armando a éstas para ser citotéxicas contra estructuras
diana apropiadas. Esta actividad también disminuye a medida que progresa la enfermedad
(67). El desarrollo de Ac con potente actividad ADCC podria contribuir al control de la
diseminacién del virus célula a célula in vivo a través de la eliminacién de células infectadas
precozmente en el ciclo replicativo del virus y ademds, podria servir para vigilar la carga
residual de células infectadas que ain no han expresado protefnas virales en su superficie
pero podrfan emerger a lo largo del tiempo (66).

2.- Respuesta celular: existe respuesta proliferativa de células T en respuesta a varios
Ag. Citotoxicidad mediada por células, por linfocitos T citotdxicos especificos para el VIH,
con funcién dependiente o restringida al CMH de clase I (23,31,63,68-72). Estos pueden
lisar células infectadas que expresen en su superficie la transcriptasa inversa y las proteinas
derivadas de env, gag y pol. Se ha demostrado también la presencia de linfocitos CD8+ que
suprimen la replicacién del virus sin matar a la célula infectada (73). La actividad de los
linfocitos T citotéxicos parece que aumenta con la progresion clinica de Ja infeccién hasta
el estadio IV, volviendo a los niveles de los controles una vez se llega al estadio IV con
historia de infecciones oportunistas, lo que hipotéticamente podria tener cierto valor
pronéstico (63,69,74).

Parece clara la ineficacia de la inmunidad celular para prevenir la evolucién hacia
SIDA, a pesar del alto nimero de linfocitos T citotdxicos existentes. Una probable
explicacién para este hecho es la progresiva degradacién del sistema inmunitario como
consecuencia de la destruccién de células CD4+ o alteracién de su funcion, conduciendo a
una produccion disminuida de citoquinas que se requieren para el crecimiento y funcién de
las células CD8+ antivirales.

Otras células que pueden mediar esta citotoxicidad son las NK CD16+ (70,75),
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dirigidas por un mecanismo de ADCC contra dianas unidas a gp120, y cuya accién aumenta
en presencia de IL-2. Las NK pueden matar selectivamente células infectadas por virus sin
atacar a las no infectadas, pero sin embargo no estd claro que reconozcan y lisen células

diana infectadas por retrovirus (76,77).

1.12. Curso de la infeccién por VIH.-

La primoinfeccién se sigue del desarrollo de una respuesta inmune celular y humoral
contra el virus y un periodo prolongado de latencia clfnica, que dura una media de 10 afios,
durante el cual el paciente estd asintomdtico. Esto se sigue de la aparicién de signos y
sintomas, desarrollindose la enfermedad ya aparente, y aiin con tratamiento en este
momento, la muerte suele ocurrir a lo largo de dos afios (78).

- Infeccién aguda por VIH: en ¢l 50-70% de los pacientes con infeccién primaria, se
va a desarrollar un sindrome parecido a la mononucleosis, que aparece 3 a 6 semanas
después de la infeccién (79). Este periodo se asocia con altos niveles de viremia (80-81),
apareciendo la respuesta inmune de 1 semana a 3 meses después. En este periodo, la
infeccion se va a diseminar, produciéndose la siembra del virus, sobre todo en los érganos
linfoides, pero una vez que se ha desarrollado la inmunidad especifica, se produce una
importante disminucién de la viremia. Esta inmunidad no va a ser suficiente para suprimir
completamente la replicacidn viral, pues el VIH va a persistir en los ganglios linféticos y
puede detectarse en estados aparentemente quiescentes de la infeccién (82), aun en ausencia
de sintomas.

- Latencia clinica: tras la infeccién viral, se produce un periodo de latencia que puede
durar afios. Este periodo en realidad no deberia llamarse asf, ya que en este tiempo se va

produciendo una progresiva disminucién de los linfocitos CD4 +, es decir, 1a enfermedad por
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VIH es claramente progresiva durante este periodo, y es poco probable que haya una latencia
microbiolégica completa durante el curso de la infeccién (83-84).

- Enfermedad clinicamente aparente: debido al progresivo deterioro del sistema
inmune en estos pacientes, la mayoria de ellos desarrollardn una enfermedad clinicamente
aparente o SIDA. Hay algunas excepciones en las que esto no se va a producir de forma tan
llamativa, como es el caso de: 1) la linfadenopatia generalizada persistente, que algunos
pacientes presentan rdpidamente en el curso de la infeccién y que puede estar causada por
la importante respuesta inmune contra el VIH en los érganos linfoides, 2) el Sarcoma de
Kaposi, que puede ocurrir antes del comienzo de la inmunosupresién severa (85), y 3) la
enfermedad neurolégica, que puede reflejar un efecto directo o indirecto del virus o de sus

productos en las neuronas y otras células del sistema nervioso central (86).

1.13. Papel de los érgangs linfoides en la infeccién por VIH.-

La presencia del VIH se ha demostrado en los érganos linfoides por hibridacién in
situ y por PCR (87-89), lo que no significa que los érganos linfoides sean el sitio preferente
de la infeccién. La carga viral en ellos es mayor en el periodo de latencia clinica, por lo que
probablemente la carga viral total en este periodo no sea muy baja. La infeccién primaria da
lugar a una intensa viremia que conduce a la siembra de multiples ganglios causando
linfadenopatia y el inicio de una respuesta inmune especifica. Se produce un acimulo
ganglionar de células CD4+, por proliferacién in situ o migracidn a los ganglios, que se van
a activar y pueden ayudar a la respuesta especifica de células B en los centros germinales
(90). Este acimulo de células CD4+ puede contribuir al brusco descenso de su nivel en la
circulacién, Por otro lado, su estado activado facilitaria la infeccién por el virus en el

ganglio, asi como su replicacién (en este periodo, del 25-50% de células CD4+ estdn
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activadas en los ganglios, comparado con sélo el 5-10% en la sangre periférica).

En la fase latente de la infeccién, el VIH estd concentrado en los ganglios linfiticos
y se replica activamente, La presencia en estos érganos se correlaciona con las alteraciones
histopatolégicas como la hiperplasia folicular y la expansion de las células dendriticas
foliculares. Ademds, las células infectadas por el VIH pueden ser incapaces de entrar en la
circulacién. El atrapamiento del virus en los ganglios (bien extracelulares o en las células T
que no pueden recircular), la aparicién de la inmunidad especifica y 1a muerte del pool inicial
de células infectadas, podria explicar la desaparicién del VIH y de las células infectadas
durante el periodo prolongado de latencia clinica. A medida que se desarrollan los dltimos
estadios de la enfermedad, se altera la arquitectura de los ganglios y se disuelve la red de
células dendriticas folicuiares, desaparecen los mecanismos de atrapamiento del VIH y asi
es libre para recircular produciéndose un aumento de la carga viral total circulante que no

seria tal sino el reflejo de la recirculacién del VIH.
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2. CELULAS NATURAL-KILLER (NK).-

Para la revisién de este tema se han seguido los trabajos de G. Trinchieri (91) y de
C.E. Lewis y J. McGee (92).

Son células efectoras que median la citotoxicidad natural no restringida por el
complejo mayor de histocompatibilidad. Esta citotoxicidad natural puede estar mediada por
diferentes tipos de linfocitos y otros leucocitos, bien espontdneamente o tras activacion. Asf,
algunos investigadores han sugerido que se las defina operativamente, como cualquier célula
linfoide de un huésped no inmunizado que medie la citotoxicidad no restringida al complejo
mayor de histocompatibilidad. Sin embargo, si es posible sugerir que dependen de la médula
6sea para su diferenciacién y no del timo (93). Representan entre un 5-20% de las células
mononucleares de sangre periférica humana.

Posiblemente constituyan una tercera estirpe de diferenciacién linfoide. En la V
Reunién Internacional sobre células NK de 1988 (94), se definieron como "Linfocitos
Granulares Grandes (LGL) que no presentan en su superficie el antigeno CD3 ni cualquiera
otra de las cadenas receptoras de células T (alfa, beta, gamma o delta), pero que si expresan
el CD16 y el NKH-1 (Leu-19 6 CD56) en humanos y el NK-1.1/NK-1.2 en ratones, y
median reacciones citoliticas en ausencia de expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase I o clase II en las células diana”.

Ciertos linfocitos T que son alfa-beta+ o gamma-delta+ pueden expresar una
actividad citolitica similar a la de las NK. Estos linfocitos se describen como con actividad
"NK-like" o con funcién citolftica no restringida al CMH (94). Las células llamadas LAK
("Lymphokine-activated Killer") son linfocitos activados por IL-2 y pueden ser células NK
o ¢élulas T (95).

El Ag CD16 es un receptor de superficie de células NK (receptor de baja afinidad
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para el fragmento Fc de la IgG). A través de este receptor las células NK pueden lisar c€lulas
diana unidas a Ac IgG. Aunque la citotoxicidad mediada por células dependiente de Ac
(ADCC) puede ser mediada por varios tipos celulares, incluyendo monocitos/macréfagos y
polimorfonucleares, la poblacién linfocitaria que media la ADCC se ha demostrado idéntica
a la poblacién celular NK (96) y a una poblacién minoritaria de células T. Por lo tanto, las
células NK tienen actividad NK, actividad LAK y actividad de citotoxicidad celular especifica
dependiente de Ac.

La citotoxicidad mediada por células NK puede ser inmediata y dependiente del
contacto intercelular (lisis entre 30 minutos y 4 h post-contacto) o bien actuar sobre ciertas
dianas a través de factores solubles secretados, como el factor de necrosis tumoral (TNF) y
el factor citotéxico de las NK (NKCF), cuyos efectos citotéxicos se detectan mds tardiamente

(18-24 h).

2.1. Ensavo de la citotoxicidad mediada_por cé€lulas NK.-

Suelen usarse células derivadas de tumores como c€lulas diana para las NK, pero
también puede demostrarse citotoxicidad contra células diana normales. La célula diana mds
sensible y mas ampliamente usada para las células NK humanas es la K562 (97), derivada
de un paciente con leucemia mieloide crénica en crisis bldstica. Estas células no tienen Ag
del CMH de clase I ni Il y se les puede inducir diferenciacién in vitro hacia células con
caracteristicas micloides, eritroides o megacariociticas. La citotoxicidad NK suele
cuantificarse en el ensayo con *'Cr, en el que se evalia la lisis celular después de 3-4 horas
de incubacién a 37°, midiendo la cantidad de material radiactivo presente en el fluido
sobrenadante (98). Se ha observado que un 15-40% de los linfocitos de sangre periférica

forman conjugados con las células K562. Aunque una gran proporcién de células NK (hasta
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el 100% después de un estimulo con interferén) se unen a las células diana, no todas las

células de sangre periférica que forman conjugados son NK (99-100).

2.2. Caracteristicas fenotipicas.-

La principal estructura implicada en el proceso de reconocimiento celular permanece
sin descubrir (101). El uso de Ac monoclonales ha demostrado que no hay un unico Ag de
superficie que sirva como marcador especifico para las células NK, sino que se definen con
una combinacién de antfgenos de diferenciacién compartidos con otros tipos celulares,
principalmente las células T y las mielomonociticas. Algunos de estos marcadores de
superficie no estdn presentes en todas las NK, sugiriendo que presentan cierta
heterogeneidad. En general, las células NK humanas no comparten marcadores de superficie
caracteristicos de las células B, a excepcion del Ag CB02, presente en las células B y en una
poblacién NK (102). La mayoria de los investigadores estdn de acuerdo en que las células
NK humanas en reposc no expresan significativamente antigenos del CMH de clase II,
aunque se ha descrito (103) la expresion de antigenos HLA-DR, DP y DQ en una poblacidn
de NK.

Antigeno CD16 o FcR-gamma-III: se expresa en la gran mayoria de células NK y en
los macréfagos tisulares y los derivados de monocitos y en granulocitos y algunas
subpoblaciones de células T. Es un receptor de baja afinidad para la porcién Fc de IgG. Se
une a IgG en complejos inmunes con Ag soluble o insoluble, pero no se une a IgG
monomeérica. La unidn de CD16 a las IgG tiene lugar a través de los dominios CH2 y CH3,
siendo la interaccién con el dominio CH2 la responsable de la actividad ADCC. La
estimulacién de células NK a través de CD16 determina su activacion.

En la mayoria de los donantes sanos el Ag CD16 se expresa en una proporcién
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insignificante de células T CD3+. Sin embargo, en algunos estudios esta proporcién es mds
elevada y demuestran la presencia de un 5-10% de células T CD3+ CD16+. Estas células
T expresan el CD16 en mucha menor densidad de lo que lo hacen las células NK CD3-
CD16+. El CD16 FcR es el receptor usado por las células NK para el reconocimiento y
muerte de las células diana unidas a Ac, y en general sélo los clones de CD16+ tienen
actividad de citotoxicidad celular dependiente de Ac (ADCC). Induce la produccién de
Interferon-gamma y TNF-alfa estimulando ademds la sintesis de GM-CSF y M-CSF en
presencia de IL-2. La produccién de IL-3 no es activada por este antigeno. La estimulacién
a través de este receptor activa la expresion de antigenos de activacién como el receptor de
transferrina, el 4F2 y el CD25.

La interaccion de CD16 con sus ligandos estimula la fosfolipasa C (PLC),
generandose asi fosfato de inositol (IPs) y diacilglicerol (DAG). Algunos IPs (IP3) provocan
un aumento de la concentracidn de calcio intracelular, y el DAG es activador de la protein-
quinasa C (104). La entrada de calcio a la célula parece ser crucial para la sintesis y
secrecion de IFN-gamma y TNF-alfa. El mecanismo por el que el CD16 activa la PLC no
estd totalmente aclarado. Se ha sugerido la implicacién de protefna G o la activacién de
tirosin-quinasas.

Antigeno CD56 (N-CAM): proteina de 180 kD presente también en una subpoblacién
de linfocitos T CD3+ y en células del sistema nervioso. Contribuye, junto a LFA-1 y CD2,
en la interaccién de células NK con dianas que también expresan CD56.

Antigeno LFA-1: constituido por dos moléculas denominadas CD11a (180kD)y CD18
(95 kD), unidas no covalentemente. Se expresa en leucocitos y pertenece a la subfamilia beta-
2 de las integrinas, que incluye ademds el CD11b/CD18 y el CD11¢/CD18. Participa en

interacciones celulares a través de la unidn con al menos tres ligandos conocidos; [CAM-1,
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2 y 3. Este sistema de interaccion representa una via fundamental de comunicacién entre
leucocitos y otras células y es necesario para Ia respuesta inmunitaria. La interaccién mediada
por LFA-1 participa en la lisis de varias dianas, como K-562 y Daudi y ademds es necesaria
para la formacién de conjugados y citotoxicidad debida a la estimulacién de células NK con
Ac monoclonales anti-CD2 y anti-CD16. El CDilb se expresa en una fraccién de NK;
interacciona con ICAM-1, el componente C3bi del complemento y el fibrinégeno. Se ha
implicado en la interaccién y lisis por células NK de dianas que unen C3bi.

Junto a las integrinas leucocitarias, las NK expresan distintas integrinas de la
subfamilia VLA (beta-1), como VLA-1, 2, 3, 4, 5 y 6. La expresion de estos receptores en
células NK permite su interaccién con componentes de la matriz extracelular, como
fibronectina y laminina, asi como con ligandos celulares como VCAM-1.

Antigeno CD2: molécula de 50 kD expresada por linfocitos T, timocitos y células
NK. Constituye el receptor para un ligando celular de amplia distribucién, denominado LFA-
3. Se han reconocido tres epitopos principales en CD2: T11-1, T11-2 y T11-3. Los 1 y 2 se
expresan en todas las células CD2+, mientras que el 3 se induce como consecuencia de la
activacién celular o estimulacidn con Ac monoclonales anti- T11-2.

El CD2 presenta ciertas analogias funcionales con el CD16 en las células NK. Por
una parte, la estimulacién via CD2 provoca aumento de la concentracién de calcio
intracelular, y ciertos Ac monoclonales anti-CD?2 estimulan la citotoxicidad de células NK
contra dianas tumorales, células normales e incluso contra s{ mismas.

NKG2: recientemente se ha descrito un grupo de productos génicos homélogos,
denominados NKG2-A, B y C, expresados especificamente por células NK humanas y
algunos clones de linfocitos T. Aun no se han descrito Ac monoclonales contra estas

moléculas y su papel funcional ha de ser analizado.
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GL183/EB6; son dos Ac monoclonales que reconocen dos estructuras monoméricas
de 55-58 kD, expresadas de forma exclusiva en una proporcién variable de células NK y una
fraccién minoritaria de linfocitos T. La proporcién de células NK periféricas que expresan
uno o0 ambos Ag oscila entre un 25-80% en distintos individuos. Las estructuras reconocidas
por ellos son capaces de transducir sefiales intracelulares con aumento de la concentracién
de calcio intracelular, activan la citotoxicidad contra dianas tumorales humanas y coestimulan
la produccién de TNF-alfa por células NK en presencia de dosis subdptimas de ésteres de
forbol.

Antigeno Kp43: antigeno de diferenciacion leucocitaria constituido por un dimero de
70 kD. Su expresién estd esencialmente restringida a células NK, una subpoblacién de
linfocitos T gamma/delta y una fraccién minoritaria de células T alfa/beta CD8+, CD56+
(105-106). La IL-2 induce el aumento de expresién de este Ag en la membrana celular. La
estimulacién de células NK con el Ac monoclonal anti-Kp43 provoca una répida agregacion
homotfpica dependiente de la interaccién LFA-1/ICAM-1; la induccién de actividad citolitica
contra células no tumorales, normalmente resistentes a la lisis, mediante un mecanismo
dependiente de cationes divalentes, en el que participa Ia integrina leucocitaria LFA-1; la
activacion de la biosintesis y secrecién de TNF-alfa, asociada a un incremento de los niveles
de RNA-m especifico, sin prolongar la vida media de éste, 1o que sugiere un efecto regulador
sobre la transcripcién; la inhibicién parcial de la proliferacién dependiente de IL-2, que se
acompafia de una pérdida progresiva de viabilidad celular,

La activacién via Kp43 complementa la estimulacién mediada a través de CD16 en
células NK y de CD3 en linfocitos T gamma/delta. La molécula Kp43 puede corresponder
a un receptor de superficie que, al interaccionar con su hipotético ligando, desempefiaria un

papel accesorio en la regulacién funcional de células NK y linfocitos T gamma/delta.
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2.3, Activacidn y mecanismos efectores de células NK.-

Cuando las NK dejan la médula Gsea, salen a sangre periférica donde se diferencian
y donde tienen una vida media corta, La caracteristica mds llamativa de las NK es que las
células circulantes, en reposo, son células activas funcionalmente naturales, es decir, pueden
ser estimuladas para lisar una célula diana en minutos, cuando se enfrenta a una diana
apropiada o a una célula diana unida a Ac. Otras funciones de las NK, como la produccién
de linfoquinas y la regulacién de las células hematopoyéticas y de la respuesta inmunitaria
adaptativa, también son mediadas por NK en reposo. Esta capacidad de las células NK para
responder a un estimulo sin necesidad de preactivacion las capacita para participar en la
primera linea de defensa contra varios patégenos. Por ello, son parecidas a otras células de
la inmunidad no adaptativa, como los granulocitos y los monocitos/macréfagos. También
como en éstas Ultimas, la actividad funcional NK aumenta por citoquinas como el IFN y la
IL-2.

El proceso por el que las NK se activan para lisar sus dianas y segregar citoquinas
consta de varias etapas:

1.- Se produce interaccidén con las células diana y las NK las reconocen por medio

de moléculas receptoras en su superficie,

2.- Estas moléculas deben transmitir una sefial a través de la membrana celular

indicando que han sido ligadas.

3.- Esta seiial debe activar la maquinaria citolitica y secretora, pudiendo producir una

induccién de la expresion de los genes de las citoquinas.

4.- Separacién de la célula efectora de la diana y muerte de ésta.
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2.4, Mecanismos de citotoxicidad.-

El mecanismo litico mejor conocido en las células NK es la secrecién de grénulos
liticos (granulosomas). La desgranulacién se produce tras el contacto con la diana, una vez
que los grinulos se han polarizado hacia la zona de contacto de las dos células, y conlleva
el vertido de perforinas (PFP), serina esterasas y proteoglicanos al espacio intercelular. La
secrecién de los grdnulos se asocia a estifmulos que activan el catabolismo de los fosfolipidos
y provocan aumento de la concentracién de calcio intracelular en la célula efectora. Este
proceso ocurre durante la actividad ADCC y se ha detectado en la citotoxicidad de células
NK contra dianas como K-562.

Las células NK segregan el NKCF tras interactuar con las células diana, que es
citotéxico para las dianas sensibles (107-109). Este factor seguramente engloba a més de una
molécula, pues se ha demostrado que en algunas ocasiones la actividad medida es dependiente
de TNF, lo que indica que éste seria un componente del NKCF (110).

Las moléculas responsables de la actividad litica de los granulos son las PFP (111),
que son proteinas de 70 kD que tienen cierta homologia con el componente C9 del
complemento (112) y que polimerizan a temperatura fisioldgica de forma dependiente de
calcio, formando canales tubulares al insertarse en la membrana de la célula diana, cuya
destruccién tiene lugar por un mecanismo de lisis osmdtica. En cuanto a las proteasas y
proteoglicanos, su funcién no estd claramente establecida. Algunos datos sugieren un papel
regulador del proceso litico asi como de proteccion de la célula efectora durante la lisis de
la diana. Otro de los fenémenos asociados a la actividad citotéxica es la induccién de
apoptosis en la célula diana. Dicho proceso se caracteriza por una serie de alteraciones
morfoldgicas de la célula y por la rotura del DNA (113) en fragmentos de 200 pares de

bases, siendo estos fendmenos detectables en una fase anterior a la lisis de la membrana
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plasmdtica. Dicho efecto parece ser independiente de PFP, habiéndose sugerido la
participacién de otros fenémenos citotéxicos alternativos o complementarios. Citoquinas
como TNF-alfa o IFN-gamma son capaces de inducir apoptosis en algunas dianas y cooperar
con las PFP. Se ha descrito una proteasa contenida en los granulos, denominada fragmentina,
capaz de provocar la fragmentacién del DNA de células diana dependiendo de la secrecién
previa de PFP.

En base a todo esto, es probable que el proceso citotéxico dependa de la actuacién
combinada de varios mecanismos y de la sensibilidad variable de cada tipo de célula diana
a los mismos. Se ha propuesto un modelo que integra la participacién de distintos elementos,
sugiriendo que la accién de las PFP permitiria la entrada de otros productos secretados por
la célula NK y que contribuirian al proceso téxico.

Se desconoce el mecanismo de proteccién por el que las NK no son autodestruidas
por sus propios mecanismos citotdxicos. Se ha detectado la presencia de moléculas de
interaccién celular (CD3, CD8, receptor de células T y CMH de clase I) en granulosomas
de linfocitos T citotéxicos, habiéndose propuesto un modelo segun el cual la direccionalidad
de la lisis vendria condicionada por las moléculas de interaccion celular presentes en los
grdnulos liticos. También se ha postulado, por analogia con el papel del factor de restriccién
homéloga del complemento (HRF) (114), 1a presencia de moléculas protectoras frente a

factores liticos en la membrana de las células efectoras.

2.5. Receptores implicados en la interaccién NK-célula diana.-
Las células NK presentan un elevado potencial citolitico contra diversas dianas,
aunque no todas las interacciones celulares mediadas por las NK son citot6xicas. Estas

células pueden activar a otras a través de su interaccién con ellas, como en el caso de la
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estimulacién de la formacién de colonias de granulocitos/macréfagos a partir de precursores
de médula Gsea. La cuestién de cudles son los elementos implicados en la interaccién de las
NK con otras poblaciones, y de qué manera se determina el tipo de respuesta efectora
(citotoxicidad y patrén de secrecién de citoquinas) estd aun por resolver. Es indudable que
las protefnas de adhesién celular juegan un papel fundamental en la citotoxicidad, si bien su
participacidn es variable dependiendo de la diana. A este respecto cabe citar que el bloqueo
de interacciones mediadas por LFA-1 y CD2 puede inhibir completamente la lisis de Daudi,
pero no la de K562 y otras dianas. Ademds de éstas, otras proteinas de membrana, como
CD56 y la recientemente descrita p110, estdn implicadas en la citotoxicidad contra diversas
dianas. Otros resultados sugieren fenémenos de reconocimiento adicionales a este tipo de
interacciones. Los antigenos del CMH de clase I de la diana pueden intervenir en la fase de
reconocimiento por parte de la célula NK.

En definitiva, las células NK disponen de diferentes mecanismos de reconocimiento
de células diana, a través de la deteccion de moléculas del CMH de clase 1 o a través de
otras estructuras de reconocimiento/interaccién. Hay que destacar también la importancia de
otras moléculas como integrinas y CD2, susceptibles de regular la actividad citotoxica de las
células NK y tal vez determinantes del reconocimiento de dianas concretas (114-115). La
selectividad de las NK podria estar determinada por la expresion relativa de varias moléculas
de superficie celulares y de receptores, y todas las moléculas discutidas podrian tener algin
papel en el reconocimiento o en las fases post-unién, y ninguna molécula jugarfa un papel

dnico o esencial (91).

2.6. Regulacién de la actividad citotdxica y de la proliferacion de NK.-

1.- Interferones: aumentan la actividad citotéxica de las NK (116) tanto los
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interferones alfa y beta, que no son producidos por las NK, como el IFN-gamma. Los
mecanismos por los que actian son: 1) aumenta el nimero de células que se unen a la diana
y aumenta la proporcién de células citotéxicas (117); 2) acelera la cinética de la lisis (118);
3) aumenta la capacidad de reciclaje de las NK activas; 4) aumenta la sintesis y/o secrecién
de NKCF.

2.- IL-2: producida exclusivamente por subpoblaciones de linfocitos T activados, es
un potente estimulante de la activacién NK in vitro e in vivo (119-120). Actda provocando
la entrada en el ciclo celular de la mayorfa de las células NK circulantes. Este efecto es
mediado a través del receptor de IL-2 de afinidad intermedia (p75), que se expresa con
mayor densidad que en linfocitos T. La IL-2 también induce la expresion de su receptor de
baja afinidad (p55, TAC o CD25). El efecto mitogénico de la IL-2 es potenciado por
diversos estimulos, tales como la activacién a través de CD2 y CD16, la interaccién con
dianas como Daudi y RPMI 8866 y la estimulacién por otras citoquinas como la IL-1, IL-5,
IL-7 y TNF-alfa. La estimulacién de las NK por la IL-2 se traduce en un estado de
activacion que conlleva: la expresion de nuevos antigenos de superficie como el CD69, el
HLA-DR, el 4F2, el receptor de transferrina (TfR) o el T10; el aumento de los niveles de
proteinas ya expresadas basalmente como CD2, CDlla, CD54 y CD58, asi como la
induccidén de la biosintesis de citoquinas. Induce la produccién de TNF-alfa, IFN-gamma y
GM-CSF.

3. Factor estimulante de las células NK (NKSF o IL.-12): citoquina constituida por
dos subunidades de 40 y 35 kD unidas por puentes disulfuro, y producida por ciertas lineas
B linfoblastoides. Induce 1a produccién de IFN-gamma, potenciando la accién de la IL-2. Es
capaz de inducir también la produccién de TNF-alfa. Estimula la proliferacién de células

NK, aunque su actividad mitogénica es inferior a la de la IL-2. También estimula la actividad
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citotdxica, al incrementar la expresion de proteinas de adhesién intercelular como CD2,
CDl1a y CD54.

Se han descrito efectos de otras citoquinas sobre las células NK: la IL-1 coestimula
la citotoxicidad en combinacién con IL-2 e IFN-gamma. La IL-7 induce la proliferacién de
NK, la produccién de TNF-alfa y la expresién de receptores para TNF-alfa e IL-2. El TNF-
alfa aumenta la expresién de CD25 y la actividad citotéxica de las NK. La IL-4 inhibe la
proliferacién y la actividad citolitica si las células no han sido estimuladas con IL-2,

desapareciendo esta accién si las células ya estaban estimuladas con la IL-2.

2.7. Produccién de citoquinas por las células NK.-

Son capaces de producir citoquinas cuando se estimulan de forma apropiada: IFN-
gamma, TNF-alfa y beta, GM-CSF, M-CSF e IL-3. La produccién de citoquinas est4
regulada por diferentes estimulos: otras citoquinas (IL-2 y NKSF), la activacién via CD16
mediante inmunocomplejos y Ac monoclonales especificos, la estimulacion a través de otros

Ag de membrana (CD2, p110) y la interaccién de las NK con distintos tipos celulares.
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2.8. Papel fisiolégico de las células NK.-

Se han propuesto varias funciones para estas células , de las que las mds importantes

s¢ describen en la tabla 2.

TABLA 2

2.9. Actividad antimicrobiana de las NK.-

1.- Actividad antiviral. Los pacientes con déficit selectivo de células NK tienen

frecuentes infecciones por virus varicela-zdster (VVZ), citomegalovirus (CMYV), virus de
Epstein-Barr (VEB) y otros.

Las NK, junto con los interferones y otros mecanismos de resistencia natural, son fa
primera linea de defensa del organismo contra ciertos virus, antes de que se activen la
inmunidad humoral o celular adaptativa especifica de antigeno. Durante una infeccién virica,
la respuesta de las NK alcanza su pico a los tres dias y se sigue de una respuesta de linfocitos

T citotéxicos que tiene el pico a los 7-9 dfas. El aumento de la actividad NK se debe a un

44




aumento absoluto de su niimero, que se originan "de novo" en la médula 6sea, por induccion
por IFN, y que se van a localizar de forma preferente en los érganos infectados. El IFN-alfa
es el mayor responsable del aumento de la citotoxicidad de las NK contra células diana
infectadas por virus, y sus niveles sistémicos se corresponden con los niveles de actividad
NK.

2. Actividad en infecciones bacterianas. Las NK tienen un papel activo en la respuesta
antibacteriana: son capaces de migrar y concentrarse en €l foco de inflamacidn; in vitro,
pueden unirse y matar a ciertas bacterias, y pueden producir citoquinas que median la
respuesta inflamatoria. En la mayoria de los casos, las infecciones bacterianas producen un
aumento precoz y significativo de la actividad NK en el bazo y en el compartimento linfoide
cercano al 4rea de infeccidn, pero no se sabe si esto es beneficioso para la supervivencia del
huésped o tiene un efecto perjudicial. El principal mecanismo de las NK contra las
infecciones bacterianas puede ser el dependiente de la produccién de citoquinas como IFN-
alfa, gamma, GM-CSF, TNF vy factor quimiotdctico de los macrdéfagos, que activarfan a otras
células efectoras de la inmunidad no adaptativa. La accidn sobre bacterias incluye: Gram +
(Listeria, Corynebacterium parvum, Estafilococos), Gram - (Salmonella, Shigella, Serratia
y Legionella), Micobacterias y Mycoplasma (121-122).

3. Actividad en infecciones fungicas. Pueden también inhibir el crecimiento de
algunos hongos, como el criptococo y coccidioides. La candida albicans aumenta la actividad
NK al inducir la produccién de TNF desde NK y monocitos, pero sin embargo no la
eliminan. Su actividad fungicida podria ser a través de la activacién de neutréfilos y
macréfagos.

4, Actividad en infecciones por parésitos y protozgos. La infeccién por protozoos

como Plasmodium berghei o Toxoplasma gondii activa a las células NK con aumento de
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actividad citolitica frente a dianas tumorales. Ademds, Toxoplasma gondii estimula la
produccién de IFN-gamma, para lo que se requiere la cooperaciéon de macréfagos y
produccién por parte de éstos de TNF-alfa y de IL-12. Leishmania major también estimula

a las células NK para producir IFN-gamma, y lo mismo para Cryptosporidium parvum (122).

2.10. Células NK y virus de la inmunodeficiencia humana,-

La alteracién en la citotoxicidad de las NK es uno de los hallazgos inmunoldgicos
descritos en la infeccién por el VIH y tanto en éste como en otros aspectos que se analizan
a continuacién se encuentran muchas contradicciones. Asf, se ha visto disminuida en los
pacientes con SIDA (123-125) y con el llamado complejo relacionado (126,127), mientras
que en los asintomdticos hay autores que la encuentran normal (74,124,128-129), elevada
(130) y otros disminuida (126,131-132). Por tltimo, otros estudios han demostrado que la
actividad NK es similar en los sujetos sanos y en los infectados (69,130,133),
independientemente del grado de evolucién de la enfermedad. Esta alteracién forma parte de
la disfuncién general inmune de los pacientes infectados y se supone que puede conducir a
la progresién de la enfermedad, por su implicacién en la proteccidn contra infecciones y
tumores. La falta de controll por las NK en el crecimiento de patdgenos que activan el gen
de infectividad tat del VIH-1 puede también favorecer la progresion a SIDA.

La patogénesis del déficit no es conocida y podria ser consecuencia de:

1.- Disminucién del nimero de las NK.

Portilla et al (134) encuentran disminucion de los linfocitos con fenotipo NK a medida
que progresa la enfermedad. Otros autores apoyan estos hallazgos (130,135) y Margolick et
al (135) sugieren que la disminucién de forma precoz tras la seroconversién puede

predisponer a la progresién de la infeccién. Estos datos contrastan con los de otros autores
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que encuentran que el fenotipo y el nimero de las NK son normales (125-127,133,136), o
incluso que las células NK con fenotipo CD8+ estarian aumentadas (129). Formenti et al
(137) han descrito que el mimero de células CD2- NKH-14+ es normal en pacientes
diagnosticados de SIDA con infecciones oportunistas, mientras que estd disminuido en los
diagnosticados de sarcoma de Kaposi, en los que presentaban linfadenopatfa generalizada
persistente y en los asintomiticos, ocurriendo lo mismo con la poblacién CD2+ NKH-1+.

2.- Alteracion en el reconocimiento de la célula diana. La unidn a la diana se produce
en todos los pacientes, lo que parece que descarta la existencia de factores que puedan
bloquear la unién. Sin embargo, Scott-Algara et al (138) han demostrado que esta unién estd
alterada en pacientes con SIDA diagnosticado y sarcoma de Kaposi.

3.- Alteracién de los mecanismos que se producen tras la unién a la célula diana, por
inhibicién de las vias de transduccion de la sefial, que daria lugar a defecto en la lisis celular
(125,136,138). Segiin algunos estudios, el defecto se localizarfa en la fase de la lisis post-
unién o post-reconocimiento; tras la unién a la célula diana muestran polarizacién normal de
la actina (importante para la unién) pero no polarizan la tubulina alfa y beta (que intervienen
en la reorganizacién de los microtibulos (139) y no segregan NKCF (127,138). Asi, el fallo
de las NK en el SIDA estaria a nivel del estimulo para la produccién de NKCF. El defecto
en la produccion de este factor se recupera sélo parcialmente cuando se exponen a IL-2
(127,138), sin que se alcanze la respuesta normal, lo que sugiere que una disminucién de la
produccién de esta citoquina puede ser la causa de la disfuncién , aunque tal vez otros
factores desconocidos hasta ahora puedan estar implicados. La IL-2 aumenta la funcién de
las NK en forma dosis-dependiente (140,141) y esta respuesta no depende de 1a manifestacién
primaria de la enfermedad (infeccién oportunista y/o tumor). El aumento de actividad de las

NK en la infeccién por VIH, tras estimulo in vitro con IL-2, no es atribuible a la produccién
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secundaria de IFN-gamma por los linfocitos de sangre periférica (142), lo que indicaria que
€ste no es necesario para que la IL-2 actie.

La produccién de NKCF también se recupera cuando se estimulan por otros medios,
como con ésteres de forbol o con IFN-gamma (138). Por otro lado, se ha observado que la
produccién de TNF-alfa y de IFN-gamma también estd disminuida tras la unién a la célula
diana, lo que podria ser de interés al estar implicados en el complejo proceso de la lisis
(138).

Las células infectadas por virus son reconocidas por las NK (se produce conjugacidn)
pero fallan en el momento de la lisis. La retirada del dcido sidlico de la superficie de las
células infectadas antes de la incubacién con NK di6 como resultado que las NK producian
la muerte de las células diana (76). Segin estos autores seria de interés examinar si la
infeccién retroviral aumenta la concentracién de dcido sidlico en la superficie de las células
del huésped.

Se han sugerido otros mecanismos que podrian tener también cierto interés. El VIH
puede tener tropismo por las células NK e infectarlas directamente, como ha podido ser
demostrado en experimentos en cultivos celulares (143). No obstante, no hay evidencia
directa de que las células NK CD4- se infecten in vivo por el VIH, y es més probable que
un mecanismo patogénico indirecto sea el responsable de la disfuncién de estas células en la
infeccion.

Las proteinas del VIH, o fragmentos de ellas, podrian ser responsables del defecto
de las NK, asi como de otros defectos inmunolégicos en pacientes con SIDA. Se ha
sintetizado el CKS-17, un heptadecapéptido homoélogo a una regién de la molécula p15E del
VIH-1. Este péptido inhibe la actividad litica de las células NK humanas frescas aisladas y

de las activadas con IFN-alfa (144). También puede inhibir el aumento de la actividad
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citolftica NK mediado por linfoquinas, como el IFN-alfa o gamma, pero no del mediado por
IL-2, lo que hace pensar que el mecanismo de acci6n de estas linfoquinas sobre las NK es
diferente. La accién del CKS-17 es rdpida y de larga duracién, pero no irreversible.

Otros péptidos sintéticos, homdlogos con alguna secuencia de la gp41, son potentes
supresores de la citotoxicidad mediada por células NK contra células K562. Esto sugiere que
las proteinas de envoltura pueden modular la funcién NK en ausencia de infeccion de estas
células por el VIH. El Péptido Inhibidor Vasoactivo (VIP) tiene homologia con algunos
aminodcidos del receptor CD4 en el sitio de unién para la gp120. Inhibe la infeccién de
células neuronales en cultivo al competir con el sitio de unién de la gpl20 con el CD4, e
inhibe la quimiotaxis inducida por 1a gp120 en las células T CD4+. Se ha demostrado que
las células NK tienen receptores para VIP y que éste inhibe la actividad NK en linfocitos
normales y causa aumento de los niveles intracelulares de AMP-c, que se correlacionan con
la disminucién de la actividad NK en individuos normales. Por tanto, es posible que
interacciones entre receptores de VIP en las NK y la gpl20 puedan ser responsables del
defecto de las NK en el SIDA.

También se ha demostrado que la gp120 recombinante inhibe la capacidad litica y la
polarizacién de los microtibulos de las NK, aunque no afecta a la unién con la célula diana.

En recientes trabajos (145-146) se ha podido demostrar que las células NK pueden
ser diana y ser infectadas por un virus, en concreto por el herpes virus tipo 6. Segtn esto,
este virus podria alterar la funcién de las NK produciendo directamente su muerte o
induciendo receptores para el VIH.

En cuanto a la actividad de citotoxicidad celular dependiente de AC (ADCC) se ha
observado que estd dirigida contra glicoproteinas de envoltura, pero no contra las proteinas

dependientes de gag; estos Ac son predominantemente del tipo IgG1 y estdn dirigidos a
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epitopos de gp120 y gp41. In vitro parece ser normal, pues las NK de pacientes con SIDA,
tras estimulo con dianas unidas a Ac, fueron capaces de lisarlas y segregar NKCF (147),
aunque fueran defectuosas para la citotoxicidad natural. En otros trabajos, se ha visto que
la actividlad ADCC, determinada en funcién del titulo de Ac que median este tipo de
citotoxicidad, disminuye con la progresién de la enfermedad (65,66,122,138,148,149): 60%
de los pacientes con SIDA y 20% de los asintomdticos tienen titulos menores de 1/3.000.
La causa iltima de la deficiencia de NK en el SIDA no estd clara. Es posible que no
haya una sola causa patogénica y que estos mecanismos operen sinérgicamente (76,150).
Tampoco se conoce por qué en algunos pacientes la actividad es normal y en otros estd
alterada. Los pacientes con SIDA tienen muchos defectos inmunolégicos y es dificil definir
el papel que pueda tener la disminucién de la actividad NK en la patogénesis de esta
enfermedad. Ya que las NK tienen actividad antimicrobiana y antitumoral, y pueden afectar
a la hematopoyesis, resultaria de interés conocer si las NK tienen algin papel en la
prevencion de infecciones oportunistas o en el desarrollo de sarcomas y si pueden contribuir

a las alteraciones hematopoyéticas observadas en estos pacientes.
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3. FACTOR DE NECROSIS TUMORAL,-

El factor de necrosis tumoral (TNF-alfa) es una citoquina producida principalmente
por monocitos y macréfagos, asi como por células NK y linfocitos T. Entre otras funciones,
el TNF es el principal mediador de la respuesta inflamatoria de cualquier tipo (aguda,
crénica, generalizada, inmune, etc.) por lo que tiene un importante papel en el shock séptico;
induce en las células endoteliales la expresién de moléculas de adhesién que son esenciales
para €l aciimulo local de leucocitos. Tiene también una importante funcién en la eliminacidn
de microorganismos patdgenos, sobre todo intracelulares (Listeria, Leishmania, etc) (151).
Su papel en la infeccién por el VIH atin no estd bien establecido. Por ser una citoquina
liberada por los macréfagos y éstos una de las principales dianas del virus, se ha pensado que
el TNF-alfa podria tener relacién con la patogenia de la enfermedad (152).

Induce la expresién del VIH en células T crénicamente infectadas (153-154) y en
células monociticas (155-156), de manera autocrina-paracrina, actuando en los mecanismos
transcripcionales con activacién del NF-kB (19,26,44,49,157-159). En estudios recientes se
han corroborado estos hechos al demostrar que el TNF-alfa induce la expresién de un VIH
latente, defectuoso en la proteina tat, y se ha mantenido su replicacién en células T y
mononucleares (160). De esta forma, la induccién de la expresién del VIH por el TNF-alfa
tendria un papel importante en los estadios precoces del ciclo vital del virus y en la latencia
viral.

La determinacién de TNF-alfa en el suero de los pacientes infectados ha dado
resultados dispares, desde niveles indetectables (161-162) hasta importantes aumentos en los
estadios mds avanzados de la infeccién (163-166) por lo que no se ha podido correlacionar
con las fases de la enfermedad (167). Algo similar ocurre con la determinacién de la

citoquina en cultivos de monocitos purificados, donde se han encontrado niveles disminuidos
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(168) o aumentados (169-171) dependiendo de los estudios revisados. Por tltimo, la
determinacién en suero de receptores solubles de TNF-alfa se ha demostrado que aumenta
en paralelo con la severidad del estadio clinico, lo que podria servir como un marcador

potencial de progresién de la enfermedad (172).
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OBJETIVOS
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El sindrome de inmunodeficiencia adquirida ha sido objeto en los dltimos diez afos
de una importantisima atencién investigadora. A pesar de ello, persisten numerosas incégnitas
sobre esta enfermedad. Con el presente trabajo hemos pretendido aportar nuestra contribucién
a su estudio, abordando los siguientes objetivos:

1°.- Evaluar las diferencias en el nimero de pacientes que evolucionan a caso-SIDA
Yy su supervivencia tras el diagndstico de SIDA, segtin la definicién de 1987 y la mds reciente
de 1992, para establecer la utilidad de la nueva clasificacién en la prdctica clinica y
comprobar si el hecho de ampliar el mimero de enfermedades indicadoras puede suponer un
cambio en la orientacién prondstica de los pacientes.

2°.- Estudiar el niimero de células NK y su fenotipo en funcién de la expresion de
tres antigenos de diferenciacién leucocitaria: Kp43, CD16 y CD56. Evaluar la utilidad del
Kp43 (nuevo antigeno de diferenciacién de células NK identificado en el laboratorio de
Inmunologia del Hospital de la Princesa) para el estudio de las células NK en la infeccion
por VIH y su posible relacién con la aparicién de diferentes enfermedades asociadas al VIH.

3° - Realizar un estudio funcional de las células NK y los linfocitos T, analizando su

capacidad de produccién del factor de necrosis tumoral (TNF-alfa).
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MATERIAL Y METODOS
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1. CONSIDERACIONES GENERALES.-

En el periodo comprendido entre enero de 1991 y mayo de 1993 se estudiaron de
forma prospectiva 94 pacientes diagnosticados de infeccién por VIH en diversos estadios de
la enfermedad. Para clasificar a los pacientes se siguieron los criterios de los "Centers for
Diseases Control" (CDC) de 1987 (9) y a posteriori se les incluyé también en el grupo
correspondiente en base a la nueva clasificacién de 1992 (10). Ademds se incluyeron 25
sujetos sanos voluntarios que se enmarcan dentro de un grupo control, procedentes del
personal sanitario de nuestro hospital, todos ellos con estudio analitico dentro de la
normalidad.

En todos los pacientes se recogieron datos epidemiolégicos, clinicos y analiticos, y
se siguid su evolucién hasta el fin del estudio, hasta que el paciente fallecid o se perdié en
el seguimiento.

En todos los casos (pacientes y controles) se realizd estudio de marcadores
linfocitarios. En 49 casos (33 pacientes y 16 controles) se hizo estudio funcional de linfocitos
T y células NK, para determinar la produccion de TNF-alfa. Los resultados obtenidos en
estos estudios se compararon con el grupo de controles sanos. Se siguid la clasificacion de
SIDA de 1992 para estratificar a los pacientes en el momento de hacer el estudio estadistico,
basdndonos en los grupos segiin el nimero de linfocitos T CD4+ (grupo 1, 2 y 3). Ademds,
se realizé un estudio comparativo del mimero de células NK para ver si podia existir alguna
relacién con las enfermedades aparecidas en los pacientes, y para ello los clasificamos
también en grupos A, B y C, dependiendo de los sintomas o enfermedades que hubieran
padecido, segin la definicién de SIDA de 1992. En primer lugar se compararon los
resultados de forma global (pacientes que habian padecido la enfermedad frente a los que no

la habian padecido) y también se compararon 10s que la habian f)adecido con los que no, pero
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restringidos a los grupos B y C definidos por la presencia de esa enfermedad.

2. PROCESAMIENTO DELAS MUESTRAS PARA ESTUDIO DE MARCADORES

LINFOCITARIOS.-

Se obtuvieron 30 ml de sangre total en tubos de 10 ml con heparina y todas las
muestras se procesaron de forma inmediata. Mediante centrifugacién con Ficoll-Hypaque
(Pharmacia Fine Chemicals, Upsala, Suecia) se separaron las células mononucleares de la
sangre venosa heparinizada. Estas células se concentraron por centrifugacién (10 minutos a
1500 rpm) y se resuspendieron posteriormente en RPMI 1640. Las células recuperadas se
lavaron dos veces y fueron sometidas a un choque hipotdnico para lisar los eritrocitos
residuales mediante resuspensién de los sedimentos celulares en agua destilada durante 15
segundos. Este paso se llevé a cabo para evitar que quedaran en la muestra células no
mononucleares, que pudieran artefactar los resultados del estudio fenotipico disminuyendo
la proporcién de células CD45+. Posteriormente se diluyeron en medio suplementado con
un 10% de suero de ternera fetal mds penicilina y estreptomicina.

En este momento se hizo un contaje de células antes de someterlas al siguiente paso.
El niimero de células obtenidas oscilé entre 3,7 X 105 y 32 x 10° | con una media de 15 X
10°.

El siguiente paso consistié en la separacién de las células mononucleares mediante
centrifugacién en un gradiente de Percoll (Pharmacia Fine Chemicals, Upsala, Suecia). Se
decidié hacer la separacién celular por esta técnica porque en estudios preliminares la
realizamos con adherencia al pldstico y la recuperacién fue mas bien escasa. Tampoco
hicimos separacién en columna de nylon porque esta técnica puede implicar la pérdida de

hasta un 30% de todas las células, situacién que no deseabamos, ya que nuestros pacientes
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estaban mayoritariamente leucopénicos. El Percoll es silice coloidal recubierto de PVP, que
forma un compuesto denso e inerte. Sus ventajas son: poca viscosidad, baja osmolaridad (20
mOs/Kg de H,0), alta densidad (1130 g/l) e inocuidad. Para realizar esta separacién se
preparé una solucién con 92 partes de Percoll y 8 partes de PBS concentrado (10X) a una
osmolaridad de 285 mQOs/Kg. A 46 partes de esta solucién se le afiadieron 54 partes de RPMI
1640 y la mezcla final fue la que se utilizé para separar las células. Sobre 10 ml de la mezcla
se depositaron lentamente las células resuspendidas en 2 ml de medio suplementado con suero
de temera fetal y se centrifugaron 30 minutos a 1800 rpm. Asi, se obtuvieron dos
poblaciones celulares, una de alta densidad que formaba el sedimento en el fondo del tubo,
cuya composicion era fundamentalmente linfoide, y otra de baja densidad que quedaba en la
interfase, cuya composicién era fundamentalmente de monocitos.

Ambas poblaciones por separado se diluyeron en RPMI 1640 y se procedié a un
lavado, tras el que se resuspendieron en medio suplementado con un 10% de suero de ternera
fetal con penicilina y estreptomicina. Tras esto, se contaron las células de ambas fracciones
para comprobar la recuperacién que oscild globalmente entre 80 y 100%, con una media de
95%. Del total de células recuperadas, entre 80-90% correspondfan a la fraccion de alta
densidad y entre 10-20% a la de baja densidad.

Al llegar a este punto se retiré la cantidad necesaria de células para proceder al
estudio con anticuerpos monoclonales (aproximadamente 50% 10° para cada anticuerpo). El
resto de las células se reservaron para proceder a continuacién al estudio funcional.

Los anticuerpos monoclonales utilizados fueron los mismos para el estudio de las dos
poblaciones, incluyendo: CD45, CD3, CD4, CD8, CD11b, CD16, CD56, Kp43, CD2 y
CD19. Se introdujeron estos anticuerpos para estudiar linfocitos T y subpoblaciones (CD2,

CD3, CD4, CD8), células NK (CD16, CD56, Kp43), linfocitos B (CD19) y monocitos

58




(CD11b). La poblacién de alta densidad (compuesta fundamentalmente de linfocitos) es la
que se usé para realizar el estudio funcional y sobre la que se analizaron los resultados del
fenotipo. El andlisis de la otra poblacién nos permitié comprobar la pérdida minima de
células linfoides en la separacién (< 10% de células CD3+, >80% de células CD11b+ y
<5% de células CD56+ en la poblacién de baja densidad).

El antigeno Kp43 es un nuevo antigeno de activacién/diferenciacién leucocitario,
descubierto en el laboratorio de Inmunologia de nuestro centro y cuya expresién estd
restringida a células NK (de forma predominante), linfocitos T gamma/delta y una
subpoblacién minoritaria de linfocitos T alfa/beta CD8+ CDS56+. El hecho de su
distribucién primordial en las células NK nos ha impulsado a analizarlo comparativamente
en relacién con los marcadores convencionales de células NK (CD16 y CDS56).

El estudio con anticuerpos monoclonales se inicié incubando con Ig humana agregada
(50 ug/ml) para bloquear la unién inespecifica a los receptores Fc con posterior lavado para
resuspender en suero fisiolégico. Fueron teiiidas por inmunofluorescencia indirecta incubando
con los correspondientes anticuerpos, y tras los lavadoes, con el fragmento F(ab’), de un
antisuero de cabra anti-IgG de ratén, marcado con fluoresceina (Mouse immunoglobulins,
Dakopa TTS, Dinamarca). Las muestras obtenidas fueron analizadas por un citémetro de
flujo (FACS) acumulando al menos 1.000 c€lulas para cada muestra. En cada caso, mds del
95% de las células seleccionadas se marcaron con un anticuerpo monoclonal especifico para
CD45 (antigeno comiin leucocitario). La proporcidn de células positivas para cada marcador
se estimé sustrayendo el fondo de fluorescencia (control negativo) de las células incubadas

con el sobrenadante del mieloma P3X63.
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3. PROCESAMIENTO DE L.AS MUESTRAS PARA PRODUCCION DE TNF-
ALFA .-

Las placas de fondo plano de 96 pocillos (Costar 200 ul/pocillo) se prepararon con
los diferentes estimulos a ensayar, previamente a la siembra de las células. Para ello se
preadsorbié a la placa el fragmento F(ab’), de un antisuero anti-IgG de ratén (Sigma Chem
Co., St Louis, Mo, USA), a una concentracién de 10 pg/ml en PBS con pH alcalino, durante
24 h a 4°C. Después de lavar con PBS (4X) se incubaron con los correspondientes
anticuerpos monoclonales. Se utilizaron tres pares de pocillos por muestra, uno para cada
estimulo, que fueron los siguientes:

- Anticuerpo anti-CD2 (2 pocillos), como estimulo inespecifico.

- Anticuerpo anti-CD3 (2 pocillos), como estimulo para linfocitos T.

- Anticuerpo anti-CD16 (2 pocillos), como estimulo para c€lulas NK.

Tras dos horas de incubacién a 4°C se lavaron las placas con PBS (4X) y se
sembraron las células de la poblacidn de alta densidad, inmediatamente después de haberlas
obtenido, poniendo en cada pocillo 4X10° células. Se cultivaron en medio completo en
presencia y ausencia de 500 U/ml de r-IL-2.

Después de 24 h de cultivo en estufa a 37°C se centrifugaron las placas y se

cuantificé el TNF-alfa en los sobrenadantes libres de células utilizando un método de ELISA.,

4. DESCRIPCION DEL METODO DE ELISA PARA DETERMINACION DE TNF-

ALFA.-

El TNF-alfa se analizé por una técnica de ELISA puesta a punto en nuestro
laboratorio empleando dos anticuerpos monoclonales especificos (9/17 y 10/18) cedidos

amablemente por Laboratorios Andrémaco S.A. A continuacion describimos el desarrollo de
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la técnica.,

El anticuerpo monoclonal 9/17 (20 ug/ml) diluido en PBS se adsorbe en placas de 96
micropocillos de fondo plano (Costar, 50 pl/pocillo) incubando a 4°C durante 12-18 h. Se
lava (3X) con PBS y se incuba 1 h a 37°C con leche en polvo desnatada diluida al 1% en
PBS. Después de tres lavados con PBS y leche al 0.05%, se incuban por duplicado 1 h a
37°C cada una de las muestras (50 ul/pocillo), asi como las diluciones seriadas de una
preparacién de TNF recombinante purificado como patrén, dejando varios pocillos como
control negativo (blanco).

Las placas se lavan (3 %) con 200 ul/pocillo de PBS y Tween-20 (Sigma) al 0.05%.
Se incuba una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo monoclonal 10/18 previamente
marcado con biotina (Pierce) (0.1 pug/ml, 50 ul/pocillo) y diluido en PBS-Tween. Se lava
(4 X) con PBS-Tween y se incuba 1 h con Avidina marcada con peroxidasa (Pierce)(dilucién
1/1000 en PBS-Tween). Tras lavar (5 X) con PBS-Tween se afiaden 50 ul de una solucién
tamp6n citrato fosfato (pH=35) suplementada con ortofenil diamina (OPD, Sigma 0.4 mg/ml)
y H,0, al 0.4%. Se incuba durante 20 minutos a temperatura ambiente y se para la reaccion
con SO,H, 2N (50 ul/pocillo).

La densidad 6ptica (D.O.) se lee aplicando un filtro de 492 nm. La curva patrén se
representa en funcién de la D.O. obtenida para cada una de las concentraciones conocidas
de la dilucién de TNFr, y las concentraciones de cada muestra problema se estiman
interpolando fa D.O. correspondiente en la zona lineal de la curva. El limite inferior de
sensibilidad de esta técnica es de 50 pg/ml.

Para realizar el estudio comparativo entre produccién de TNF-alfa en controles y en
los pacientes en respuesta a los estimulos especificos, decidimos normalizar los resultados

calculando el indice de estimulacién como el cociente entre la produccién de TNF detectada
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en respuesta al estimulo especifico y la concentraciéon de la citoquina en el control
correspondiente. Esta aproximacidn atenda el efecto de la importante dispersién de los
resultados de TNF que observamos al comparar las concentraciones y, al mismo tiempo,
soslaya la eventual superposicion de la respuesta de los monocitos residuales. Los cocientes
calculados fueron: CD2+IL-2/CD2, CD3/CD2, CD16/CD2, CD3+IL-2/CD2+IL-2 y

CD16+IL-2/CD2+1L-2.

5. ANALISIS ESTADISTICO.-

La probabilidad de desarrollar la enfermedad y la de supervivencia se ha calculado
por el procedimiento de Kaplan-Meier. Los resultados se expresan en probabilidad actuarial
y error estandar de la estimacién. La comparacion entre las curvas de probabilidad se realizé
mediante el test de log-rank rechazando las hipétesis nulas cuya probabilidad de que se
verificaran fuese <0.05 (173).

Para la comparacién de las variables cuantitativas entre las distintas muestras se ha
utilizado el test de la U de Mann-Whitney. Se rechazaron las hipdtesis nulas cuya
probabilidad de que se verificasen fuese <0.05 (173).

La relacion de las variables cuantitativas en las distintas muestras se estudié mediante
el cdlculo del coeficiente de correlacién de Pearson, rechazando asi mismo las hipdtesis nulas

cuya probabilidad de que se verificasen fuese <0.05 (173).
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RESULTADOS

63




\ 1. EVOLUCION. -

1.1. Evolucién a caso SIDA segiin la clasificacién de 1992.-

Se han estudiado 94 pacientes diagnosticados de infeccién por VIH en diversos
estadios, con un tiempo de seguimiento desde el diagnéstico de la infeccién de 0 a 98 meses,

mediana 42 meses. Los datos epidemiolégicos se describen en la tabla 3:

TABLA 3

Los estadios al diagndstico segtn la clasificacién de 1992 fueron los siguientes (tabla
4):

TABLA 4

Por lo tanto, 24 pacientes ya fueron diagnosticados de SIDA en el momento de la

presentacién. El motivo diagndstico de estos 24 pacientes fue: en 7 casos por presentar cifra
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de linfocitos T CD4+ menor de 200/mm’, en 6 por enfermedad indicadora (grupo 1) y en
11 por ambos criterios (grupo 2). Las enfermedades indicadoras fueron:

Grupo 1:

- Tuberculosis diseminada: 3

- Neumonia por Pneumocystis carinii: 2

- Tuberculosis pulmonar: 1

Grupo 2:

- Neumonia por Pneumocystis carinii: 6

- Candidiasis esofdgica: 1

- Tuberculosis diseminada: 1

- Cryptosporidiasis: 1

- Encefalopatia VIH: 1

- Toxoplasmosis cerebral: 1

De los 70 pacientes no diagnosticados de SIDA al conocerse en ellos la infeccion, en
8 no se ha podido seguir evolucién por haberse perdido en el seguimiento (no asistieron a
mds controles) y su tiempo de seguimiento ha sido de 0 a 79 meses (mediana 37). Asi, se
conoce la evolucién en 62 pacientes, a los que se ha seguido entre 2 y 97 meses (mediana
45) y son los que se analizan.

De esos 62 pacientes, 33 han cumplido criterios de caso-SIDA en un tiempo que
oscila entre 2 y 95 meses (mediana 67) y 29 no, en un tiempo entre 3 y 97 meses (mediana
55).

El estadio al diagndstico de infeccion por VIH de los que no evolucionan a SIDA se

describe en la tabla 5 y el de los que evolucionan a SIDA en la tabla 6.
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TABLA 3

TABLA 6

Otros datos epidemioldgicos se exponen en la tabla 7;

TABLA 7

El motivo diagndstico de SIDA en los 33 pacientes fue: 13 por tener una cifra de
linfocitos T CD4+ menor de 200/mm’, 10 por enfermedad indicadora (grupo 1) y 10 por

ambos criterios (grupo 2). Las enfermedades indicadoras fueron:
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Grupo 1:

- Caquexia VIH: 3

- Tuberculosis diseminada: 1

- Sarcoma de Kaposi: 1

- Candidiasis esofégica: 1

- Tuberculosis pulmonar o neumonia recurrente: 4

Grupo 2:

- Neumonia por Pneumocystis carinii: 2

- Linfoma no Hodgkin: 3

- Toxoplasmosis cerebral: 2

- Tuberculosis diseminada: 3

La incidencia acumulada de desarrollar SIDA al primer afio tras el diagndstico fue del
214+5%, al segundo afio del 33+6% y al tercer afio del 37+6% (Gréfico 1).

En la siguiente pdgina (tabla 8) se exponen las enfermedades que han tenido los
pacientes antes del diagnéstico de SIDA (Grupo 1) y 1as que han tenido los no diagnosticados

de SIDA (Grupo 2) y el niimero de pacientes en los que se han presentado.
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TABLA 8

Si el paciente habia sufrido al menos un episodio de candidiasis oral (total de
pacientes 17), la incidencia acumulada de desarrollar SIDA al cabo de un afio fue del
27+ 11%, al segundo afio del 53+13% y al tercer afio del 56+13%, con una mediana de 24
meses, mientras que si no habian tenido ningiln episodio (n=45), los valores fueron del
194+6%, 25+7%, 29+7% y 83 meses respectivamente (p <0.01) (Gréfico 2).

En el caso del herpes zdster (total de pacientes 6), si habia tenido un episodio, la
incidencia acumulada de desarrollar SIDA al primer afio de seguimiento fue del 0%, al
segundo afio del 25+22%, igual que al tercer afio, con mediana de 68 meses, y si no lo
habia tenido (n=356), los valores fueron del 22+6%, 32+7%, 38+7% y 72 meses
respectivamente (p NS) (Grafico 3).

Para la neumonia bacteriana antes de tener SIDA (total de pacientes 7), al primer afio
de seguimiento la incidencia acumulada de evolucionar a SIDA si la padecieron fue del

18+8%, igual que al segundo y al tercer afio con mediana de 71 meses, y si no la padecieron
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(n=35) la incidencia acumulada fue del 20+7%, 38+8%, 44+.9% y mediana 44 meses
respectivamente (p NS) (Grifico 4).

Si consideramos la aparicién de cualquier enfermedad antes de desarrollar SIDA (total
de pacientes 55), comparado con los que no tuvieron ninguna (n=7), al primer afio de
seguimiento la incidencia acumulada en el primer caso fue del 224+6%, al segundo afio del
36+7% y al tercer afio del 391+7%, con mediana de 54 meses y en el segundo caso del
17% +11, 17+11%, 26+13% y 76 meses respectivamente (p NS) (Gréfico 5).

En cuanto al grupo de riesgo, al primer aiio de seguimiento los pacientes ADVP (total
38) tenfan una incidencia acumulada de evolucionar a SIDA del 161+5%, al segundo aiio del
261+6% y al tercer afio del 30+7% con mediana de 83 meses, y el resto de los grupos
(n=24) del 50+18%, 75+7%, 75+7% y 11 meses respectivamente (p <(.01) (Gréfico 6).

Si la cifra de linfocitos T CD4 + al diagndstico de la infeccién era mayor de 400/mm?
(total 56 pacientes) la incidencia acumulada de evolucionar a SIDA al primer afio de
seguimiento fue del 13+5%, al segundo afio del 271+6% vy al tercer afio del 31+7% con
mediana de 72 meses y si la cifra estaba entre 200 y 400 (n= 6), el 100% desarrollaban

SIDA al cabo de un afio, con mediana de 3 meses (p <0.01) (Gréfico 7).

1.2. Evolucién a caso-SIDA segiin la clasificacién de 1987.-

De los 94 pacientes estudiados, en el momento del diagnéstico de la infeccién 15 ya
fueron diagnosticados de SIDA, 75 estaban en estadio IT o II y 4 en estadio IV sin criterios
de SIDA. Por lo tanto, el estudio se hace sobre 79 pacientes, de los que 11 se han perdido
en la evolucién por no acudir a mis controles (su tiempo de seguimiento fue de 0 a 79
meses, mediana 34), quedando 68 que pudieron ser seguidos, en un tiempo de 2 a 98 meses.

De esos 68 pacientes, 28 han cumplido criterios de SIDA en un tiempo que oscila
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entre 2 y 98 meses (mediana 31 meses) y 40 no, en un tiempo entre 3 y 97 meses (mediana
47).

La incidencia acumulada de desarrollar SIDA al primer afio tras el diagnéstico de la
infeccién fue del 1344 %, al segundo afio del 27+5% y al tercer afio del 33+6%, con una

mediana de 70 meses (Grifico 8).

1.3. Comparacién entre evolucién a caso-SIDA por ambas clasificaciones.-

En el momento del diagndstico de la infeccién por VIH, 15 pacientes fueron
diagnosticados de SIDA por criterios de 1987, elevindose el niimero a 24 si se clasificaban
por los criterios de 1992. A lo largo del seguimiento 28 han sido clasificados como caso-
SIDA por criterios de 1987 y 33 por los de 1992,

Para la comparacién se han incluido 25 pacientes que a lo largo de la evolucidn han
desarrollado SIDA por ambas clasificaciones, 29 pacientes que no han desarrollado SIDA por
ninguna de ellas, 8 pacientes que sdlo han desarrollado SIDA por criterios de 1992, y de
éstos en 6 se conocen los tiempos en los que no han desarrollado SIDA por criterios de 1987
y también se incluyen.

La incidencia acumulada de desarrollar SIDA por criterios de 1992 al primer afio fue
del 22+5%, al segundo afio del 33+6% y al tercer afio del 37+6%, con una mediana de
68 meses. La incidencia acumulada de desarrollar SIDA por criterios de 1987, al primer afio
fue del 14+5%, al segundo afio del 26+5% y al tercer afio del 30+6%, con una mediana

de 88 meses (p NS) (Gréfico 9).
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2. SUPERVIVENCIA.-
2.1, Supervivencia segiin la clasificacién de 1992 .-

De los 57 pacientes diagnosticados de SIDA por esta clasificacién (24 al diagndstico
de la infeccién por VIH y 33 en la evolucidn) se han perdido 12 en el seguimiento (por no
acudir a los controles posteriores y se siguieron de 0 a 40 meses, media 15), por lo que se
incluyen en el estudio 45, de los que 24 han fallecido y 21 estdn vivos. Las causas de muerte
fueron:

- Neumonia por Pneumocystis carinii: 4

- Linfoma no Hodgkin: 3

- Caquexia VIH: 2

- Criptococosis: 2

- Neumonia bacteriana: 2

- Infeccién por mycobacterium avium: 2

- Tuberculosis diseminada: 2

- Sarcoma de Kaposi: 1

- Encefalopatia VIH: 1

- Carcinoma metastdsico: 1

- Candidemia: 1

- Cirrosis hepdtica: 1

- Toxoplasmosis cerebral: 1

- Retinitis por CMV: 1

La probabilidad de supervivencia al cabo de un afio fue del 82+5%, al segundo afio
del 5519% vy al tercer afio del 35+9%, con una mediana de 26 meses (Gréfico 10).

Si comparamos la supervivencia segin el motivo diagnéstico, en el caso de que éste
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fuera por tener linfocitos T CD4+ menores de 200/mm?, la mediana de supervivencia fue
de 35 meses, si el motivo fue por enfermedad indicadora, mediana de 18 meses, y si fue por

ambos criterios, mediana de 25 meses (p NS) (Grédfico 11).

2.2. Supervivencia segiin la clasificacién de 1987.-

De los 43 pacientes diagnosticados de SIDA por esta clasificacién (15 al diagndstico
de infeccién por VIH y 28 en la evolucidn) se han perdido 9 en el seguimiento (por no acudir
a controles posteriores y fueron seguidos durante un tiempo de 1 a 35 meses, mediana 15
meses). Quedan 34 pacientes que se pueden analizar, de los que 24 han fallecido y 10 estdn
Vivos.

La probabilidad de supervivencia al cabo de un afio fue del 68+8%, al segundo afio

del 454+9% y al tercer ano del 23+8% con una mediana de 23 meses (Gréafico 12).

2.3. Comparacién entre la_supervivencia por ambas clasificaciones.-

Se incluyen 24 pacientes diagnosticados de SIDA por ambas clasificaciones, que han
fallecido, y 21 pacientes diagnosticados de SIDA por criterios de 1992 que estdn vivos, de
los que 10 son también caso-SIDA por criterios de 1987.

La probabilidad de supervivencia de estos pacientes segiin la clasificacion de 1992 fue
del 831+6% al primer afio, del 561+9% al segundo ano y del 36+ 10% al tercer afio, con una
mediana de 26 meses. Segin la de 1987 fue del 69+8% al primer aifio, del 44+10% al

segundo afio y del 24+9% al tercer afio, con una mediana de 23 meses {p NS) (Gréfico 13).
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4, ESTUDIO DELOS ANTiGENOS DE DIFERENCIACION LEUCOCITARIA EN

LOS LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA .-
Se han estudiado las poblaciones linfocitarias en 119 casos, de los que 94 eran
pacientes infectados por el VIH y 25 controles sanos. Sus caracterfsticas epidemioldgicas se

describen en la tabla 9;

TABLA 9

El estadio de infeccién por VIH segiin la clasificacion de 1987 fue: 11 6 Il en 38, IV
no SIDA en 17 y IV con criterios de SIDA en 39. Y segin la clasificacién de 1992, 51
pacientes estaban diagnosticados de SIDA. La estratificacion por grupos en base a la tltima
clasificacién fue (tabla 10):

TABLA 10

Las enfermedades que padecian en €l momento del estudio los pacientes incluidos en
el grupo C fueron:
- Tuberculosis diseminada o pulmonar: i1
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- Neumonia por Pneumocystis carinii: 9

- Toxoplasmosis cerebral: 3

- Sarcoma de Kaposi: 2

- Candidiasis esofagica: 2

- Criptococosis: 2

- Neumonia por Pneumocystis carinii y encefalopatia VIH: 1

- Neumonia por Pneumocystis carinii y retinitis por CMV: 1

- Retinitis por CMV: 1

- Encefalopatia VIH: 1

- Linfoma no Hodgkin: 1

- Candidiasis esofdgica y cryptosporidiasis: 1

A lo largo del seguimiento (que ha oscilado entre 0 y 98 meses, con mediana 42
meses) han sido diagnosticados de SIDA otros 7 pacientes, segin los criterios de la
clasificacién de 1992. En cuanto a la supervivencia en el periodo de seguimiento, 30 han
fallecido, 55 siguen vivos y en 14 se desconoce la evolucién. Del total de pacientes, 29
estaban en tratamiento con zidovudina y el resto sin tratamiento anti-retroviral.

El estudio se ha realizado sobre las c€lulas obtenidas en la poblacion de alta densidad
que se recuperaba tras procesar las muestras en gradiente de Percoll y se ha excluido la
poblacidn rica en monocitos para el andlisis de los resultados, pues esta poblacién nos sirvié
para demostrar que en ella no habia un niimero importante de células linfoides. Los antigenos
de diferenciacién sobre los que se analizan los resultados fueron: CD3, CD4 y CD8 para los
linfocitos T, y Kp43, CD16 y CD56 para las células NK.

A continvacién se exponen los resultados de los antigenos de diferenciacion

leucocitaria. Los pacientes se han dividido en tres grupos de acuerdo al nimero de linfocitos
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T CD4+, en base a la definicién de caso-SIDA de 1992.

4.]1. Antigenos de superficie de linfocitos T.-

En los siguientes pdrrafos se resumen los resultados expuestos en la tabla 11 (media
+ D. E.) resaltando las diferencias significativas que se apreciaron en los andlisis estadisticos
de los datos.

CD3:; la proporcién de células CD3+ de los pacientes del grupo 3 es menor que la
de los controles y la del resto de los pacientes (p <(.05). La proporcién de los grupos 1 y
2 es similar a la de los controles sanos, con diferencias no significativas. El nimero absoluto
es menor en los pacientes de los grupos 2 y 3 que en los controles sanos.

CD4: como era de esperar, dada la forma de clasificar a los pacientes, la proporcién
y el mimero absoluto de linfocitos CD4+ son menores en cualquier grupo de pacientes que
en los controles sanos (p<0.01) y entre los pacientes, menor légicamente en el grupo 3 que
en los otros dos.

CD8: la proporcion de células que expresan este antigeno es mayor en cualquier
grupo de pacientes que en los controles sanos con p <0.05 para el grupo 1 y <0.01 para los
grupos 2 y 3. Sin embargo, el mimero absoluto es similar para el grupo 1 y 2 pero no para
el 3, en el que se observa una importante disminucién con diferencias significativas
(p<0.01).

Linfocitos totales: su niimero absoluto es similar para los controles sanos y para los
pacientes del grupo 1. En los del grupo 2 y 3 observamos una disminucién progresiva

significativa (p <0.01).

82




TABLA 11

En resumen en estos datos se aprecia que el nimero de linfocitos totales disminuye
con la progresion de la enfermedad, a excepcién del grupo 1. La proporcion de linfocitos
CD3+ sélo es menor en el grupo 3, mientras que la de CD4+ va disminuyendo de forma
significativa seglin avanza la enfermedad, lo contrario que sucede con la de CD8+ que va
aumentando. En cuanto al nimero absoluto, los linfocitos CD3+ estin disminuidos en los

grupos 2 y 3, los CD4+ lo estdn en todos los grupos y los CD8+ sélo en el grupo 3.
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4.2. Antigenos de superficie de células NK.-

Los datos se exponen en la tabla 12 (media + D. E.}.

CD16: la proporcién de los linfocitos que expresan este marcador es menor en los
pacientes que en los controles sanos (p<0.05 de forma global), aunque si se analizan los
grupos de pacientes por separado, la diferencia sélo alcanza significacién estadistica en los
grupos 1 y 3.

Si el andlisis se hace en relacién al nimero absoluto, vemos que éste va disminuyendo
en todos los grupos de forma progresiva a medida que avanza la enfermedad con diferencias
significativas para todos ellos. En los grupos 2 y 3 es donde el descenso se hace mds
marcado y donde se alcanza la mayor significacién estadfstica (p<0.01).

CD56: la proporcién de células positivas para este antigeno estd disminuida en el
grupo | y en el 2 (p<0.05) pero en el 3 es similar a los controles sanos. Sin embargo, y
como ocurria con el CD16, el nimero absoluto va disminuyendo de forma progresiva,
haciéndose la diferencia significativa en los tres grupos (p<0.01).

Kp43: 1a proporcién de linfocitos que expresan este marcador es mds baja en los
pacientes del grupo 1 que en los controles sanos (p <0.01), en el grupo 3 no hay diferencia
significativa y en el grupo 2 la diferencia estd en el limite de la significacién estadistica.

En cuanto al nimero absoluto, en todos los grupos se observa un importante descenso

de estas células de forma progresiva (p<0.01), haciéndose mas marcada en el grupo 3.
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TABLA 12

En resumen, al estudiar las células NK hemos encontrado que la proporcién de células
CD16+ es menor en los grupos 1 y 3, y no varfa en el 2; la de CD56+ disminuye en el 1
y el 2, sin cambios en el 3, y la de Kp43 disminuye sélo en el grupo |, manteniéndose
normales en el resto de pacientes. En cambio, el nimero absoluto de células NK, al
analizarlas por cualquiera de los tres marcadores, es menor en los pacientes que en los

controles sanos, con diferencias significativas.
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El descenso del nimero absoluto de las células Kpd43+ se correlaciona
significativamente con la disminucién del niimero absoluto de los linfocitos CD4 + para todos
los pacientes (r=0.22, p<0.05), es decir, en todos los pacientes en los que disminuyen los
linfocitos CD4+ también disminuyen las células Kp43+. Lo mismo se observa cuando se
correlacionan el mimero absoluto de células Kp43+ y el porcentaje de células CD3+
(r=0.28, p<0.01).

Hemos analizado también el coeficiente de correlacién entre los tres marcadores
utilizados para estudiar las células NK, usando para el estudio el nimero absoluto en todos
los casos. En algiin momento puede tener sentido hacer varios marcadores para estudiar una
misma poblacién celular porque pueden aumentar la informacién que proporcionaria uno
solo, debido a que ninguno de ellos es especifico de células NK.

- Relacién Kpd43+ < CD16+. En los controles sanos hay relacidn significativa
(r=0.45, p<0.05). En los pacientes del grupo 1 no existe correlacién significativa (r=0.29,
p NS). En cambio en el grupo 2 y en el 3 si se establece correlacién significativa (r=0.48,
p<0.05 para el 2 y r=0.79, p<0.01 para el 3).

- Relacién Kp43+ < CD56-+. Hay correlacién significativa en los controles sanos
(r=0.72, p<0.01) y también en cualquier grupo de pacientes (r=0.57, r=0.69 y r=0.73
respectivamente para el grupo 1, 2 y 3, con p<0.01).

- Relacién CD16+ < CD56+. Se observa correlacién significativa en los controles
sanos (r=0.53, p<0.01), en el grupo 2 (r=0.60, p<0.01) y en el 3 (r=0.86, p<0.01). En

cambio en el grupo 1 la correlacién no fue significativa (r=0.28).
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4.3. Relacion entre el mimero de células Kp43+ v las enfermedades que aparecen en

el SIDA .-

En este apartado hemos intentado establecer relacidn entre la cifra absoluta de c€lulas
Kp43+ y la aparicién de enfermedades en la infeccién por VIH, sean o no indicadoras de
SIDA. Las enfermedades que hemos relacionado han sido: neumonia por Pneumocystis
carinii, toxoplasmosis cerebral o extra-cerebral, candidiasis oral o esofdgica, tuberculosis
pulmonar, diseminada o ganglionar, neumonia bacteriana, infeccién por virus herpes simple
o zdster, infeccién por citomegalovirus y sarcoma de Kaposi.

1.- Neumonia por Pneumocyistis carinii. Los pacientes que han padecido a lo largo
de su evolucién algin episodio de neumonia producido por este germen (n=17) presentan
una importante disminucién del nimero absoluto de células Kp43+, respecto de los pacientes
que nunca la han presentado (n=77), aunque la diferencia no alcanza significacion
estadistica. Esto mismo puede decirse de las células CD56+, pero en cuanto al nimero de
CDi6+ la diferencia si es significativa con disminucién en los pacientes que han padecido
este tipo de neumonia.

El mimero de linfocitos totales es también menor en los pacientes con algiin episodio
de NPC (p<0.01) y lo mismo ocurre con el nimero absoluto de linfocitos CD4+ (p <0.01)
y el niimero de células CD3+ y el de CD8+ (p<0.01) (en la tabla 13 se expresan los datos

en media + D.E.).
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TABLA 13
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Si la relaci6n se establece entre los pacientes que han presentado NPC (n=17) y los
pacientes del grupo C que no la han presentado (n=24), vemos que no hay diferencias
significativas en las células Kp43+, CD16+ y CD56+, ni tampoco en los linfocitos totales,
CD3+ y CD8+. En cambio, la cifra de linfocitos CD4+ es menor en los casos que han

padecido NPC, con diferencias significativas (tabla 14).

TABLA 14
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2. Toxoplasmosis. Los pacientes que han presentado algiin episodio de toxoplasmosis
(cerebral o extracerebral) a lo largo de su evolucién (n=12) tienen también un menor niimero
absoluto de linfocitos Kp43+ comparado con los que nunca lo han presentado (n=82) y la
diferencia alcanza significacion estadistica (p <0.05), sucediendo lo mismo con los linfocitos
CD16+. En el nimero de células CD56+ no hay diferencias significativas.

Con respecto al nimero absoluto de linfocitos CD4+, linfocitos totales, CD3+ 'y
CD8+, todos ellos disminuyen en los pacientes con toxoplasmosis con diferencias

significativas (tabla 15, datos expresados en media + desviacién estandar):

TABLA 15
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Si incluimos dentro de los dos grupos s6lo a los pacientes diagnosticados de SIDA
(grupo C), quedan 10 pacientes que han padecido toxoplasmosis cerebral y 31 que no. El
nimero absoluto de células Kp43+ es asf menor también en los pacientes que han presentado
alguna vez toxoplasmosis cerebral, aunque no se alcanza significacién estadfstica. El nimero
de células CD16+ es también menor, sin diferencias significativas, y en el de CD56+ no
hay diferencias. Sin embargo, en este caso tanto el nimero de linfocitos totales, como el de

células CD4+, CD8+ y el de CD3+ no es significativamente distinto (tabla 16).

TABLA 16
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3. Herpes. Los pacientes que han tenido algiin episodio de herpes simple o zdster en
cualquier momento de su evolucién (n=14) presentan un nimero absoluto de células Kp43+
similar a los que no lo han tenido (n=80), al igual que el mimero de CD16+ y CD56+. En
el mimero de linfocitos T CD4+ tampoco hay diferencias, como ocurre con los linfocitos

totales, los CD3+ y los CD8+ (tabla 17).

TABLA 17
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Si s6lo comparamos los pacientes incluidos en los grupos B y C se observa que los
que han padecido herpes (n=14) presentan un nimero de células Kp43+, de CD16+, de
CD56+, de linfocitos T CD4+ y de linfocitos totales mayor que los que no lo han tenido
(n=52) pero las diferencias siguen siendo no significativas. El nimero de CD3+ y de CD8+

es similar (tabla 18).

TABLA 18
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4. Neumonia bacteriana. Los pacientes con algiin episodio de neumonia (n=20) tienen
cifra de células Kp43+ y de CD16+ similar a los que no la han padecido (n=74). La de
CD56+ es menor, sin diferencias significativas. La de linfocitos T CD4+ es discretamente
menor en los que la han padecido (diferencia no significativa) y las de linfocitos totales,

CD3+ y CD8+ también son similares (tabla 19).

TABLA 19
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Si la comparaci6n se hace sobre los pacientes de los grupos B y C también se observa
similitud en el nimero de células Kp43+, discreto aumento de linfocitos T CD4+ y CD3+
y similar la cifra de linfocitos, siempre con diferencias no significativas. Sin embargo, las
células CD56+ son menores con diferencias significativas (tabla 20).

TABLA 20
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5. Sarcoma de Kaposi. Los pacientes con este tumor (n=6) tienen un nimero de
células Kp43+ y de CD8+ similar a los que no lo han tenido (n=88), asi como ¢l de
linfocitos totales. La cifra de linfocitos CD4+, CD3+, CD16+ y CD56+ es algo menor,

pero la diferencia no es significativa (tabla 21).

TABLA 21
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Comparando sélo a los pacientes del grupo C, los que tienen sarcoma de Kaposi
(n=6) presentan un discreto aumento de células Kp43-+ frente a los que no lo han tenido
(n=35), pero sin diferencias significativas. En el resto de los pardmetros no hay diferencias
(tabla 22).

TABLA 22
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6. Candidiasis. En los que la han padecido, todas las células son menores que en el
otro grupo, pero sélo hay diferencias significativas para los linfocitos CD16+, CD4+,

CD8+, CD3+ y los linfocitos totales (tabla 23).

TABLA 23
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Al comparar estos datos en los pacientes de los grupos B y C vemos que se

comportan de la misma manera que en el grupo anterior (tabla 24).

TABLA 24
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7. Tuberculosis. Los datos en este caso muestran disminucién de todos los parametros
para los pacientes con tuberculosis, con diferencias significativas sélo en las células CD3+,

CD4+ y el niimero de linfocitos totales (tabla 25).

TABLA 25
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En cambio, si consideramos sélo los pacientes del grupo C en ningtin caso se obtienen
diferencias con significacién estadistica (tabla 26).

TABLA 26

8. Retinitis por citomegalovirus. El nimero de pacientes que la han padecido ha sido

s6lo de 3, por lo que no se pudo realizar un estudio estadistico fiable.
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5._ESTUDIO FUNCIONAL DE LAS CELULAS T Y DE LAS CELULAS NK

PARA PRODUCCION DE TNE-ALFA EN LA INFECCION POR VIH.-

Segiin se explica en el apartado de material y métodos se ha realizado un estudio
funcional de los linfocitos T y de las células NK, con estimulos inespecificos (CD2) y con
estimulos especificos (anticuerpo CD3 para los linfocitos T y anticuerpo CD16 para las
células NK). Ademds se ha afiadido un estimulo adicional a todos los mencionados (IL-2),
comparando los resultados con el estimulo especifico o inespecifico sin adicién de IL-2. La
finalidad del ensayo fue la determinacién de TNF-alfa por un método de ELISA y como
también se menciona se decidié utilizar el cociente entre el valor del TNF-alfa obtenido con
el estimulo especifico y el obtenido con el inespecifico (o de éste mds IL-2) para llevar a
cabo la comparacién de los resultados.

El estudio se ha realizado sobre 49 casos, de los que 33 eran pacientes infectados por
el VIH y se comparé con 16 sujetos sanos que constituyen €l grupo control. Todos ellos
formaban parte del grupo de pacientes y controles sanos en los que también se estudiaron las
poblaciones linfocitarias.

Las caracteristicas epidemioldgicas de los 49 casos se exponen en la tabla 27:
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TABLA 27

El estadio de infeccién por VIH segiin la clasificacion de los CDC de 1987 fue: 1 6
Il en 17, IV no SIDA en 7 y IV SIDA en 9. Y segtin la clasificacién de los CDC de 1992,
16 pacientes fueron diagnosticados de SIDA. La estratificacion por grupos segun esta tltima
clasificacién se expone en la tabla 28:

TABLA 28

Como en el apartado de resultados de los antigenos de diferenciacién leucocitaria se
decidié analizar los datos del ensayo funcional estratificando a los pacientes con la
clasificacién de los CDC de 1992, en grupos segun la cifra de linfocitos T CD4+ (grupos
1, 2y3).

Los resultados obtenidos en el ensayo funcional se exponen en la tabla 29 y fueron:
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1°.- Cociente CD2+1L-2/CD2: es el valor de TNF-alfa que se obtiene con el estimulo
inespecifico mds IL-2 dividido por el estimulo inespecifico. Los resultados muestran que el
cociente disminuye a medida que progresa la enfermedad. Sin embargo, las diferencias no
alcanzan significacién estadfstica al compararlo con los controles sanos.

29.- Cociente CD3/CD2: valor de TNF-alfa que se obtiene con el estimulo especifico
para linfocitos T dividido por el obtenido con el estimulo inespecifico. Los resultados
muestran que el cociente es mayor en los controles sanos que en los pacientes considerados
de forma global (p<0.05). Si se analizan los tres grupos de pacientes por separado, se
observa que el cociente disminuye en el grupo 1 y 2, sin diferencias significativas y
disminuye ain més en el grupo 3, donde se obtiene significacion estadistica (p<0.01).

La proporcién de células en la muestra estudiada para el ensayo funcional que
expresan en su superficie el antigeno de diferenciacién CD3 es similar para ¢l grupo de
controles sanos (69 + 10) que para cualquier grupo de pacientes (72 + 12 para el grupo
1, 68 + 14 para el grupo 2 y 63 + 16 para el grupo 3) con diferencias no significativas. Por
este motivo, las diferencias observadas en el cociente CD3/CD2 no son atribuibles a un
mayor o menor nimero de células estimuladas.

3°.- Cociente CD16/CD2: valor de TNF-alfa obtenido tras el estimulo especifico de
células NK dividido por el obtenido con el estimulo inespecifico. El cociente para todos los
grupos de pacientes es similar al de los controles sanos con diferencias no significativas.

El porcentaje de células que expresan el antigeno CD16 en las muestras utilizadas
para el ensayo es similar para los controles sanos (18 + 8) y para cualquier grupo de
pacientes (14 + 9 para el grupo 1, 27 + 20 para el 2 y 15 + 12 para el 3) aunque se
observa cierta tendencia a que disminuya en el grupo 1 y 3, estando la diferencia en el limite

de la significacion estadistica (p=0.056)
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4° - Cociente CD3+IL-2/CD2+1L-2: valor de TNF-alfa obtenido con el estimulo
especifico de células T mds IL-2 dividido por el obtenido con el estimulo inespecifico mds
IL-2 . Se observa que el cociente es menor en cualquier grupo de pacientes que en los
controles sanos. Analizando los grupos de pacientes por separado, en el 1 y 2 la diferencia
es significativa con p<0.05, mientras que en el 3 también lo es pero la significacion es
mayor (p<0.01). Como deciamos al comentar el segundo cociente, estas diferencias no
pueden ser atribuibles a que exista un menor porcentaje de células CD3+ en alguno de los
Zrupos.

5°.- Cociente CD16+1L-2/CD2+IL-2: valor de TNF-alfa obtenido con el estimulo
especifico de células NK mds IL-2, dividido por el que se obtiene con €l estimulo
inespecifico m4s 1L.-2. Este cociente es mayor en los controles sanos que en cualquier grupo
de pacientes y se observa una disminucién progresiva del mismo segiin se avanza en la
enfermedad, con diferencias significativas para los tres grupos (p<0.05parael 1 yel 2, y

p<0.01 para el 3).
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TABLA 29
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DISCUSION
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1. EVOLUCION Y SUPERVIVENCIA EN LA INFECCION POR VIH.-

Desde las primeras descripciones del SIDA se han propuesto diversas clasificaciones
y definiciones de la enfermedad, con la idea por lo general de atender a una vigilancia
epidemioldgica que hiciese conocer al personal y a las autoridades sanitarias el nimero de
pacientes afectos y el impacto social de la enfermedad.

La revisién de definicién de caso-SIDA efectuada en 1987 (7) ha sido la que se ha
seguido de forma universal en estos ultimos aitos. El mejor conocimiento de la enfermedad
en cuanto a evolucién, prondstico y tratamiento ha motivado que en el afio 1992 (10) se
realizara una nueva clasificacidn que no hard mds que ampliar el nimero de casos de SIDA
una vez que se aplique en la practica clinica, al incluir otras enfermedades como indicadoras
de SIDA vy al considerar también como diagndstico a una situacién inmunolégica: el descenso
de los linfocitos T CD4+ por debajo de 200/mm>. Dado que considera como nuevas
enfermedades indicadoras a la tuberculosis pulmonar y a la neumonia recidivante podria
parecer en una primera impresion que el nimero de casos diagnosticados aumentard de forma
considerable, al ser esas enfermedades tan frecuentes en nuestro medio.

Tras el andlisis de nuestros resultados, observamos que con la nueva clasificacién la
incidencia acumulada de desarrollar SIDA al primer afio tras el diagndstico de la infeccién
fue del 214+5%, al segundo ano del 33+6% y al tercer afio del 37+6%, con una mediana
de 67 meses. Si el andlisis se hace en base a la definicidn-clasificacion de 1987, la incidencia
acumulada de desarrollar SIDA al primer afio de seguimiento tras el diagnéstico fue del
1344 %, al segundo afio del 27+5% vy al tercer afo del 33+6%, con una mediana de 70
meses. Si se comparan ambos resultados con la metodologia indicada, los datos de incidencia
son similares, siendo las diferencias no significativas. En la literatura revisada no hemos

encontrado datos como los mencionados, aunque si se comenta que muchas personas

108




infectadas por el virus pero asintomdticas podrian verse etiquetadas de SIDA antes que €n
la actualidad (11).

Podemos concluir también con nuestros resultados que serian factores de riesgo para
desarrollar SIDA: haber padecido candidiasis oral en algin momento de la evolucion,
pertenecer a un grupo de riesgo distinto de los ADVP y tener al diagndstico de la infeccién
por VIH una cifra de linfocitos T CD4+ entre 200 y 400/mm’. El motivo por el que los
ADVP evolucionarian menos rdpidamente a SIDA podria encontrarse, como ya ha sido
descrito (15), en la edad més joven en el momento de comenzar el seguimiento, en los
cuidados médicos que comienzan en estadios precoces de la infeccién y en el reconocimiento
mds temprano de las complicaciones que pueden aparecer previas al SIDA.

El nimero de pacientes diagnosticados de SIDA en el momento de conocerse que
estaban infectados por el virus fue de 15 sobre un total de 94 segtin la clasificacién de 1987,
y de 24 segin la de 1992, lo que supone un incremento del 60%. Este incremento es algo
més alto que los aparecidos en algunas series de la literatura que sefialan un aumento del
42% (16) y del 49% (17), pero estdn lejos de los que refieren que el niimero de casos de
SIDA podria doblarse (15) e incluso triplicarse (13). No obstante, un aumento del 60% sobre
el nimero de casos de SIDA que hasta ahora conociamos supone una proporcién considerable
que podria requerir un aumento de los medios disponibles para atender de forma adecuada
a estos pacientes.

En cuanto a la supervivencia, la probabilidad de sobrevivir en base a la definicién de
1992 al primer afio de seguimiento fue del 82+5%, al segundo ano del 55+9% y al tercer
afio del 3549%, con una mediana de 26 meses. Segun la clasificaciéon de 1987, la
probabilidad de sobrevivir al cabo de un afio fue del 68+8%, al segundo afio del 45+9%

y al tercer afio del 23+8%, con una mediana de 23 meses. Si hacemos el andlisis en
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términos comparativos, las probabilidades son similares, con diferencias no significativas.

Comparando nuestros datos con los de la literatura, se observa bastante similitud,
aunque los datos revisados (15) indican que la probabilidad de sobrevivir al primer afio tras
el diagndstico de caso-SIDA en base a una sola determinacién de linfocitos T CD4+ menores
de 200 fue del 94%, con mediana de 50 meses, sensiblemente mds altos que los obtenidos
por nosotros, pero hay que tener en cuenta que hemos incluido en el andlisis a todos los
enfermos, diagnosticados por cualquier motivo. Si sélo los incluimos segin €l criterio de la
cifra de linfocitos, nuestra mediana es de 35 meses y la probabilidad de supervivencia al
primer afo es del 100%.

En definitiva, la nueva clasificacion supone un incremento en el nimero de casos
etiquetados de SIDA del 60%. Su aplicacién a la préctica clinica va a poner ain mds de
manifiesto la magnitud de la pandemia de SIDA que podria reflejarse en la necesidad de una
mayor disponibilidad de medios para combatir la enfermedad.

Aplicada la definicién en los términos mencionados no va a suponer un mejor
prondstico para los pacientes diagnosticados de SIDA, y si pareciera que el prondstico
mejorara, pensamos que los datos estarfan enmascarados al hacerse el diagndstico antes en
el tiempo.

Estos hallazgos validan la utilidad de la nueva clasificacion para lo que ha sido
propuesta, es decir, sensibilizar a las autoridades sanitarias con el fin de poder tener mas
medios para hacer frente a la enfermedad, al aumentar el mimero de casos de SIDA de forma
importante y no cambiar la supervivencia, identificando una poblacién similar en evolucién
a la que ya se identificaba con los criterios de 1987. Por ello, hemos decidido analizar los
resultados del ensayo funcional para produccién de TNF-alfa y los del estudio fenotipico de

las células NK, dividiendo a nuestros pacientes en grupos segun la nueva definicién-
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clasificacién de 1992.

111




2. ANTIGENOS DE DIFERENCIACION LEUCOCITARIA.-

En el presente estudio hemos analizado las diferencias en el nimero de células T y
NK entre el grupo de controles sanos y los pacientes con infeccién por VIH, divididos éstos
a su vez en tres grupos, segin la nueva clasificacion de 1992, dependiendo de! niimero de
linfocitos T CD4+/mm?>. Para relacionar el nimero de células NK con la aparicién de
enfermedades hemos clasificado también a los pacientes en categorias clinicas (A, By C),
segiin la sintomatologia que presentaran y de acuerdo a la definicién de SIDA de 1992. Se
ha determinado la expresién de tres antigenos de diferenciacién leucocitaria asociados a las
células NK: Kp43, CD16 y CD56.

Células T.-

Los antigenos de superficie de las células T han sido estudiados en profundidad en
multitud de trabajos desde el descubrimiento del SIDA. Nuestros datos corroboran que la
proporcién y el mimero absoluto de linfocitos T CD4+ disminuyen a medida que progresa
la enfermedad, por ser esas células la principal diana del VIH, y que la proporcién de
linfocitos T CD8+ aumenta de la misma forma, lo que da lugar a la inversién del cociente
CD4/CDS8 tan caracteristica del SIDA.

Células NK. -

Hemos encontrado que la proporcién de las células Kp43+ es mds baja en los
pacientes del grupo 1 (de 200 a 400 células CD4+/mm®} que en los controles y que en el
resto de los grupos. Cuando se analiza el niimero total de células que expresan este antigeno
se observa que en los tres grupos estd disminuido, con diferencias significativas (p <0.01),
més acusadas en el grupo 2 y més aiin en el 3.

La proporcién de células CD16+ y CD56+ igualmente es menor en los pacientes del

grupo 1 y también en los del grupo 3 para el CD16 y en los del grupo 2 para el CDS6,
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mientras que el nimero total de células que expresan estos marcadores estd descendido en
los tres grupos, mds acusado a medida que la infeccién progresa.

No existe experiencia en la literatura sobre el nimero de células NK Kp43+ en la
infeccién por VIH, por lo que no podemos comparar nuestros resultados. Sin embargo, como
ya se referia en la introduccién, el fenotipo de las NK en esta enfermedad ha sido estudiado
por diversos autores con los antfgenos CD16 y CD56.

Nuestros hallazgos coinciden con otros aportados en la literatura, como el de
Margolick et al (135), quienes demuestran que en todos los seropositivos el nimero total de
células NK CD56+ estaba disminuido aunque no diferencian por estadios claramente, pues
estudian 78 pacientes, de los que sélo 7 tenfan uno o mds sintomas relacionados con el VIH
y el resto estaban asintométicos. Formenti et al (137) encuentran disminucién del nimero
total de células NK en los asintomdticos y en los pacientes con sarcoma de Kaposi, pero son
similares a las de los controles en los pacientes con infecciones oportunistas. En esta serie
estudian 17 pacientes con multiples infecciones oportunistas y 3 con NPC. En la serie de
Dines et al (130), las células NK se encuentran disminuidas en nimero absoluto sélo en los
pacientes con leucoplaguia oral o con infeccién por CMV, mientras que en el resto de
enfermedades asociadas no hay diferencias ni tampoco en los asintomdticos. Otros trabajos
revisados encuentran también disminucién del nimero de NK, pero a expensas del
porcentaje, sin determinar el nimero absoluto (69). Portilla et al (134) estudian 128 pacientes
en diferentes estadios de la enfermedad y comprueban disminucién del porcentaje segin
avanza la infeccién, con diferencias significativas entre uno y otro grupo, pero no comparan
con un grupo de controles sanos.

El resto de las series revisadas muestran que el porcentaje de las células NK es

normal en todos los pacientes con infeccién por VIH, tengan o no enfermedades asociadas
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(125,131,133,136,140). Estas series pueden criticarse desde el punto de vista de la seleccion
y nimero de pacientes, pues se estudian 25 ADVP (125), 5 hemofilicos (136) y 16 pacientes
con NPC o sarcoma de Kaposi (140). La mds amplia es la de Tambussi et al (131) que
incluye 21 pacientes, 7 para cada grupo de la clasificacion de 1987 (grupo III, IV A y IV
C1). Sélo hemos encontrado un trabajo {129) en el que se menciona que el niimero absoluto
de células NK es normal en todos los pacientes infectados, pero la serie publicada estd
limitada a un nimero muy reducido de casos, sélo 13 pacientes, lo que pensamos que limita
el valor de los resultados.

Por lo tanto, a la vista de nuestros datos nos parece importante resefiar que €l estudio
de las células NK en la infeccién por el VIH debe hacerse en base al nimero absoluto, ya
que si se tiene en cuenta tnicamente el porcentaje sobre el total de linfocitos se observan
modificaciones sustanciales en el niimero sélo en el grupo 1 y segin qué marcador en los
otros grupos, lo que en ocasiones podrfa llevar a conclusiones equivocas, al deducir en base
a estos hallazgos que la cifra de células NK es normal en alguno de los grupos. Lo mismo
sucede con los linfocitos CD4+, siendo mds importante el valor absoluto que la proporcién
sobre el total de linfocitos, sobre todo para definir la progresion de la enfermedad y poder
establecer un prondstico. De hecho, asi se establece en la nueva definicién-clasificacién de
SIDA de 1992, al hacer énfasis en el nimero absoluto y utilizar sélo el porcentaje cuando
no se disponga del nimero total de linfocitos. Evidentemente el nimero de linfocitos totales
va a determinar el mimero absoluto de células NK y si los primeros estdn bajos, las células
NK tenderdn también a estarlo, pero no en todos los casos es asi (en el grupo 1 el nimero
total de linfocitos es similar al de los controles sanos, sin diferencias significativas). E! haber
encontrado correlacién significativa entre el descenso de las células CD4+ y el descenso de

las Kp43+ nos apoya mds en la idea de usar el nimero absoluto de células NK para valorar
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su estado en esta enfermedad.

El mecanismo por ¢l que las células NK disminuyen en la infeccién por VIH no esta
claro, como tampoco lo estd por qué disminuyen a medida que progresa la enfermedad. Se
ha hablado de mecanismos dishematopoyéticos, que podrian afectar a cualquier poblacién de
linfocitos. También de infeccién directa por el VIH, pero no existe evidencia clara para
poderlo afirmar,

Recientemente (145,146) se ha visto que las células NK pueden ser infectadas
directamente por el virus herpes tipo 6, cofactor asociado a la infeccién por VIH, y puede
producirles su muerte o bien inducir receptores en las células NK para el VIH y éste
infectarlas a su vez. Asi, la disminucién del nimero de las NK seria consecuencia de la
muerte directa por el virus. Como sucede con los linfocitos CD4+, lo mds probable es que
existan varios mecanismos patogénicos que actien conjuntamente y sea dificil definir la
verdadera causa del déficit numérico de las NK.

Al determinar el coeficiente de correlacién entre los tres marcadores utilizados para
el estudio de las NK, hemos comprobado que no para todos los grupos de pacientes existe
correlacién significativa, mientras que en los controles sanos sf existe. Esto podria significar
que para los sujetos sanos el estudio por cualquiera de los tres marcadores serfa de utilidad,
y para los pacientes deberian utilizarse los tres ya que puede haber cambios si s6lo usamos
uno. La causa de esta falta de correlacién podria encontrarse en alteraciones en la
diferenciacién celular de forma precoz. Al relacionar Kp43 con CD16 se observa que no
existe correlacion en el grupo 1; al relacionar CD16 con CD56 también falla en el grupo 1,
y al relacionar Kp43 con CD56 hay correlacion en los tres grupos. Por lo tanto, parece que
sélo es el grupo 1 el que puede apartarse de la norma, lo que pensamos que no impide hacer

el estudio de las células NK en funcion del antigeno Kp43 en el momento de establecer su
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relacién con las infecciones del SIDA, pues son los pacientes de los grupos 2 y 3 los que las
padecen. Asf, el antigeno Kp43 podria tener el mismo valor que los otros dos marcadores
usados para ¢l estudio de las NK y su uso podria sustituir a cualquiera de los otros sin que
los resultados se modificaran de forma significativa.

Hay datos en la literatura que demuestran el papel de las células NK en la defensa
contra las infecciones virales, al encontrar en ciertas condiciones patolégicas disminucién de
las células NK asociada a infecciones frecuentes por virus herpes zdster y citomegalovirus
sobre todo. En cuanto a las infecciones bacterianas se ha dicho que podrian tener importancia
en la defensa contra ciertas especies, como Shigella, Legionella, Listeria, etc. Menos
evidente es su accién contra ciertos hongos, como Candida albicans o Criptococo
neoformans. La posible actividad sobre protozoos tampoco se ha estudiado en detalle; sobre
Toxoplasma gondii se ha referido que en las infecciones por este protozoo existe actividad
NK aumentada, ademds de estimular la produccién de IFN-gamma, y que las células NK de
ratén pueden lisar toxoplasmas in vitro.

En nuestra serie hemos observado que existe disminucién del nimero de células NK
(medidas por la expresién de Kp43 y CD16) con diferencias significativas cuando los
pacientes han padecido toxoplasmosis, que se acompana de disminucién de los linfocitos
totales, de los CD3+, CD4+ y CD8+ (tabla 15). En otras enfermedades hemos encontrado
cierta tendencia a un mayor nimero de células NK (Kp43+, CD16+ y CD56+) como en
la infeccion por virus herpes que también se acompafia de discreto aumento de los linfocitos
T CD4+ (tabla 18). En otros casos, como la NPC, candidiasis y tuberculosis lo que se
observa es que el nimero de células Kp43+ es algo menor. siendo variables el resto de los
pardmetros analizados y existe disminucién de las células CD16+ en la NPC y la

candidiasis, con diferencias significativas. Por iltimo, en la neumonfa bacteriana y en el
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sarcoma de Kaposi, las células Kp43+, CD16+ y CD56+ son normales como también los
son los linfocitos T CD4+.

Con todos estos datos puede decirse que las células NK disminuirfan con la progresién
de la enfermedad, comenzando incluso antes de la aparicién de sintomas asociados, lo que
puede predisponer a la progresién de la infeccién por el VIH, o a la aparicidn de infecciones
asociadas, como la toxoplasmosis cerebral, que hasta ahora no se habfa considerado como
asociada a un déficit de células NK, la NPC o la candidiasis. En otras enfermedades podemos
encontrar tendencia a un mayor nimero de células NK, que podria poner de manifiesto una
respuesta por parte del huésped de sobreproduccién de estas células en un intento de
controlar la infeccién que, sin embargo, dada la mala evolucién clinica de los pacientes,
sugeriria que son funcionalmente inactivas. Por ltimo en otras situaciones, no se observa
ningin cambio en la cifra de células NK, lo que podria presuponer que en esas infecciones
estas células no estdn jugando ninglin papel. Resaltamos también la necesidad de realizar el
estudio de las células NK en el SIDA con la determinacion de la expresién de los tres
antigenos de superficie utilizados.

Sin embargo, hay que sefialar la dificultad de interpretacién de los resultados del papel
relativo de las células NK al superponerse su disminucién con la de otras poblaciones
linfoides, en algunos casos.

Las diferencias observadas en el nimero de células NK no sabemos si pueden tener
importancia prondstica como marcador de progresién, lo que deberia ser determinado en
estudios mas amplios y prospectivos, con seguimiento de los pacientes a largo plazo y estudio

de estas células repetidos secuencialmente.
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3. ENSAYQO FUNCIONAL .-

Se han descrito anormalidades funcionales en las células T y en las células NK en la
infeccién por VIH que ocurren en todos los estadios de la enfermedad y que afectan a
multitud de funciones en ambos tipos de células. Esto va a dar como consecuencia las
alteraciones clinicas caracteristicas del SIDA, manifestada en una gran mayoria de pacientes
por la aparicién de infecciones recurrentes a lo largo de su evolucién.

Hemos encontrado que la respuesta relativa en la producciéon de TNF-alfa tras el
estimulo inespecifico mds IL-2 estd disminuida en los pacientes respecto de los controles
sanos, pero sin diferencias significativas (tabla 29).

Linfocitos T.-

Cuando el estimulo se realiza con CD3, la respuesta de los linfocitos T no presenta
diferencias significativas respecto de los controles sanos en los grupos 1 y 2. Sin embargo,
en el grupo 3 la respuesta es significativamente menor, lo que podria implicar que la funcién
de los linfocitos T en estadios avanzados de la enfermedad estaria alterada, como ya ha sido
descrito ampliamente en la literatura. También vemos disminucidn de la respuesta relativa
cuando el estimulo se hace con CD3 y adicién de IL-2, pero en este caso se observa que el
defecto ocurre en todos los estadios de la enfermedad con diferencias significativas.
Rosenberg y Fauci (19) refieren que podria existir cierta homologia entre la gp120 del VIH
y la IL-2, y asi la gp120 se unirfa al receptor de IL-2 de los linfocitos T, no permitiendo que
lo hiciera la citoquina. Esto podria interferir con la actividad de esa citoquina de forma
directa o indirecta. La gp120 estaria activando continuamente a los linfocitos en reposo con
induccién de un aumento de expresién de receptores de IL-2, con lo que se suprimiria su
funcidn haciéndolas menos respondedoras a las sefiales encontradas durante la respuesta

inmunolégica normal.
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Células NK.-

El estimulo con CD16 da lugar a una respuesta idéntica a los controles en produccion
de TNF-alfa en todos los estadios de la enfermedad. Se ha descrito que la produccitn de
TNF-alfa tras estimulo con CD16 en sujetos normales es reducida y se intensifica cuando se
afiade el estimulo de la IL-2. Por otro lado, la activacién de las células NK a través de CD16
potencia el efecto mitogénico de la IL-2. En nuestra experiencia, cuando analizamos el efecto
del estimulo con CD16 y adicién de IL-2 se observa disminucién de la respuesta de forma
significativa respecto a los controles en todos los grupos de pacientes, lo que hace pensar que
la IL-2 en la infeccién por VIH no aumentaria el efecto del estimulo con CD16 y hace
patente la disfuncién de estas células, como se ha descrito en el apartado anterior para los
linfocitos T.

En esta infeccidén se ha encontrado alteracién de la citotoxicidad NK en distinto grado
dependiendo del estadio de la enfermedad. Hahn et al (124) observan que la citotoxicidad estd
disminuida en pacientes con SIDA y es normal en los asintomdticos, al igual que Voth et al
(128) y Poli et al (125). Tambussi et al (131) y Hersh et al (132), por el contrario, refieren
que la citotoxicidad estaria disminuida también en los asintomdticos. Por ltimo, Dines et al
(130) encuentran que la citotoxicidad en los asintomaéticos estd elevada. Una posibilidad, al
igual que ocurria con el nimero de células, es que los defectos en la funcién inmune de las
células NK ocurran pronto tras la seroconversion, en asociacion con disminucién de linfocitos
T CD4+ y aumento de los CD8+ (126).

Los trabajos mds importantes, como el de Sirianni et al (139) y Bonavida et al (127)
demuestran que hay defecto en la citotoxicidad localizado en la fase de la lisis que ocurre tras
la unién a la célula diana, debido a que no polarizan la tubulina alfa y beta y a que no

segregan NKCF. Bonavida et al (127) y Lifson et al (140) han demostrado que este defecto
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se recupera sélo parcialmente cuando las células NK se exponen a la IL-2, en forma dosis-
dependiente, y la respuesta no depende de si el paciente presenta infeccién oportunista o
tumor. La respuesta citot6xica tras el estimulo con IL-2 no llega a los niveles mdximos,
comparado con los controles sanos, lo que sugeriria que tal vez se requieran otros factores
para alcanzar la actividad mixima. Nuestras observaciones coinciden con estos resultados en
la medida que demuestran como la IL-2 tampoco normaliza la produccién de TNF activado
via CD16. El estudio con otros estimulos, como fitohemaglutinina (131), pone de manifiesto
que se produce un aumento de la actividad, sobre todo en los pacientes del grupo II de los
CDC, mientras que en los grupos IV A y IV Cl1 el aumento es moderado. Estos autores
sugieren que los pacientes con enfermedad avanzada pueden no responder, ain tras
estimulos, probablemente porque la maquinaria litica de las células efectoras estd sumamente
comprometida.

Por otro lado, y en la misma linea que nuestras observaciones, Scott-Algara et al
(138) han encontrado que la produccién de TNF-alfa estd disminuida tras la unién a la célula
diana y que no se restaura esta actividad aunque se cultiven en presencia de niveles elevados
de IL-2, lo que a ellos les sugiere que en la infeccidn por VIH debe haber un "proceso de
anergia general" que es independiente del efecto citopdtico del VIH.

Pensamos por lo tanto que nuestros resultados estdn de acuerdo con los referidos en
la literatura, aunque el método utilizado haya sido diferente. La respuesta de las cé€lulas NK
al estimulo con CD16 en los pacientes es indistinguible a la de los controles sanos; sin
embargo, combinado a la IL-2 estd disminuida en todos los estadios de la infeccién, lo que

demostraria la existencia de un defecto en la actividad funcional de las células NK.
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CONCLUSIONES
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12, No observamos diferencias significativas en el riesgo de evolucionar a SIDA tras
estratificar a los pacientes segiin la clasificacién de 1992, aunque se aprecia un aumento del
60% en el nimero de casos de SIDA en el momento del diagnéstico de la infeccion.
Tampoco hemos observado diferencias entre la probabilidad de supervivencia cuando se
estratifican los pacientes por cualquiera de las dos clasificaciones. Estos hallazgos validan la
utilidad de la nueva clasificacién al identificar la misma poblacién que se describfa con la de
1987.

22, Como factores de riesgo para desarrollar SIDA hemos observado: haber padecido
candidiasis oral, pertenecer a un grupo de riesgo distinto de los ADVP y tener al diagnéstico
de la infeccién por VIH una cifra de linfocitos T CD4+ de 200 a 400/mm’.

32, Existe una disminucién significativa del nimero de células NK, identificadas por
cualquiera de los marcadores (Kp43, CD16 o CD56) a medida que progresa la infeccion por
VIH, que se comienza a apreciar ya en estadios precoces.

42, Se ha observado una disminucidn significativa de la produccién de TNF-alfa por
parte de las células NK cuando son estimuladas con CD16 en presencia de IL-2, apreciable
en todos los estadios de la enfermedad y més acusada en el grupo 3.

52. Las células Kp43 + estdn disminufdas de forma significativa en los pacientes que
han padecido toxoplasmosis cerebral, mientras que las CD16+ lo estdn en la NPC,
toxoplasmosis y candidiasis. Sin embargo, dado el solapamiento con la disminucién de otras
subpoblaciones de linfocitos, los resultados de este andlisis no permiten percibir claramente

el papel relativo de las células NK en la aparicién de infecciones.
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