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El sindrome de inmunodeficiencia adquirida es una grave proceso caracterizado por el
desarrollo de infecciones oportunistas, neoplasias malignas, y la afectacion grave del
sistema nervioso central (Levi y col., 1993). Los primeros casos documentados de SIDA se
describieron en los afios ochenta, y desde entonces, la importancia de este proceso para la
salud publica ha ido creciendo, hasta convertirse en un grave problema mundial. En
algunos paises, la pandemia del SIDA ha alcanzado dimensiones catastroficas, como en
Africa, donde se encuentra mds de la mitad de la poblacion infectada, o en Asia, donde el
numero de infectados esta creciendo rapidamente. Se calcula que en los ultimos veinte
afios se han infectado aproximadamente unos 60 millones de personas, de las cuales 20

millones han muerto.

El agente causal del SIDA es el VIH (Coffin y col., 1986). Sus principales vias de
transmision son el contacto sexual, la via parenteral y la materno-fetal. En la mayoria de
los casos, la infeccion provoca unos sintomas iniciales similares a los de wuna
mononucleosis infecciosa, que se resuelven rapidamente, entrando el sujeto en una fase de
latencia clinica que puede durar afios, hasta el desarrollo del SIDA. Durante esta fase
asintomatica, el virus se replica activamente, destruyendo el sistema inmune, lo que queda
de manifiesto por la progresiva reducciéon del mimero de linfocitos T CD4", caracteristica
de esta infeccion. El resultado final es la pérdida de funcionalidad del sistema inmune, y la
aparicion del SIDA .

Este curso letal de la infeccion por VIH puede ser interrumpido gracias a la
disponibilidad de firmacos que inhiben la replicacion del virus. La administracion
simultanea de varios de ellos tiene un efecto sinérgico supresor sobre la replicacion viral,
lo que consigue interrumpir la progresion de la inmunodeficiencia, una reconstitucion
parcial del sistema inmune, y un aumento drastico de la calidad y de la esperanza de vida
de los pacientes. Sin embargo, y aunque las terapias actuales consiguen reducir la viremia a
niveles indetectables, no son capaces de "curar", ya que ni consiguen la eliminacion del
virus del organismo, ni en general normalizar la funcionalidad del sistema inmune dafiado.
De hecho, constituye actualmente una incégnita las consecuencias que a largo plazo
tendran la inmunodeficiencia parcial a la que quedan expuestos los pacientes, que les
dificulta el control inmunolégico del VIH y probablemente hacerlos vulnerables a
infecciones y tumores en el futuro, coincidiendo con el envejecimiento natural del sistema

inmune.
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1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL VIRUS

El VIH es un retrovirus, y por lo tanto su genoma esta codificado sobre una molécula de
ARN, que debe ser retrotranscrita a ADN para expresarse en la célula huésped. Como en el
resto de los retrovirus conocidos, su genoma se compone de secuencias gag, que codifican
las proteinas estructurales del virion, secuencias pol, que codifican las enzimas necesarias
para la integracion del virus en el cromosoma de la célula, y secuencias env, que codifican
las proteinas de la envuelta, implicadas en la fusion del virus con su célula huésped. Estas
secuencias estan flanqueadas por secuencias de repeticiones terminales largas, o LTR (del
inglés long terminal repeats). Adicionalmente, existen también otros genes reguladores
que controlan diversos aspectos del ciclo del virus (genes fat, rev, vif, nef, vpr y vpu), y que
se encuentran codificados en distintos marcos de lectura de las secuencias gag, pol y env.
La presencia de estos genes reguladores clasifica al VIH como un retrovirus complejo, que
ha sido incluido en la familia de los lentivirus, una familia de virus que se caracterizan por
producir enfermedades graves de progresion lenta. Se conocen dos variantes principales
del VIH, denominadas VIH-1 y VIH-2. Genéticamente, ambas estan muy relacionadas,
causando un sindrome de inmunodeficiencia similar, aunque el VIH-1 es el principal
responsable de la actual pandemia del SIDA. Las diferencias mas relevantes entre ambos
virus son que el desarrollo de la inmunodeficiencia debida a la infeccion por VIH-2 tiene
un curso mas lento, y que el VIH-2 presenta diferencias genéticas que le hacen
naturalmente resistente a algunos de los antirretrovirales utilizados actualmente (Rodes y
col., 2000).

El conocimiento de la estructura y del ciclo viral del VIH ha ayudado a comprender
como el virus consigue escapar al control del sistema inmune, y como provoca su
destruccion. Se puede considerar que las tres caracteristicas principales que hacen al virus
tan patégeno son su elevada tasa de mutacion, su tropismo hacia las células del sistema
inmune, y la alteracién de los mecanismos de regulacién del sistema inmune, que induce

en provecho propio.

1.1 Elevada Tasa de Mutacion.

La primera caracteristica importante del VIH estd relacionada con su naturaleza de
retrovirus. A lo largo del ciclo vital del virus su genoma se codifica alternativamente en
forma de ARN y ADN. Cada particula libre de VIH (o virion) contiene dos cadenas

idénticas de ARN, empaquetadas en un niicleo proteico rodeado por una bicapa lipidica
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derivada de célula huésped. Tras la fusion del virus con la célula, el centro nucleoproteico
del virus se desestructura, y el ARN del virus es retrotranscrito a ADN de doble cadena,
por la accion de la enzima viral transcriptasa inversa, e integrado en el genoma de la
célula por la enzima viral infegrasa (incluidas ambas en el virién). Finalmente, el genoma
viral completo es transcrito en una molécula de ARN que serd de nuevo empaquetada en el
virion, comenzando asi otro ciclo infectivo. Debido a que la transcriptasa inversa viral
carece de una actividad 3'-»5" exonucleasa correctora de errores, la tasa de mutaciéon
caracteristica del virus es excepcionalmente alta, del orden de 10” a 10” incorporaciones
incorrectas por nucledtido copiado, lo que introduce mutaciones con mucha frecuencia.
Esta alta tasa de mutacion provoca que los viriones producidos presenten una gran
diversidad genética, hasta el punto de que se habla del concepto de quasiespecies, en
referencia al gran nimero de cepas distintas que pueden existir simultanecamente en un
organismo (Domingo y col., 1996). Esta estrategia le da al virus una capacidad de
adaptacion inmensa, que le permite escapar a la presion que sobre €l ejercen el sistema

inmune y los farmacos antirretrovirales (Pantaleo y col., 1997).

1.2 Tropismo.

La segunda de las caracteristicas del VIH que le hacen altamente patogénico es su
capacidad de infectar y destruir a las células del sistema inmune. El VIH es capaz de
infectar y destruir linfocitos T CD4 colaboradores (o linfocitos Ty, del inglés T helper),
macréfagos y sus tipos celulares derivados de tejido (incluyendo la microglia del sistema
nervioso central), y timocitos (Bonyhadi y col., 1993). La capacidad de infectar a estas
células estd basada en la afinidad que existe entre la molécula CD4 que expresan todas
ellas y la proteina de la envuelta viral gpl20. Sin embargo, la expresion de CD4 no basta
para que la célula pueda ser infectada por el VIH. La entrada del virus en la célula requiere
ademas la presencia de una segunda molécula que acte de correceptor para el virus. Se
han identificado varios receptores de quimioquinas que pueden actuar como correceptores
para el virus. Los principales son el receptor CXCR4, que naturalmente se une a las
quimioquinas SDF-1 y SDF-1B, y el receptor CCRS, que se une a RANTES, MIP-1a y
MIP-1B. Tras la unién de la proteina gpl/20 a la molécula CD4, y al correceptor de
quimioquinas, se induce un cambio conformacional de la proteina gp4/, que expone una
region hidréfoba que media la fusion de las bicapas lipidicas del virus y de la célula. El uso
de uno u otro correceptor depende de variaciones menores en la secuencia de la gp/20, que

aparecen como consecuencia de la alta tasa de mutacion propia del virus antes comentada.

4
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Estos cambios en la gpl20 se ha descrito que tienen un papel en la patogénesis de la

enfermedad, al modificar el tropismo de las cepas de VIH.

La infeccion de estos tipos celulares afecta gravemente a la funcionalidad del sistema
inmune, especialmente por la destruccion de linfocitos Ty, que realizan una funcién central
en la regulacion de todo el sistema inmune. Adicionalmente, la infeccion de los timocitos
induce una involucion del tejido timico (Papiernik y col., 1992, Joshi y col., 1986), que
puede comprometer la capacidad de regeneracion del sistema inmune, con potenciales

implicaciones en la patogénesis de la enfermedad.

1.3 Desregulacion del Sistema Ihmune.

La necesidad que el VIH tiene de un estado de activacion celular para la expresion de
sus genes es otro de los motivos por los que el VIH causa una alteracion tan grave del
sistema inmune. Como todos los virus, el VIH necesita usar la maquinaria de expresion
génica de la célula huésped. Para ello, y una vez que el ARN viral ha sido retrotranscrito a
un intermediario de ADN de doble cadena, este debe ser integrado en un cromosoma de la
célula huésped. El proceso lo realiza otra de las enzimas viricas transportadas en el virion,
la integrasa. A esta forma integrada del genoma virico se le denomina provirus. Una vez
integrado, la regulacion de la transcripcion de los genes del provirus depende de una
secuencia LTR situada en 5° respecto a los genes estructurales viricos. En esta LTR se
encuentran la secuencia del promotor TATA, y sitios de union para factores de
transcripcion de la célula huésped, como NFxB y SP1. Estos factores de transcripcion
estan disponibles en su forma activa en las células activadas, por lo que el inicio de la
transcripcion del genoma viral es dependiente de sefiales de activacion inmune, tales como
el reconocimiento del antigeno por los TCR de los linfocitos o por la presencia de
citoquinas activadoras, como la interleuquina (IL)-1, IL-3, IL-6, TNF, LT, IFN-y y el
factor estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos. Por ello, y dependiendo del
estado de activacion de la célula huésped, el VIH puede quedar integrado en el cromosoma
en estado latente hasta que la célula se activa, o bien puede iniciar un ciclo de produccion
de nuevos viriones si la célula ya estaba activada. Este hecho tiene implicaciones muy
importantes para la erradicacion del virus en pacientes bajo tratamiento antirretroviral, al

constituir reservorios de virus insensibles a los antirretrovirales.
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2. PATOGENESIS DEL SIDA

El VIH posee una serie de propiedades que favorecen que su replicacion activa destruya
el sistema inmune del huésped, provocando la aparicién del SIDA. Sin embargo, en la
actualidad todavia no estan claro los detalles de la interrelacion entre el virus y el sistema
inmune que provocan la destruccion de este ltimo. El VIH provoca la pérdida de células y
el mantenimiento de unos niveles de carga viral muy elevados. Esto produce alteraciones
en la homeostasia normal del sistema inmune, siendo las dos manifestaciones mas
importantes la disminucién progresiva del numero de linfocitos Ty (Levy, 1993), y la

activacion cronica del sistema inmune.

2.1 Efecto de la infeccién sobre el estado de activacion del sistema inmune

El VIH necesita para su expresion de factores de transcripcion que normalmente son
funcionales solo en células activadas. Es bastante posible que el VIH favorezca un estado
de activacion crénica inmune para su propio beneficio, pero que sin embargo perjudica
seriamente al sistema inmune. En los modelos animales de VIH se ha observado que el
desarrollo o no del SIDA en primates infectados con el virus de la inmunodeficiencia de
simio (SIV, del inglés simian inmunodeficiency virus) depende del grado de activacion

cronica inducido en las diferentes especies (Gougeon y col., 1995).

La primera causa de activaciéon inmune debida al VIH es su reconocimiento como
extrafio al organismo, lo que inicia una respuesta inmune para su eliminacion. Esta
respuesta consigue reducir las altas tasas de replicacion virica presentes en la fase de la
primoinfeccion a valores menores, pero resulta ineficaz para su erradicacion,
manteniéndose entonces el SI en un estado de activacion crénica. A ello contribuye que los
principales lugares de produccion y almacenamiento del virus son los tejidos linfoides
(Pantaleo y col, 1991, Haase y col, 1996), donde el virus llega a través de varios
mecanismos: inicialmente, y en el caso de que la exposicion al virus se produzca en las
mucosas, son las células dendriticas residentes en ellas las que transportan al virus a los
ganglios linfaticos que drenan la zona expuesta (Orenstein y col., 1997). Posteriormente, el
virus se extiende a través de la sangre al resto de los tejidos linfoides. A ello contribuye el
que las particulas de virus del plasma son capturadas por las células dendriticas foliculares
(FDC) de los tejidos linfoides. Estas células se convierten entonces en el principal
reservorio de viriones, al mantenerlos unidos a su superficie formando complejos con

anticuerpos y moléculas del complemento. Se cree que el VIH no se replica en las FDC,
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pero que su presentacion por las FDC devuelve la capacidad infectiva a los viriones

inactivados por los anticuerpos neutralizantes.

El numero de viriones asi retenido en las FDC es extraordinariamente elevado,
calculado en unos 10", lo que convierte al VIH en el antigeno dominante en el sistema
inmune (este nimero implica unos 10" copias de la proteina p24, por ejemplo). Este
proceso va asociado a una activacion crénica del sistema inmune, que se refleja en diversos
parametros, como la aparicién de hipergammaglobulinemia; niveles levados de marcadores
solubles como la f,-microglobulina, neopterina, y componentes del sistema TNF; o la

expresion celular de marcadores de activacion, como los niveles elevados de CD38 o de
HLA-DR.

Adicionalmente, la progresiva pérdida de funcion inmune asociada a la infeccion por el
VIH favorece la aparicion de eventos oportunistas, que contribuyen aiin mas a aumentar el
grado de activacion inmune. El reconocimiento de un patogeno por un linfocito T puede
inducir la reactivacién de provirus en reposo, bien en la misma célula, o bien a través de la
produccion de TNF, que induce la reactivacion de posibles provirus presentes en células
vecinas. Por ello, la relacién entre la progresion de la enfermedad y la activacion del

sistema inmune estdn intimamente interrelacionadas .

2.2 Linfopenia de linfocitos T CD4

Sin embargo, y a pesar de la activacion cronica descrita anteriormente, la alteracion mas
caracteristica de la infeccién por el VIH es la progresiva desaparicion de los linfocitos Ty
de la sangre periférica. Se puede considerar que el recuento normal de Ty de un individuo
adulto es de mas de 500 células por microlitro de sangre, pero tras la infeccion su nimero
comienza a descender paulatinamente, normalmente a lo largo de un periodo de afios. El
recuento sanguineo de Ty es hasta ahora el marcador mas fiable del grado de
inmunodeficiencia de los pacientes, y cuando su nimero desciende por debajo de
doscientas células por microlitro, se considera que existe un grave riesgo de suftir
enfermedades oportunistas y/o neoplasias. En los estadios finales de la enfermedad, cuando
el SIDA se ha desarrollado, los linfocitos Ty han desaparecido practicamente de la sangre.
Esto demuestra el papel central que los CD4 juegan en la regulacion de la funcion

defensiva del sistema inmune.

Actualmente, no se conocen los mecanismos que provocan esta pérdida de linfocitos Ty,

pero por analogia con otras situaciones de déficits de células sanguineas, se puede
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especular que la linfopenia puede ser causada por: i) destruccion acelerada de las células,
ii) redistribucién de las células desde la sangre hacia otros tejidos, o iii) produccion
insuficiente. Cada una de estos modelos tiene evidencias experimentales a su favor, y es
posible que todas sean responsables en algun grado de la linfopenia VIH, en distintas fases
de la enfermedad y en distintos enfermos, dependiendo de su edad. A continuacion

veremos las caracteristicas mas relevantes de cada modelo.
2.2.1 Modelo de la destruccion acelerada de las células

La destruccion de las células por efecto de la infeccion es un componente fundamental
de la linfopenia observada, y se produce como consecuencia de los efectos citotoxicos de
la replicacion viral, o debido a la accion efectora del sistema inmune que elimina
especificamente a las células infectadas. Adicionalmente, también se pierden células no

infectadas, como consecuencia del aumento de los niveles de apoptosis.

Por el efecto citopético del virus

El principal mecanismo de destruccion de los linfocitos CD4 in vivo en los sujetos
infectados por el VIH parece ser consecuencia del efecto citopatico que la replicacion viral
tiene sobre las células. Se han propuesto varios mecanismos de destruccion celular como

consecuencia de la replicacion activa del virus:

e Por la detencion en la fase G2 del ciclo celular que induce la proteina viral Vpr, o por

la acumulacién de ADN viral no integrado.

e Por el secuestro de moléculas de CD4 en el reticulo endoplasmético tras su
interaccion con la proteina viral gp120 producida por la célula. Este mecanismo seria
mas efectivo en las células que expresaran mayores niveles de CD4 en su membrana,
y explicaria porqué los macr6fagos soportan mejor la infeccion por VIH, y pueden

convertirse en células productoras de larga vida.

e Por la liberacion de particula viricas maduras, que afecta a la permeabilidad celular

provocando lisis celular.

e En fases mas avanzadas pueden producirse mecanismos adicionales de citotoxicidad,
como la formacion de sincitios que destruyen a los linfocitos Ty vecinos al infectado.
Ello es dependiente de la anteriormente comentada aparicion de cepas viricas con

tropismo alterado, conocidas como CXCR4, las cuales son mas patdgenas.
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Por una respuesta inmunolégica frente al VIH

Alternativamente a la destruccion de las células por la citotoxicidad asociada a la
produccién del virus, las células infectadas pueden ser también destruidas por la funcion
efectora del sistema inmune contra el VIH. En las primeras semanas de la infeccion por el
VIH, se produce una explosion de replicacién viral. El desarrollo entonces de una
respuesta inmune especifica contra el VIH tiene una importancia capital en el control de la
progresién de la enfermedad. Esta respuesta incluye tanto las ramas de la inmunidad
humoral como la celular. Asi, aparecen linfocitos NK y CTL que destruyen las células
infectadas, con lo que consiguen disminuir significativamente los niveles de viremia
plasmatica, y un aumento transitorio del recuento de Ty. Paraddjicamente, y a pesar del
beneficio indudable en el control de la replicacion virica de esta respuesta inmune, un gran
nimero de linfocitos Ty son destruidos también por el propio sistema inmune,

contribuyendo al desarrollo de la inmunodeficiencia final.

Eliminacién de células no infectadas.

Por dltimo, existen mecanismos que pueden destruir también a células que no estan
infectadas. Se calcula que el total corporal de linfocitos CD4 productivamente infectados
en un momento dado es de unos 10’-10%, y sin embargo la perdida de linfocitos diaria es
bastante superior al de células directamente infectadas por el virus. Esta destruccion puede
ser debida a anticuerpos frente al VIH con reactividad cruzada con los Ty, que pueden
inducir su eliminacion por mecanismos de citotoxicidad celular mediada por anticuerpos,
o por mecanismos de apoptosis. Se ha descrito que una activacion incompleta de los
linfocitos Ty in vitro sensibiliza las células, favoreciendo la apoptosis si son activadas de
nuevo. In vivo, este mecanismo podria ocurrir como consecuencia del entrecruzamiento del
marcador CD4 mediante anticuerpos autorreactivos, o por su union a la proteina viral
gpl20.

2.2.2 Modelo de la redistribucion de linfocitos

Hemos visto previamente que el VIH es capaz de infectar y destruir a los linfocitos Ty.
Esto produce una reduccion de su nimero total en el organismo del sujeto infectado, lo que
se traduce en la progresiva reduccion de su nimero en sangre periférica caracteristica de la
enfermedad. Sin embargo, la reduccién en el nimero de Ty circulantes es mayor que la
pérdida real de su total corporal. El nimero total de linfocitos restantes en un momento
dado es dificil de calcular, pero se calcula que cuando el recuento sanguineo se ha reducido

a 200 células por microlitro en el paciente infectado (aproximadamente un 20-25% de los
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valores normales), el namero total de linfocitos en los 6rganos linfoides secundarios se ha
reducido en un 50% (X, Rosok y col. 1996). Por debajo de doscientos linfocitos Tu/pl,
resulta impreciso calcular el total corporal restante, ya que la estructura tisular de los

organos linfoides esta muy alterada.

El origen de esta pérdida asimétrica de células en ambos compartimentos se debe a
cambios en la cinética de recirculacion de los linfocitos. En un adulto normal de 30 afios,
se estima que el total corporal de linfocitos T CD4 es de aproximadamente unas 2x10"
células, repartidos en un equilibrio dindmico entre los tejidos linfaticos (98%) y la
circulacion periférica (2%). La razon de este intercambio se debe a que los linfocitos T y B
utilizan la circulacion periférica para trasladarse de un tejido linfatico a otro, en busca del
antigeno que reconocen especificamente. Se calcula que una misma célula puede recircular
entre la sangre y tejidos linfoides hasta 50 veces en un dia. El tiempo que los linfocitos
permanecen en los ganglios linfaticos puede variar en respuesta a multiples factores, como
las infecciones y el estrés, lo que puede alterar las proporciones en equilibrio entre los dos
compartimentos, y modificar drasticamente el recuento periférico sin variar el nimero total
de células en el organismo. Por ello, cuando un linfocito Ty reconoce su antigeno
especifico presentado por las células APC de los ganglios linféticos, se inicia una respuesta
inmune que lo activa, quedando retenido en los ganglios, mientras que las células efectoras

CDS8 activadas salen a la circulacion. Esto produce una inversion del cociente normal
CD4/CDS8.

Parece probable que la respuesta inmune a la infeccion por VIH provoque un fenémeno
similar de retencion linfatica de CD4, que no se resuelve mientras esté presente el virus.
Esta alteracion no implica necesariamente una destruccion de células totales, pero explica
parcialmente la reduccion de linfocitos en sangre periférica. El analisis de los tejidos
linfoides de pacientes infectados sin tratamiento ha confirmado una mayor retencion de

linfocitos Ty
2.2.3 Modelo del fallo regenerativo

Por tltimo, existen mecanismos adicionales que contribuyen a la desaparicion de
linfocitos. Ademas de la destruccion de células maduras, y de su secuestro fuera de la
circulacion periférica, se postula que el virus puede afectar a los mecanismos regenerativos
de linfocitos, afectando a la produccion de linfocitos en el timo. El andlisis de timos
humanos provenientes de fetos abortados de madres seropositivas, y de biopsias de timo en

nifios infectados ha demostrado que el VIH es capaz de inducir una involucion timica. De
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acuerdo a esto, los nifios infectados por el VIH antes del nacimiento nacen con una grave
alteracion del sistema inmunitario, probablemente por la colonizacion intrauterina del timo
por el VIH. Bonyhadi y col., 1993 ha demostrado en un modelo de raton SCID-hu que la
inyeccién intratimica de aislados primarios de VIH permite la replicacion activa del virus,
por la deteccion del antigeno viral p24, y que ello va asociado a una deplecciéon muy grave
de la subpoblacién mayoritaria de timocitos, de fenotipo CD4'CDS8" (DP, del ingles double
positive). Evidencias in vitro también confirman que el VIH tiene la capacidad de infectar

timocitos.

Adicionalmente, otros mecanismos podrian reducir la fraccion de linfocitos T CD4+ y
CD8+ virgenes, como su conversion acelerada en linfocitos memoria por efecto del estado

de activacion crénica inducido por el VIH.
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3. TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL DE LA INFECCION

El tratamiento de los pacientes infectados por el VIH tienen hoy en dia como primer
objetivo la inhibicién de la replicacion del virus. Para ello, se han desarrollado farmacos
que actuan fundamentalmente sobre dos de sus enzimas especificas, la transcriptasa inversa
y la proteasa virales. El primer farmaco disponible con actividad antirretroviral fue la 3'-
azido-2'-3’-didesoxitimidina, conocida como AZT, o zidovudina (ZDV, Fischl y col.,
1987). Se trata de un andlogo de nucledsido, €l cual actia sobre la transcriptasa inversa
viral, inhibiendo la retrotranscripcion del ARN del virus en ADN de doble cadena. La
ZDV es efectiva para el tratamiento del VIH-1 y del VIH-2, y su administracion en
solitario conseguia una reduccion de la carga viral y un aumento de la supervivencia de los
pacientes. Sin embargo, el tratamiento basado exclusivamente en la administracién de
ZDV fracasa en 6-18 meses por la aparicion de cepas de virus que incorporan mutaciones
de resistencia. Con el desarrollo de nuevos farmacos que también inhibian la enzima
transcriptasa inversa, el siguiente paso en el tratamiento del VIH fue la administracién
combinada de varios de ellos, con lo que la barrera genética a superar era mayor,
dificultando la aparicion de cepas mutantes con resistencia simultdnea a los farmacos
administrados. De este modo, la administracion de ZDV combinada con otros analogos de
nucledsidos, como la didanosina (DDI) o lamiduvina (3TC) lograba reducir la carga viral
hasta dos logaritmos, pero de un modo también transitorio. Ademas, estos fArmacos actiian
solo sobre la primera fase del ciclo infectivo, y no pueden impedir la formacion de nuevos

viriones a partir de la reactivacion de provirus integrados previamente.

El desarrollo de farmacos que actuaban sobre otra de las enzimas del virus, la proteasa,
inhibe la maduracién de los precursores proteicos del virus en proteinas funcionales,
impidiendo asi la formacion de nuevos virus incluso en las células con provirus ya
integrados. La combinacion de analogos de nucledsidos y de inhibidores de la proteasa que
comenzd en 1996 ha resultado ser un tratamiento muy efectivo, denominado HAART (del
inglés highly active antirretroviral therapy). El HAART es capaz de reducir la replicacion
del virus a niveles minimos. Con su administracion, la carga viral puede hacerse
indetectable en el plasma (menos de 5 copias de virus por mililitro, con las técnicas mas
sensibles), y reducirse hasta 2500 veces en los tejidos linfaticos. Este control de la
replicacion puede mantenerse durante afios, aunque parece que no serd posible la
erradicacion total del virus, por la persistencia de células infectadas con provirus no

expresados. Por ultimo, la tendencia actual de los tratamientos es la de su simplificacion,
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pues si bien el HAART tradicional es muy efectivo en el control de la progresién de la
infeccion por el VIH, la complejidad de las pautas de administracion y sus posibles graves
efectos secundarios, como la aparicion de lipodistrofia, estd provocando el cambio a
regimenes de “HAART simple”, el cual incorpora inhibidores de la transcriptasa inversa de
un nuevo tipo, no analogos de nucledsido, en lugar de los inhibidores de la proteasa, los

cuales son de mas facil administracion.

En cualquier caso, los tratamientos HAART tienen un efecto muy beneficioso sobre la
morbimortalidad asociada al SIDA. La desaparicion de la presion del virus sobre el sistema
inmune permite un cierto grado de recuperacion, manifestada tanto por parametros clinicos
como biologicos. En general, esta mejoria de la funciéon inmune es rapida y los enfermos
comienzan a sentirse mejor en poco tiempo. En respuesta al HAART la activacion crénica
del sistema inmune se reduce, la linfopenia CD4 se corrige al menos en parte, y todo ello
permite que las enfermedades oportunistas no aparezcan, y son numerosos las
comunicaciones de resoluciones de enfermedades oportunistas a partir del inicio del
HAART. A pesar de los indudables efectos positivos del HAART sobre la funcién inmune
en general y sobre el recuento de Ty en particular, existe discrepancia actualmente sobre
los mecanismos que regeneran el nimero de Ty. Existen varios modelos que explican los

aumentos en el nimero de Ty, que discutiremos en la siguiente seccion.
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4. REGENERACION DE LOS LINFOCITOS T

4.1 Timopoyesis y expansion periférica

Los mecanismos por los que el nimero de linfocitos T presentes en el organismo puede
ser aumentados son basicamente dos. En el primer caso, células madre de la médula 6sea
sufren un proceso de maduracion que las transforman en linfocitos T maduros plenamente
funcionales, capaces de rechazar a los agentes extrafios al organismo. La impronta del
reconocimiento de lo propio y de lo extrafio se produce durante su diferenciacion en una
glandula especializada: el timo. Tras completar su diferenciacion, estas células "virgenes”
abandonarén el timo y recirculardn continuamente por los 6rganos linfoides secundarios,
hasta encontrar un antigeno que puedan reconocer a través de sus receptores clonotipicos

especificos, o TCR (del inglés T cell receptor), iniciando una respuesta inmune especifica.

El segundo mecanismo de produccién de linfocitos T estd relacionado con este
reconocimiento antigénico. Cuando un clon de linfocitos reconoce un antigeno como
extrafio, comienza a dividirse para aumentar su numero, y asi realizar mds eficazmente su
funcion efectora. A la vez, sus células inician una seric de cambios que les permitiran
realizar sus funciones efectoras. Normalmente, el clon asi expandido suele contraerse al
agotarse la respuesta inmune que lo cred, pero conservando el suficiente nimero de células
como para que en caso de una nueva exposicion al antigeno que reconocen, la respuesta
inmune ocurra rapidamente. A estas células se les denomina "memoria”, y pueden ser
distinguidas de las virgenes por los marcadores de activacion celular que expresan. Aunque
esta expansion del tamafio de los clones ocurre normalmente en el contexto de una
respuesta inmune especifica, en situaciones de una reduccion del mimero de linfocitos T en
el organismo las células restantes pueden iniciar un proceso general de expansion
periférica de naturaleza homeostatica, no efectora, para corregir ese déficit de células. Esta
expansion de los clones genera células con un fenotipo activado, caracteristico de los

linfocitos memoria.

Es importante considerar que la generacion de linfocitos a través de ambos mecanismos
no es equivalente, pues los linfocitos generados por diferenciacion en el timo de
precursores médula 6sea incluyen una gran variedad de clones diferentes, mientras que la
expansion periférica de linfocitos maduros no puede crear mas clones de los que ya
existian inicialmente en el inculo de partida, y antes al contrario, el repertorio de las

células generadas puede quedar sesgado por la presencia de antigenos que favorezcan la
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expansion de unos clones sobre otros. Ademas, las células generadas por expansion
periférica presentan defectos funcionales, y el niimero final que alcanzan en equilibrio es

menor que en el caso de su generacion por el timo.

4.2 Modelos bifiasico de repoblacion de Ty en el VIH

Es por ello que en el analisis de la repoblacion de linfocitos que se observa en los
pacientes infectados por el VIH como consecuencia del inicio de la terapia antirretroviral
se distinguen las poblaciones de linfocitos T virgenes y memoria. De esta distincion ha
surgido el modelo bifésico, segiin el cual el aumento de linfocitos Ty que se produce tras el
inicio de la terapia antirretroviral presenta dos fases: durante las dos primeras semanas de
tratamiento, y aproximadamente hasta el primer mes, se produce un aumento rapido y
considerable de células memoria. Por otro lado, los linfocitos virgenes tienen un aumento
que se inicia mas tardiamente y de menor intensidad, pero que se extiende durante un
periodo de tiempo mayor, hasta mas alld de un afio. Esta cinética sugiere que ambas

subpoblaciones tienen un origen diferente.

4.3 Origen de los linfocitos tras el HAART.

Actualmente existen tres modelos que explican el origen de las células CD4 tras el
tratamiento antirretroviral de los pacientes infectados por el VIH, basados en los
mecanismos expuestos anteriormente de expansion de linfocitos y en la posibilidad de que
el incremento de linfocitos periféricos no refleje un aumento del total corporal, sino una

redistribucion desde los 6rganos linfoides hacia la circulacion periférica.
4.3.1 Expansion periférica

El modelo de la expansion periférica tuvo su origen en el analisis de la cinética de
cambios a muy corto plazo en la sangre de la carga viral y del nimero de linfocitos Ty
inducidos por la terapia antirretroviral. A principios de 1995 dos trabajos fundamentales en
la comprension de la dinamica del VIH y de los linfocitos Ty en la infeccion por VIH (Ho
y col., 1995, Wei y col., 1995) demostraron que durante la fase de latencia clinica el virus
continuaba replicindose muy activamente, y que el tratamiento antirretroviral era capaz
interrumpir drasticamente la infeccién de nuevas células. La desaparicion del virus iba
asociada a un aumento del recuento de linfocitos Ty, que en algunos casos multiplicaba
hasta 78 veces los recuentos basales de Ty Esto fue interpretado como reflejo de la
destruccion de células provocada por la replicacion activa del virus, al mantener el sistema

inmune un equilibrio dindmico entre la destruccion de células por el virus y su
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regeneracion homeostatica. A partir de los incrementos de Ty se calculé que diariamente
podrian estar destruyéndose un 5% del total de linfocitos Ty, aproximadamente 10°
células/dia, incluso en pacientes con un moderado grado de progresion. Sin embargo, este
modelo del High Turnover ha sido puesto en duda por diferentes estudios que analizaban el
grado de recambio celular, estimado a través de la longitud de los telémeros, o la expresion

de marcadores asociados a la division celular.

Los telomeros son los extremos de los cromosomas, y estdn formados por secuencias
de ADN repetidas, cuya longitud se acorta en aproximadamente unos 50 pares de bases
(Harley y col., 1990) en cada division celular, salvo que sean regenerados por la actividad
de la telomerasa, una enzima que se expresa en células germinales y transformadas. En el
trabajo de Wolthers y col, 1996 se demostraba que la longitud de los telémeros en
pacientes con una infeccion por VIH relativamente avanzada estaba acortada en los
linfocitos T CD8, pero no en los CD4, y que ambos tipos celulares expresaban niveles
similares de telomerasa. Ello sugeria que el VIH inducia un aumento en la proliferacion
celular en linfocitos T CD8, pero no en los CD4, lo que contradecia el modelo del High

Turnover.

Otras técnicas para evaluar la tasa de proliferacion en células se basan en la deteccion
de antigenos expresados exclusivamente en células en ciclo (Ki-67), o en el marcaje del
ADN de las células en division (BrdU, glucosa deuterada). De nuevos se ha confirmado
que las tasas de proliferacién de linfocitos T CD4 y CD8 estan solo moderadamente
aumentadas en un factor de X2 y x6, respectivamente, en pacientes seropositivos
(Sachsenberg y col., 1998, Hellerstein y col., 1999). Asi, parece que existe un consenso
bastante aceptado de que la tasa de recambio entre las CD4 de pacientes infectados por
VIH estd aumentada respecto a controles sanos, pero de un modo mas modesto que el
inicialmente propuesto. Actualmente se acepta una elevacion en un factor de 2-3 en la tasa
de proliferacion en los linfocitos CD4 y CD8 (Fleury y col., 2000, Hellerstein y col.,
1999), especialmente entre los CD4 memoria/efectores (McCune y col., 2000), pero
también los TH virgenes.

Por 1ltimo, el modelo de la repoblacion por expansion periférica predice que mientras
no se alcance el nimero normal de linfocitos, el HAART debe inducir un aumento en la
tasa de proliferacién. El analisis cuantitativo de la expresion de Ki-67 en linfocitos CD4"
de amigdalas muestra una disminucion significativa a las 24 semanas de HAART, hasta

valores similares a los de controles sanos (Zhang y col.,1998). La expresion de Ki-67 en
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linfocitos CD4 y CDS8 se redujo a las 4 semanas del HAART y se normalizo tras un afio de
HAART, en pacientes con inmunosupresién moderada. Los autores interpretan el aumento
basal de la proliferacion como indicativo de un estado de activacion cronica que se

resuelve con el HAART (Hazenberg y col., 2000).

4.3.2 Redistribucion de células

En realidad, hoy se entiende que los aumentos a corto plazo (2-4 semanas) de linfocitos
Tw tras la terapia antirretroviral (y de otras subpoblaciones, como linfocitos CD8, B y NK)
provienen de la recirculacién de células atrapadas en los ganglios linfaticos, que son
liberadas tras la desaparicion del efecto perturbador de la replicacion del VIH (Mosier,
1995, Sprent y col., 1995). Este modelo se ve apoyado por la rapidez con la que se produce
el aumento de Ty periféricos (Pakker y col, 1998). El modelo de recirculacion de
linfocitos entre la sangre y los 6rganos linfoides predice que solo el 2% de linfocitos se
encuentran normalmente en la sangre, y que recirculan continuamente, hasta 50 veces en
un dia. Esto permite que se produzcan cambios muy importantes en el nimero de Ty en la
periferia sin modificar el total corporal, si se altera dicho equilibrio. La infeccion por VIH
puede provocar un fenémeno de retencion linfatica de CD4, que no se resuelve mientras
esté presente el virus. El HAART induce una brusca interrupcion de la produccion de
nuevos viriones, lo que reduce la carga viral en el plasma y en los ganglios, desactivando al
sistema inmune y liberando células a la circulacién periférica. El analisis directo del
tamafio de los ganglios apoyan este modelo: tras el HAART, se produjo una reduccion del
tamafio de los ganglios, que fue acompafiada de una reduccién en la produccion de

citoquinas proinflamatorias y de moléculas de adhesion (Bucy y col., 1999).
4.3.3 Neolinfopoyesis. Papel del Timo

El timo es una glandula situada en el mediastino anterior y superior, por delante de los
grandes vasos que salen del corazén. Su funcién es la de proporcionar un ambiente
adecuado al proceso de diferenciacion de los linfocitos T. Para ello, las células precursoras
se dirigen al timo desde la médula 6sea, comenzando un proceso de diferenciacion durante
el cual se produce la reordenacion aleatoria de los genes de los TCR, y la seleccién de
aquellos clones con TCRs capaces de reconocer en el contexto de los MHC propios a los
péptidos extrafios, pero no a los propios (péptidos autorreactivos). Los estadios principales
de desarrollo de los timocitos han sido definidos por la expresién de los marcadores CD3,
CD4 y CD8.
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El timo desarrolla su maxima actividad al final de la vida uterina y en los primeros
meses de vida, generando un pool de linfocitos T maduros que ocupa los érganos linfoides
secundarios. Tras esta "siembra" inicial de linfocitos T el timo experimenta una involucién
progresiva, caracterizada por una reduccion en el tamafio y una substitucion del estroma
timico por tejido graso, y se considera que tras la pubertad el timo ya es completamente
afuncional. Esta posibilidad de prescindir de la funcién del timo sin més consecuencias
para el sistema inmune se pone de manifiesto drasticamente en situaciones en las que es
necesaria su extirpaciéon quirtrgica, como en la cirugia cardiaca correctora, o en el
tratamiento de timomas. La timectomia, incluso a los pocos meses del nacimiento, no
provoca un déficit inmunitario en los sujetos, gracias a que el pool de linfocitos T
periféricos es autosuficiente en condiciones normales, y puede mantener su nimero a

través de mecanismos homeostaticos sin necesidad de una nueva diferenciacién de células
T.

La involucién normal del timo parece responder a un principio de "economia
doméstica", al no ser necesaria su funcion para mantener el tamafio del pool periférico de
linfocitos T maduros. Sin embargo, este hecho no excluye que el timo puede ser reactivado
en condiciones en las que su funcién vuelve a ser necesaria. Es conocido que algunos
6rganos involucionados en la vida adulta pueden recuperar su funcion cuando es necesario,
como en el caso de la mielofibrosis, donde el higado y el bazo pueden recuperar la
capacidad hematopoyética que poseian en la vida fetal. En el caso del timo, parece
igualmente posible su reactivacién en condiciones de necesidad, como lo es el caso de la
destruccion total o parcial de los linfocitos T. En este sentido, la recuperacion del pool de
linfocitos T tras la quimioterapia antitumoral es posible, aunque esta relacionada con la
edad del paciente, de tal modo que la recuperacion de linfocitos T virgenes ocurre
principalmente en los pacientes mas jovenes, y se asocia a un incremento del volumen del
timo (determinado por tomografia axial computerizada). Esta relacion entre el timo y la
recuperacién de linfocitos virgenes ha sido adicionalmente apoyada por la falta de
produccién de linfocitos T virgenes en un paciente joven sometido a timectomia (Heitger y

col., 1997), que repoblod con linfocitos Ty memoria exclusivamente.

La infeccién por el VIH es otra situacion patologica de intensa depleccion de células T.
Es razonable suponer que una vez logrado el control de la replicacion del virus, el
organismo inicie los mecanismos homeostéaticos necesarios para la reconstitucion del

sistema inmune, gravemente dafiado por la infeccion. Entre estos mecanismos, el mas
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eficaz a priori debe ser la reactivacién del timo, que es el mecanismo primario de
produccién de linfocitos T, capaz de producir un pool de linfocitos plenamente funcional,
con un repertorio diverso. Sin embargo, es posible que el timo haya quedado

irreversiblemente dafiado por la accion del VIH.

Es por ello necesario que el tratamiento HAART sea capaz de inhibir la replicacion del
VIH también en el timo, para que este pueda regenerarse si estan presentes las sefiales
adecuadas. La recuperacion de la funcién timica para corregir la linfopenia tras el inicio de
la terapia antirretroviral es muy evidente en los pacientes pedidtricos, en los que se ha
comunicado que el tratamiento HAART aumenta el nimero de linfocitos T,
fundamentalmente con linfocitos CD45RA" virgenes (Essajee y col., 1999). Este aumento
de linfocitos virgenes fue mayor entre los nifios de menor edad (Cohen Stuart y col., 1998,
Sleasman y col., 1999), lo que se explica por la mayor capacidad de funcién timica de los

pacientes mas jovenes.

Vemos pues que la evaluaciéon de la funcién timica a través de la produccion de
linfocitos T virgenes es valida, especialmente en el caso de los nifios. Sin embargo, esta
técnica tiene sus limitaciones, puesto que las células virgenes pudieran ser generadas
alternativamente por expansion periférica sin cambio de fenotipo, o por reversion de
células memoria que expresarian de nuevo el marcador CD45RA propio de las células

virgenes.

La funcién timica ha sido evaluada alternativamente analizando el volumen del timo,
medido por técnicas radiodiagnosticas. En este sentido se ha comunicado que en nifios el
incremento de linfocitos Ty CD45SRA'CD62L" virgenes estuvo relacionado con aumentos
de la glandula timica medidos por resonancia magnética nuclear (Vigano y col. 1999). En
adultos, se ha descrito que en pacientes infectados por el VIH sin tratamiento el porcentaje
de sujetos con una masa timica grande era del 50%, significativamente mayor que en los
controles de igual edad no infectados. Asi mismo, la masa timica grande estaba asociada a
un mayor niimero de Ty virgenes (McCune y col., 1998). La abundancia de tejido timico en
los pacientes infectados por VIH de més edad se interpreté como una respuesta a la pérdida
de linfocitos Ty, o bien a una funcién timica mas conservada en algunos paciente, que
conferia un efecto protector de supervivencia en los pacientes infectados. La relacién entre
el tejido timico y la recuperacion de linfocitos T virgenes en adultos tras el HAART ha
sido también investigada, aunque solo se disponia de datos del volumen timico al final del

seguimiento, lo que impidié analizar la cinética del volumen timico tras el inicio del
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HAART. En cualquier caso, se demostré que los aumentos de TH virgenes al inicio del
tratamiento eran mayores en los pacientes un mayor volumen del timo (Smith y col, 2000).
Esta relacién entre el volumen timico y los aumentos de linfocitos virgenes detectados
tanto en nifios como en adultos parecen indicar que los cambios en volumen de la glandula
son funcionales, reflejo probablemente de una mayor actividad timopoyética. Sin embargo,
existen autores que interpretan los cambios en el volumen del timo como una infiltracién
de linfocitos T maduros en el drea perivascular del timo (Haynes y col, 1999), no
relacionada con un aumento de la diferenciacién timica. Parece incluso posible que se
produzcan aumentos de linfocitos TH virgenes sin la presencia del timo, como ba sido

comunicado en un paciente infectado por VIH y con timectomia, que inici6 un HAART.

Recientemente se ha comunicado la disponibilidad de un marcador molecular de células
recién emigrada del timo (RTE, del inglés recent thymic emigrant), que permite cuantificar
la produccién de nuevos RTE de un modo mas real que por la enumeracion de células con
fenotipo virgen. Este marcador se basa en las modificaciones que se realizan en el ADN de
los timocitos durante su diferenciacion intratimica, ya que para la generacion de la gran
diversidad de receptores TCR que constituyen el repertorio inmunolégico, se debe producir
una reunién aleatoria de segmentos génicos V, D y J, inicialmente separados en el
cromosoma, para formar nuevas proteinas Unicas de los distintos TCR. Estos segmentos
son reunidos por mecanismos de corte y empalme del ADN, que tienen como subproducto
la expulsion del ADN espaciador en forma de una molécula de ADN circular
extracromosémica. Estos circulos de ADN asi generados no realizan ninguna funcién en la
célula, y por lo tanto no existen mecanismos para su replicacion cuando la célula portadora
se divide. Este hecho es el origen de las propiedades que hacen interesantes a estos TRECs
para medir la funcidn timica, ya que al no ser replicado durante la mitosis, su nimero no
aumenta aunque si lo haga el nimero de células del clon de linfocitos T, y se considera que
la unica fuente que puede aumentar el niimero de TRECs es la diferenciacion intratimica

de linfocitos T.

Cada posible reordenacion entre segmentos genera un TREC de tamafio y secuencia
caracteristicos, por lo que existen infinidad de ellos, pero en la practica existe un tipo
particular de TREC que es especialmente abundante en los timocitos, por las caracteristicas
de su generacion. El receptor clonotipico del linfocito T esta formado por un heterodimero
del que existen dos posibles variantes, €l heterodimero TCR-o/TCR-p o el TCR-y/TCR-3,

de propiedades funcionales muy diferentes. El tipo de linfocitos mas comin es el que
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posee un TCR de tipo ap. Se da la circunstancia de que los segmentos génicos V, D y J del
TCR § se encuentran situados en el interior del locus que contiene los segmentos del TCR-
o, entre los segmentos génicos Va y Ja, y que para la adecuada reordenacion del TCR-a
el primer paso debe ser la eliminacion de las secuencias del TCR-8, por un mecanismo de
corte y empalme homologo al de recombinacion de los segmentos V, D y J antes descrito.

Paral

El locus TCR-$ se encuentra flanqueado por varios segmentos génicos, de los cuales
dos (BRec y wla) son los que con mas frecuencia son apareados para realizar la
recombinacién que expulsara el locus TCR-8 (hasta un 70% de los timocitos usan esta via),
. Esta reordenacién no genera combinaciones funcionales de segmentos génicos, pero se

piensa que prepara para la reordenacion del locus TCR-a.

Fl punto de unién de las hebras de ADN en el TREC expulsado se denomina signal
Jjoint, y puede ser detectado disefiando cebadores que sobre el ADN de la linea germinal se
encuentran muy alejados y en orientacion no productiva, pero que tras el proceso de
recombinaciéon quedan enfrentados y proximos, lo que permite la deteccion de las signal

Jjoints generadas mediante PCR.

El analisis de los niveles de TRECs en sangre periférica ha sido empleado como
marcador de funcién timica por sus propiedades antes comentadas. De este estudio se ha
demostrado que aunque muy reducida, la funcién timica parece estar presente hasta una
muy avanzada edad, habiendo sujetos de hasta 70 afios con niveles de TRECs detectables
en la sangre. En el contexto del VIH, se ha demostrado que en pacientes infectados y no
tratados los niveles de TRECs en PBMC son significativamente menores que en controles
sanos de igual edad. También se ha demostrado que la reduccion de los niveles de TRECs
son un marcador independiente del recuento de Ty o de la carga viral de la progresion a
SIDA. Dado que los TRECs en si mismos no realizan funcion alguna en las células que los
portan, los datos anteriorés se han interpretado como un indicativo de que el VIH afecta a

la funcion timica, y que ello tienen implicaciones en la progresion de la enfermedad.

Adicionalmente, se ha demostrado que la administracion de terapia antirretroviral puede
aumentar significativamente los niveles de TRECs, indicando que la funcién timica

pudiera estar implicada en la reconstitucion del sistema inmune inducida por el HAART.

Sin embargo, las variaciones en el nivel de TRECs han sido adicionalmente explicadas

por mecanismos distintos a los de los cambios en la funcion timica por otros autores.
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Modelos matematicos del impacto que sobre los niveles de TRECs en sangre periférica
tendrian los cambios en los parametros de funcién timica, tasas de mortalidad y tasas de
proliferacién de las células virgenes han demostrado que la pérdida de TRECs asociada a
la infeccién por VIH no puede ser explicada simplemente por una interrupcion de la
produccion timica, ya que este mecanismo tendria un efecto muy modesto en condiciones
normales en la desaparicion de los TRECs ya presentes en la sangre periférica. Por el
contrario, los aumentos drasticos de las tasas de proliferacion de los linfocitos serian muy
eficaces en la reduccion en la frecuencia de TRECs en PBMC, por un efecto de dilucion
del TREC en la poblacion celular en expansion. Dado que una de las caracteristicas de la
infeccion por el VIH, antes comentada, es el estado de activacion cronica que produce, es
l6gico suponer que la reduccion en la frecuencia de células activadas y en las tasas de
proliferacién inducidas por el HAART podrian ser responsables de los aumentos de la

frecuencia de TRECs observados.
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OBJETIVOS

1.

Analizar los efectos del HAART sobre la hiperactivacion cronica del sistema

inmune, producida como consecuencia de la infeccion por el VIH.

Analizar la dindmica de repoblacion de linfocitos T inducida por el HAART
(diferenciando las subpoblaciones virgen y memoria), asi como la influencia de la

edad sobre este proceso.

. Analizar los cambios en la funcién timica producidos tras el inicio del HAART, en

pacientes adultos.
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1 AMBITO DE ESTE ESTUDIO

Este estudio ha sido realizado en el Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla,
dentro del Grupo para el Estudio de la Hepatitis Virica y SIDA (GHVS). El GHVS es un
grupo multidisciplinar formado por médicos y biblogos pertenecientes a los servicios de
Medicina Interna, Bioquimica Clinica y Microbiologia Clinica de dicho hospital.
Adicionalmente, para la realizacidon de este estudio han colaborado los servicios de

Inmunologia, Pediatria y Radiologia de dicho hospital.

El GHVS dispone de un servicio de consultas externas y de un area de hospitalizacion
en el servicio de Medicina Interna, para la atencion de los pacientes infectados por los
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y de las hepatitis. Desde 1989, los pacientes
que inician tratamiento antirretroviral para el VIH son incluidos en una cohorte para su
control peridédico. El programa de visitas de la cohorte incluye controles en las semanas —4,
0, 4y 12, y cada doce semanas desde entonces. En cada visita se realiza un estudio clinico,
virolégico e inmunoldgico del paciente, y se obtienen muestras biolégicas, que son
procesadas y conservadas en el laboratorio de Biologia Celular y Molecular del GHVS,
para su posterior andlisis. Actualmente, la cohorte incluye 350 individuos, que suman un
total de aproximadamente 9000 visitas. Desde Abril de 1996, existe disponibilidad de
tratamiento HAART.
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2. MATERIALES Y METODOS COMUNES A TODO EL ESTUDIO

2.1 Determinacién de la carga viral VIH-1.

El nimero de viriones del VIH-1 presentes en la sangre de los pacientes, o carga viral,
es un marcador imprescindible para evaluar tanto el riesgo de progresion a SIDA de los
pacientes como la eficacia del tratamiento antirretroviral que siguen. La carga viral se
determina cuantificando el ARN que constituye el genoma del virus, y se realiza de modo
rutinario en el Servicio de Inmunologia de nuestro hospital, utilizando métodos
comerciales estandarizados. El ensayo utilizado es el "COBAS Amplicor HIV-1 Monitor™
Test" (Roche Molecular System, Hoffman-La Roche, Suiza). La sangre es extraida en
tubos con K3-EDTA y centrifugada para separar el plasma, que es congelado hasta su
determinacion. Este ensayo se basa en la retrotranscripcion del ARN viral y de un estandar
interno al ensayo en ADN complementario, su amplificacion mediante PCR, y la posterior
deteccion del amplificado por métodos colorimétricos. El sistema se usdé con un limite
inferior de deteccion de 200 copias de ARN de VIH-1 por mililitro en los objetivos 1 y 2
de este estudio. Las determinaciones del objetivo 3 se realizaron con un limite inferior de
deteccion de 50 copias, gracias a la adicion de un paso de ultracentrifugacion inicial de los
sueros. La version del ensayo disponible actualmente (v1.5) no detecta ARN del VIH-2,
por lo que para los pacientes infectados por dicho virus no se dispone de datos de la carga

viral.

2.2 Recuento de subpoblaciones linfocitarias de sangre periférica.

Al igual que la carga viral, el recuento de linfocitos T CD4" es un parametro
imprescindible para la monitorizacién de los pacientes infectados por el VIH. Esta
determinacion se realiza de modo rutinario en el Servicio de Inmunologia de nuestro
hospital. Para ello, una muestra de sangre extraida en tubos con K3-EDTA es marcada con
un panel de anticuerpos apropiado, dentro de las primeras 24 horas de la extraccion. El
recuento absoluto y porcentajes de linfocitos T CD3*, CD4*, CD8", linfocitos B CD19" y
linfocitos NK CD16'CD3~ se obtiene por analisis automatizado de un volumen fijo de

sangre, utilizando un citémetro de flujo Orthocytoron Absolute (Ortho, USA).

2.3 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC).

Para la obtencion de las células mononucleares de los pacientes, y hasta 1999, la sangre

era extraida en tubos con heparina de sodio como anticoagulante. La sangre extraida en
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tres tubos de 10 ml de capacidad cada uno fue reunida y diluida en un volumen de tampon
fosfato salino (PBS, bioMérieux, Francia). La separacion de las PBMC se realizd en la
misma mafiana de la extraccion, mediante un gradiente de densidad Ficoll-Hypaque,
centrifugando a 1600g durante 20 minutos a 20° C. La fase conteniendo la fraccion de
células mononucleares fue diluida con PBS hasta un volumen final de 50 ml, y las células
recuperadas por centrifugacion (1600g durante 20 minutos, a 4° C). La concentracion
celular se determiné por tincién con solucién de Turk en una camara de recuento (HYCOR

Biomedical Inc., California, USA).

A partir de 1999, la sangre fue extraida usando tubos Vacutainer® CPT™ con heparina
de sodio como anticoagulante. Los tubos incluyen un gradiente de Ficoll-Hypaque y un gel
separador, para el aislamiento de las PBMC en un solo paso, por centrifugacion de los
tubos a 1600g durante 20 minutos, a 20° C. Para cada paciente, la fase que contiene las
PBMC de tres tubos de 10 ml es recuperada, y procesada a continuacion del mismo modo

que se describioé anteriormente.

Tras el aislamiento de las PBMC por cualquiera de dichos métodos, el boton celular es
resuspendido en 10 ml de RPMI 1640 suplementado con un 5% de suero fetal bovino, y
mantenido a 4°C hasta su criopreservacion. La viabilidad celular es periédicamente

analizada en muestras escogidas al azar mediante tincion con azul tripan.

2.4 Criopreservacion de células.

Para la conservacion en nitrogeno liquido de células viables, estas son centrifugadas a
1600g durante 20 minutos, a 4° C, y el bot6n celular resultante resuspendido en suero fetal
bovino 100%, a una concentracion entre 10-100 millones de células/mililitro, dependiendo
del total recuperado. Manteniéndolas en hielo, se afiade lentamente un volumen de suero
fetal bovino conteniendo un 20% de dimetil sulfoxido (Sigma, USA), y se reparten en
alicuotas de 1 ml, en viales de congelacion (Nunc), trasladandose al nitrogeno liquido

seguidamente.

2.5 Descongelacién de células.

La conservacion de las células en nitrogeno liquido exige su mantenimiento en un
medio con un alto porcentaje de DMSO, el cual protege de los dafios asociados a la
congelacion. El DMSO sin embargo es téxico, y debe ser lavado rapidamente tras la
descongelacion. Durante el proceso de la congelacion, el DMSO penetra en las células y

eleva su presion osmoética, por lo que las células pueden sufrir un choque osmético al ser
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diluidas con un medio de osmolaridad normal. En este protocolo de descongelacion se usa
una solucién descongelante de osmolaridad normal, pero con un alto contenido en dextrano
(Rubinstein y col, 1995). La solucién de descongelacion se compone de suero salino
fisiologico suplementado con un 2.5 % (peso/volumen) de albumina humana (Solucion
inyectable al 20%, Grifols® S.A., Barcelona) y 5% (peso/volumen) de Dextrano 500
(Sigma, St Louis, MO, USA). El protocolo de descongelacion detallado es el siguiente:

- Descongelar rapidamente en un bafio a 37° C un vial de PBMC.
- Mantener en hielo y diluir lentamente con 7 ml de solucion de descongelacion
- Centrifugar a 400g durante 10", a 4° C, en tubo de fondo cé6nico.

- Resuspender el botén celular ajustando a 5x10° células/ml en tampon

PBS-stainning (PBS azida de sodio (NaN3)10 mM y 1% de FCS).

2.6 Citometria de flujo.

Para la determinaci6n por citometria de flujo de los marcadores fenotipicos definidos en
cada objetivo de este estudio, se disefio un panel de combinaciones de anticuerpos. Cada
tubo con la combinacién de anticuerpos definida recibié 250.000 células, en un volumen
final de 50 pl de PBS-staining. Los tubos se incubaron durante 30 minutos en la oscuridad
y en hielo, y a continuacioén se incubé con 1 ml de solucion lisante, durante 5 minutos a
temperatura ambiente y en la oscuridad, para la lisis de los hematies residuales.
Finalmente, las células fueron lavadas con 2 ml de PBS-stainning, centrifugadas y
resuspendidas en 300 pl de PBS-staining para su analisis en un citometro de flujo (Becton
Dickinson FACSort). Para el andlisis de cada tubo se adquirieron entre 5.000 y 60.000
eventos, dependiendo de la frecuencia de la subpoblacion a estudiar. El analisis de los

archivos generados se realizé6 mediante el software "WinMDI" version 2.8.

2.7 Extraccion de ADN para PCR.

Cuando procedia la extraccién de ADN, se tomo una alicuota de células descongeladas
de aproximadamente un millon de células. El resto de las células se usaron para el analisis
por citometria de flujo. La extraccién del ADN se realizo utilizando el kit comercial
QlAdamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen USA), segun las indicaciones del fabricante. Dicho
método se basa en una lisis celular usando proteinasa K, y la posterior purificacion del
ADN mediante su adsorcion en columnas de silica. Una vez lavado, el ADN es eluido en

un volumen de 50 pl de tampén TE (x0.1).
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3. PACIENTES Y MATERIAL Y METODOS ESPECIFICOS DEL OBJETIVO 1.

3.1 Seleccion de Pacientes.

El objetivo de este estudio fue analizar los efectos que el tratamiento HAART induce
sobre la activacion cronica del sistema inmune, en pacientes infectados por el VIH. Para

ello, un grupo de pacientes se seleccioné de acuerdo a los siguientes criterios:
e No haber sido tratados previamente con farmacos antirretrovirales.

e Iniciar un tratamiento antirretroviral HAART con una duracion de al

menos 36 semanas.

e Ausencia de eventos oportunistas activos en el momento de inicio del

tratamiento HAART.

e Cumplimiento de las dosis de antirretrovirales de al menos el 90% de las

tomas (autorreferido por el paciente).

e Disponibilidad de muestras criopreservadas de suero y de PBMC al inicio

y durante el seguimiento.

El periodo de inclusién de pacientes para este estudio abarco desde Enero a Octubre de
1997. El ntimero total de pacientes que iniciaron consecutivamente terapia antirretroviral
en nuestra unidad durante ese periodo de tiempo fue de 69, de los cuales 26 cumplieron los
criterios de inclusién. El tratamiento HAART seguido por los pacientes consistid en al

menos dos analogos de nucledsidos y un inhibidor de la proteasa.

Las muestras de suero y PBMC se obtuvieron antes del inicio del tratamiento (semana
0) y posteriormente en las semanas 12, 24 y 36 de tratamiento. En los pacientes en los que
hubo disponibilidad de muestras de suero en las semanas -4 y/o +4 de HAART, estas

fueron también incluidos.

Los marcadores analizados en los pacientes fueron la concentracién en suero de TNF y
de la forma soluble de su receptor tipo I (sTNF-RII), asi como la concentracion de
B,-microglobulina, en todas las semanas de tratamiento con disponibilidad de muestras
criopreservadas. Ademas, el porcentaje de linfocitos CD3" que expresaban niveles
elevados del complejo mayor de histocompatibilidad HLA-DR fue analizado al inicio del
tratamiento (en la semana 0, o en su defecto en la semana —4), y en las semanas 12 y 24 de
tratamiento. La carga viral VIH-1 se determiné en los mismos puntos que los marcadores

solubles.
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3.2 Marcadores solubles de activacion inmune.

Los sueros fueron mantenidos a —20° C hasta la determinaciéon de los marcadores
analizados. Los niveles de TNF y del sTNF-RII se midieron mediante una técnica de
inmunoensayo con amplificacion enzimatica, disponible comercialmente (Biosource
Europe, Bélgica), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los niveles de
B-microglobulina se midieron mediante una técnica de inmunoensayo de particulas
enzimaticas (AxSYM System, Laboratorios Abbott, USA). Esta técnica se realizo por el

Servicio de Bioquimica de nuestro hospital mediante técnicas rutinarias.

3.3 Marcadores celulares de activacion inmune.

Para la determinacion del porcentaje de linfocitos CD3 que expresaban niveles altos de
HLA-DR, muestras de PBMC criopreservadas y descongeladas se marcaron con un panel
de anticuerpos para citometria de flujo. El panel se disefi6 para la determinaciéon completa
de los fenotipos celulares analizados en los objetivos 1 y 2 de este estudio. Los tubos de

dicho panel relevantes para este objetivo son los siguientes:
Tubo 1: Control de Isotipos
Tubo 2: HLA-DR, CD3
El resto de tubos del panel se detallaran en los métodos del Objetivo 2. Para la
determinacion de la expresion de HLA-DR, las células fueron seleccionadas por criterios
de tamafio (canal Forward Scatter) y complejidad (canal Side Scatter) tipicos de linfocitos,

y de expresion del marcador CD3. Sobre la poblacion asi seleccionada se calculo el

porcentaje de células con niveles altos de HLA-DR.
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4. PACIENTES Y MATERIAL Y METODOS ESPECIFICOS DEL OBJETIVO 2.

4.1 Seleccion de Pacientes.

El objetivo de este estudio fue analizar la dindmica de repoblacion de las
subpoblaciones linfocitarias virgen y memoria tras el inicio del tratamiento antirretroviral,
y el efecto de la edad sobre dicha repoblacion, en pacientes infectados por el VIH. Para
ello, se seleccionaron un grupo de nifios y otro de adultos que iniciaban tratamiento
antirretroviral. El grupo de pacientes adultos seleccionados para este objetivo fue el mismo
que para el Objetivo 1. Por razones practicas, la determinacion de los fenotipos celulares
de los dos objetivos se realizar6 de modo simultaneo. Las muestras seleccionadas fueron
las semanas 0, 12 y 24 de tratamiento. En caso de no disponer de muestras en la semana

cero, se uso la semana -4. Los tres puntos de analisis fueron denominadas como Ty, T1 y T
Los criterios para la inclusion en este estudio de los nifios fueron los siguientes:

e No haber sido tratados previamente con farmacos antirretrovirales, o bien

cambiar a un tratamiento mas potente que el anterior.

e Mantener un tratamiento combinado de antirretrovirales con una duracion

de al menos 24 semanas.

e Ausencia de eventos oportunistas activos en el momento de inicio del

tratamiento antirretroviral.

e Cumplimiento bueno de las dosis de antirretrovirales, referido por los

padres/tutores del nifio.

e Disponibilidad de una muestra de PBMC anterior al inicio del tratamiento

y al menos otra a las 12 6 24 semanas de tratamiento.

El periodo de inclusién para el grupo de nifios de este estudio abarcé desde Enero a
Octubre de 1997. Del total de 21 nifios que iniciaron terapia antirretroviral durante el
periodo fijado, once fueron excluidos por causa de mala adherencia al tratamiento, o por
ausencia de suficientes muestras para el analisis. Debido a la dificultad de administrar
tratamientos complejos a los pacientes pediatricos infectados por VIH, tanto los
antirretrovirales incluidos como las fechas de toma de muestras fueron mas variables que
en el caso de los adultos. Asi, en este estudio se incluyeron nifios bajo tratamiento
HAART, y también nifios cuyo tratamiento consistia en un tratamiento combinado de dos

analogos de nucledsidos.
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Las muestras de PBMC se obtuvieron antes del inicio del tratamiento (en el mismo dia
de inicio o en la primera muestra anterior disponible, punto Ty), y en los puntos disponibles

mas cercanos a la semanas 12 y 24 de tratamiento (T, y T, respectivamente).

A cada paciente del grupo de los adultos y del grupo de los nifios se le realizé el
recuento de subpoblaciones linfocitarias T CD4" y CD8’, carga viral VIH-1 plasmitica, y
porcentaje de linfocitos de fenotipo virgen y memoria, en los puntos definidos como T, T,

y Ts.
4.2 Marcadores celulares de fenotipo virgen y memoria.

Para la determinacién de los porcentajes de las subpoblaciones virgen y memoria en los
linfocitos CD4" y CD8", se realizé una analisis previo de los marcadores mas adecuados.
Para ello, doce muestras de PBMC de pacientes infectados por el VIH bajo tratamiento
antirretroviral HAART y con un porcentaje de linfocitos T CD4 mayor del 20% (con el fin
de facilitar el analisis de esta subpoblacién) fueron descongeladas e inmediatamente

marcadas con el siguiente panel de anticuerpos:
1. Control de Isotipos
2. CD45RA, CD62L, CD4
3. CD45RA, CD11a, CD4
4. CD45RA, CD45RO, CD4
5. CD45RA, CDl11a, CD8

Adicionalmente, y para comprobar el efecto de la descongelacion sobre el marcador
CD62L en una poblaciéon celular que lo expresa homogéneamente, se utilizo la linea

celular T Jurkat.

Para el analisis de citometria se adquirieron 60.000 eventos, que fueron seleccionados
por criterios de tamafio (canal Forward Scatter) y complejidad (canal Side Scatter), y por

expresion del marcador de linaje T apropiado (CD4 o CD8, en el canal FL3).

33



Materiales y Métodos

Una vez establecidos los marcadores optimos del fenotipo virgen y memoria en PBMC
criopreservadas de pacientes infectados por el VIH, se disefi® un panel para la
determinacion simultanea de los fenotipos celulares analizados en los objetivos 1 y 2 de

este estudio. Los tubos de dicho panel relevantes para este estudio fueron los siguientes:
1. Control de Isotipos
2. CDA5RA, CD45RO, CD4
3. CD45RA, CD11a, CD8
4. CD4, CD8, CD3

El recuento absoluto de células virgen o memoria se obtuvo multiplicando el porcentaje
correspondiente por el numero de linfocitos CD4 o CD8, que habian sido determinados en
una muestra de sangre el mismo dia de la extraccion. La combinacion de anticuerpos del
tubo nimero 4 se utilizé para determinar la relacion CD8/CD4 en la muestra de PBMC.
Dicho cociente se comparé con el cociente CD8/CD4 obtenido de la sangre total, no

encontrandose diferencias significativas entre ambos.
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5. PACIENTES Y MATERIAL Y METODOS ESPECIFICOS DEL OBJETIVO 3.

5.1 Seleccion de Pacientes.

El objetivo de este estudio fue analizar si tras el inicio del tratamiento HAART, puede
producirse la diferenciacion intratimica de linfocitos T, en pacientes adultos infectados por

el VIH. Para ello, un grupo de pacientes se seleccion6 de acuerdo a los siguientes criterios:
¢ No haber sido tratados previamente con farmacos antirretrovirales.

e Iniciar un tratamiento antirretroviral HAART con una duracion de al

menos 48 semanas.

o Cumplimiento de las dosis de antirretrovirales de al menos el 90% de las

tomas (autorreferido por el paciente).

e Disponibilidad de suficientes muestras criopreservadas de PBMC.

El periodo de inclusién de pacientes para este estudio abarcé desde Agosto de 1998 a
Diciembre de 1999. El nimero total de pacientes que iniciaron consecutivamente terapia
antirretroviral en nuestra unidad durante ese periodo fue de 46, de los cuales 16 cumplieron
los criterios de inclusion. El tratamiento HAART seguido por los pacientes consistio en al
menos dos analogos de nucledsidos y, o bien un inhibidor de la proteasa, o bien un

inhibidor de la retrotranscriptasa no andlogo de nucledsido.

Las muestras de PBMC se obtuvieron antes del inicio del tratamiento (semana 0) y

posteriormente en las semanas 12, 24, 36 y 48 de tratamiento.

A cada paciente se le realizo el recuento de subpoblaciones linfocitarias T CD3", CD4"
y CD8", carga viral VIH-1 plasmatica, y porcentaje de linfocitos de fenotipo virgen y
memoria, en dichas semanas. Ademas, se determinaron los volimenes timicos basales y en

las semanas 12, 24 y 48 del tratamiento.

5.2 Marcadores celulares de fenotipo virgen y memoria.

La determinacién del porcentaje y namero de linfocitos T virgen y memoria se realizo
del mismo modo que en el caso del Objetivo 2. Adicionalmente, se determin el porcentaje
de células CD3" en la poblaciéon de PBMC, para su uso en el célculo del nimero absoluto
de TRECs/ul. Una alicuota de células se reservé para la cuantificacion de TRECs en

sangre por PCR.
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5.3 Aislamiento de timocitos.

Para la construccion de la recta estandar de TRECs usada en la PCR cuantitativa se
utiliz6 ADN extraido de timocitos, debido a la abundancia de TRECs en estas células. Para
ello, se obtuvieron muestras de timo postnatal durante la cirugia correctora de pacientes
con cardiopatias, como parte del material habitualmente descartado. Ninguno de los
donantes estaba infectado por el VIH. Los timocitos fueron aislados por disgregacion
mecanica del timo a través de una malla metalica, manteniendo las células liberadas en
RPMI-1640. Las células viables fueron recuperadas sobre un gradiente de Ficoll-Hypaque,
tal como se describié para la separacién manual de PBMC. El uso de los timos obtenidos
para este estudio fue aprobado por el Comité FEtico de nuestro hospital. Para la
cuantificacién de los niveles de TRECs en las muestras de PBMC de los pacientes

infectados por VIH se utiliz6 un unico timo para todo el estudio.

5.4 PCR Cuantitativa.
5.4.1 Fundamento.

La reaccidon en cadena de la polimerasa es una técnica de amplificacion de éacidos
nucleicos in vitro desarrollada a mediados de la década de los ochenta por el grupo de
Erlich (Saiki y col., 1985, Mullis y col., 1986). Esta técnica se basa en la amplificacion
enzimatica de una secuencia de ADN cuyos extremos se definen por dos oligonucleétidos,
que actuan como cebadores para la enzima ADN polimerasa que cataliza el proceso. En la
PCR, la replicacion del ADN se lleva a cabo en tres fases, que son: 1) desnaturalizacion de
las hebras del ADN molde; 2) hibridacion de los cebadores con las hebras separadas; y 3)
elongacion del cebador mediante la polimerasa de ADN. La repeticion ciclica de estas tres
fases permite la amplificacion exponencial del ADN molde, ya que los productos de
amplificacion de un ciclo sirven a su vez de ADN molde para el siguiente ciclo. Segun este
modelo, el nimero de copias de secuencias de ADN molde se duplica en cada ciclo, segiin
la férmula {1}, siendo N, el namero inicial de copias y Nc la cantidad de ADN amplificado
transcurridos ¢ ciclos. De la misma formula se deriva que la cantidad de ADN molde
inicialmente presente puede ser calculada en funcion del ADN amplificado al final de la
PCR y del nimero de ciclos transcurridos. De ese modo, es posible la aplicacion de la

PCR para la cuantificacién del nimero de copias de secuencias especificas de ADN.

N.=N,x2°¢ {1}
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En la préctica, sin embargo, la cantidad final de ADN producido es menor que la
predicha por el nimero de ciclos realizados, pues a partir de cierto punto la reaccion de
PCR pierde eficacia, y la tasa exponencial de amplificacién se atenia hasta anularse,
produciéndose un efecto plato en la cantidad de ADN molde producido. Esto puede ser
debido al agotamiento de los reactivos, a la inhibicion por producto o a la progresiva
pérdida de actividad de la enzima. Para tener en cuenta estos factores en la PCR
cuantitativa, se incluye en el tubo de reaccion una segunda secuencia de ADN molde de
concentracion conocida muy similar a la secuencia de ADN molde problema, para su
coamplificacion. De este modo, con la adicién de un estandar interno, es posible calcular la

concentracion inicial a pesar de la pérdida de eficacia en los ciclos finales.

Otra posibilidad es la monitorizacion en tiempo real de la PCR, dado que durante los
primeros ciclos de PCR la cinética de amplificacion se aproxima bastante a la teérica. En la
PCR cuantitativa en tiempo real se analizan solo los primeros ciclos, donde no se dan los
efectos inhibitorios antes comentados. La tecnologia de PCR desarrollada en el
termociclador LightCycler™ (Roche Molecular Biochemicals) permite detectar
cuantitativamente los productos de amplificacion en el mismo tubo de reaccién mientras se

realiza la PCR, y sin in-
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2.25] Para ello, en cada ciclo
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fluorescencia total medida corresponde al “ruido de fondo” y no cambia, a pesar de que la
cantidad de ADN molde amplificado si que aumenta de modo exponencial. A partir de
cierto ciclo, la fluorescencia debida al ADN molde es mayoritaria, aumentando la
fluorescencia total exponencialmente. En la tercera fase, la reaccion de PCR ha perdido

eficiencia, y la fluorescencia alcanza un plato.

Existe una relacion matematica simple entre el nimero de ciclo en el que cada muestra
alcanza un valor arbitrario de fluorescencia y su concentracion inicial. En la terminologia
inglesa a este ciclo se le denomina crossing point (cP), que traduciremos como “ciclo
umbral”. Se puede demostrar que el ciclo umbral de cada muestra es inversamente
proporcional al logaritmo de su concentracion inicial. La formula {2} relaciona el ciclo
umbral (cP) de una muestra con su concentracion inicial. En esta formula, 4 es una
constante que depende de las condiciones de la PCR, y B es una constante que en
condiciones de 100% de eficiencia de la PCR depende la base de los logaritmos que
usemos (siendo B=1 para logaritmos de base 2, y B=3.32 para logaritmos en base 10). De
la formula {2} puede derivarse la formula {3}, que relaciona los ciclos umbral de dos

muestras X e Y diferentes.

cP =A— B x log [ADN] {2}
ADN
cPx -38-cPy=—log, [ADN’;] {3}

Si suponemos que la concentracion inicial de ADN molde en X es mayor que en Y,
entonces el nimero de ciclos necesarios para alcanzar el ciclo umbral es menor para la
muestra X que para la Y. Seglin la Férmula {3}, una concentracion doble en X que en Y
implica un adelanto de un ciclo para alcanzar dicho ciclo umbral. Igualmente, dos muestras
con una diferencia de 3 ciclos en su ciclo umbral tienen una diferencia de concentracion
inicial de ocho veces (2°=8). Esta relacién matematica simple entre el ciclo umbral de
diferentes muestras permite la cuantificacion de muestras problema si se incluye una recta

estandar externa de concentraciones conocidas.

Para el calculo del ciclo umbral de cada muestra problema o de referencia, existe un
software de ajuste disponible para el LightCycler, que calcula el ciclo umbral de cada
muestra (el cual puede ser un nimero fraccionario). En este estudio se ha utilizado el
método de Second Derivative Maximum, que calcula el ciclo en el que la tasa de
incremento de la fluorescencia es maxima. Este punto de maximo incremento de la

fluorescencia coincide con el primer punto en el que la fluorescencia medida excede a la de
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fondo, y se obtiene calculando el maximo de la segunda derivada de la funcién de ajuste a

los puntos.

En la Figura 2 se muestra la aplicacion de estos principios a una cuantificacion
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Figura 2. Cilculo de la concentracion de ADN molde
mediante PCR cuantitativa. En la grafica superior se muestra
la fluorescencia medida en cada ciclo de la PCR para los cuatro
puntos de diluci6n seriada de la recta patrén (en negro), y una
muestra problema (rojo). En la grafica inferior se muestra el
ajuste lineal entre el ciclo umbral de amplificacién de la recta
estandar y el logaritmo de su concentracién inicial. Todos los

puntos se hicieron por duplicado.

representativa de las del resto de
las realizadas en este trabajo. En la
grafica superior se muestra la
fluorescencia medida para los
cuatro puntos de una recta estandar
con concentraciones conocidas de
ADN molde, y una muestra
problema. Puede apreciarse como
las muestras de la recta patrén mas
diluidas necesitaron mas ciclos
para que la  fluorescencia
especifica apareciera. La relacion
lineal entre el ciclo umbral y el
logaritmo de la concentracién
inicial es mostrada para la recta
estandar, en la grafica inferior. A
partir de la formula {2}, que
relaciona la concentracion inicial y
ciclo umbral de los puntos de la
recta estandar, se puede calcular la
concentracion inicial de ADN

molde en las muestras problema.

5.4.2 Deteccion fluorimétrica de los productos de la PCR.

Para la monitorizacion en tiempo real de la progresion de la reaccion de PCR, la

cantidad de ADN sintetizado en cada ciclo debe ser determinada mediante métodos

fluorimetricos, pudiendo estos ser especificos o no de la secuencia del ADN. Los métodos

no especificos de secuencia se basan en el aumento de fluorescencia que experimentan

algunos compuestos cuando se unen al ADN. El fluorocromo SYBR Green 1, al igual que
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lo hace el bromuro de etidio, tiene afinidad por el ADN de doble cadena, incrementando
drasticamente su fluorescencia tras intercalarse en el surco mayor de la doble hebra. Por
ello, la sefial fluorescente medida es proporcional a la cantidad de ADN de doble cadena
presente. Por ello, en la definicion del protocolo de PCR seguido por el termociclador
LightCycler™, se incluye la medicién puntual de la fluorescencia al final del periodo de

extension de cada ciclo.

Alternativamente, la secuencia

de ADN amplificada se puede huv’

hv
detectar especificamente por su
secuencia, utilizando sondas de

hibridacion marcadas con Sonda TRECPS @ Q Sonda TRECP4

Snpapcommin.. (I RIS 08 L L L Ly

mucho mas especifico, pues a la Fragmento Amplificado

especificidad de amplificacion Figura 3. Deteccién del ADN molde por hibridacién

debida a la pareja de cebadores se con sonda especifica. Para la deteccion especifica de los

ane o Pccasite A productos de amplificacion de la PCR se utiliza un

sistema de fluorescencia FRET (fluorescence resonance

de una secuencia interna al .
: energy Itransfer), en el que sélo se genera fluorescencia

amplificado para que se genere por el fluorocromo RED640 si es excitado por la
fluorescencia. En la Figura 3 se fluorescencia emitida por el fluorocromo aceptor de la luz
esquematiza el mecanismo por el laser, lo que requiere que ambos estén muy proximos.

cual se produce fluorescencia al unirse las sondas a su secuencia diana. El sistema consiste
en dos sondas marcadas con compuestos fluorescentes, uno de los cuales (donador) sera
excitado por el laser, para seguidamente inducir la fluorescencia en el otro (emisor). El
compuesto fluorescente emisor no puede ser excitado directamente por el laser, por lo que
se requiere la transferencia de energia desde otro compuesto (donador), que si es excitable
por el laser. Para que se produzca esta transferencia de energia radiante ambos
fluorocromos deben estar muy proximos, lo que solo se logra cuando ambos compuestos
son aproximados por la hibridacion de las sondas que los transportan sobre secuencias

consecutivas del ADN, presentes en el amplificado.
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5.4.3 Condiciones de PCR.

La cuantificacién de TRECs por PCR se realizé usando una modificacion de una técnica
descrita previamente (Douek y col., 1997), para ser adaptada a la cuantificacién por real
time PCR. En nuestra técnica la adicion de un control interno de amplificacion de
concentracion conocida es sustituida por el uso de una recta de calibracién externa,
realizada con concentraciones conocidas del ADN molde a amplificar. Se optimizaron dos
PCR cuantitativas, para la medicion de TRECs y de ADN genémico total, por
amplificacion del gen de la betaglobina humana. En ambas PCR, la recta estandar se
construy6 con al menos cuatro diluciones seriadas de ADN obtenido de los timocitos. Los

puntos de la recta y de las muestras problema se midieron por duplicado en cada reaccion
de PCR.

Cuantificacion de la regién signal-joint de TRECs:

Entre 100 y 400 ng de ADN de cada muestra fueron amplificados en un volumen final
de 20 pl de tampon de reaccion especifico para la deteccion en LightCycler mediante
sondas de hibridacion (LightCycler™ -DNA Master Hybridization Probes, Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania), conteniendo 400 pmol/l de cada cebador
(TRECQ1 y TRECQ2), 100 pmol/l de las sondas de hibridacion (TRECP3 y TRECP4), y
una concentracion de Mg de 3.5 mM. Como control negativo de amplificacién se uso ADN

de una linea celular, que carece de TRECs (células Jurkat).
Los ciclos de PCR fueron los siguientes:
Desnaturalizacion (1 ciclo) 95° durante 120 ~*

Amplificacion (45 ciclos)  95° mantenidos 0’
63° mantenidos 40°" y fluorescencia en F2 y F1

72° mantenidos 40”7
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Cuantificacion del gen de la betaglobina:

Entre 10 y 40 ng de ADN de cada muestra fueron amplificados en un volumen final de
20 pl de tamp6n de reaccion especifico para la deteccion en LightCycler mediante SYBR
Green 1 (LightCycler™ - Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania),
conteniendo 400 nmol/l de cada cebador (GH20 y PC04), usando de 3.5 mM de ChMg.

Los ciclos de PCR fueron los siguientes:
Desnaturalizacion (1 ciclo) 95° durante 60 **
Amplificacion (35 ciclos) 95° mantenidos 0"
60° mantenidos 15"
72° mantenidos 15"y fluorescencia en F1

5.4.4 Oligonucledtidos y sondas.

Para la amplificacion de las secuencias signal-joint presentes en los TRECs se
emplearon los cebadores TRECQ1 y TRECQ2, basados en otros previamente descritos
(Verschuren y col., 1997), pero siendo TRECQ1 modificado, elimindndose la secuencia 5'-
AAA-3’ de su extremo 3’. Para la amplificacion del gen de la betaglobina se emplearon los
cebadores PC04 y GH20 (Saiki y col, 1985, Bauer y col., 1991). La deteccién de los
productos de amplificacion se realizé por la fluorescencia producida tras la hibridacion de
las sondas TRECP3 y TRECP4 en el caso del amplificado derivado del TREC (disefiadas
para este estudio por TIB MOLBIOL, Berlin, Alemania). En el caso del amplificado
derivado del gen de la betaglobina, se detectd por su unién a SYBR Green 1.

Secuencia de los cebadores:

TRECQI 5°-ARA-GAG-GGC-AGC-CCT-CTC-CAA-GGC-3°
TRECQ2 5 -AGG-CTG-ATC-TTG-TCT-GAC-ATT-TGC-TCC-G-3~
PC04 5"-CRA-CTT-CAT-CCA-CGT-TCA-CC-3"

GH20 5°-GAA-GAG-CCA-AGG-ACA-GGT-AC-3"

Secuencia de las sondas de Hibridacion y tipo de fluoréforo conjugado:

TRECP3 5°-AGG-GAT-GTG-GCA-TCA-CCT-TTG-TTG-ACA -3’ (Fluoresceinaen 3")

TRECP4 5°-GGC-ACC-CCT-CTG-TTC-CCC-ACA-GGA -3° (LC-Red 640 en 5°)
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5.4.5 Cuantificacion de TRECs en PBMC de pacientes.

Para la cuantificacién del mimero de TRECs en los PBMC de los pacientes, se disefio
una estrategia consistente en la cuantificacion previa del nimero de TRECs en una muestra
de timocitos, y la utilizacién posterior de estos timocitos como recta patréon para las
muestras problema de los pacientes. El disefio de esta estrategia tiene la ventaja de que al
existir en la recta patrén de timocitos ADN tanto gendmico como de TRECs (en su forma
natural, no clonada), se puede establecer un coeficiente TRECs/genomas que puede ser
medido en idénticas condiciones tanto en la recta patrén como en las muestras problema.
Sin embargo, la cuantificacion con una recta patrén formada por pldsmido purificados, nos
da una medida de TRECs referida a nanogramos de ADN total. La medicion de
TRECs/genomas, a diferencia de la medicion de TRECs/nanogramo de ADN, tiene en

cuenta posibles efectos inhibitorios de la PCR en las muestras problemas.

La cantidad de ADN genémico total presente en las muestras problema se derivd
cuantificando el niimero de copias del gen de la betaglobina. A la muestra de timo se le dio
un cociente TRECs/Betaglobina arbitrario de 1, y todos los cocientes TRECs/Betaglobina
de las muestras de los pacientes se expresaron como relativos al del timo de referencia.
Dichos cocientes arbitrarios oscilaron entre ~1.6x10> y ~0.17 respecto a los valores de
dicho timo de referencia. Dado que la concentracién real de TRECs medida en el timo de
referencia es de 62500 TRECs/10° timocitos, los valores absolutos de TRECs medidos en

los pacientes oscilaron entre 100-11.000 TRECs por millon de células.

Para la determinacién del nimero absoluto de TRECs/10° timocitos usado en ese
célculo, fue necesario clonar el fragmento de TREC que incluye la secuencia signal-joint
amplificada por nuestra PCR. La clonacion se realiz6 mediante PCR utilizando los
cebadores TRECQ1 y TRECQ?2 en las condiciones descritas previamente, a partir de ADN
extraido de timocitos. Los productos de dicha PCR fueron separados en un gel de agarosa
al 1%, y la banda correspondiente al tamafio esperado de aproximadamente 400 pares de
bases fue cortada del gel y purificada (QIAEX II Agarose Gel Extraction Kit, Qiagen,
USA). La clonaciéon de dicha banda purificada se realiz6 mediante el sistema pGEM
T-Easy Vector (Promega, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. El plasmido
purificado a partir de una colonia positiva por PCR para la secuencia de signal-joint fue
secuenciado para confirmar la identidad de la secuencia clonada (Biomedal, Espafia). A
continuaciéon, se usd este plasmido para la cuantificacion de TRECs en el timo de

referencia, como se detalla en resultados.
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Para la aplicacién de esta estrategia, todas las semanas analizadas en cada paciente se
cuantificaron simultineamente y por duplicado en la misma reaccion de PCR, incluyendo
una recta estandar construida con ADN de timocitos de referencia. Se realizaron dos PCR,
una especifica del gen de la betaglobina y otra de los TRECs, en las condiciones descritas
previamente. La conversion de la medicion inicial de TRECs/10° PBMC a la de
TRECs/microlitro de sangre periférica se realiz del siguiente modo: dado que entre las
PBMC las unicas células que pueden llevar TRECs son los linfocitos T CD3" (Zhang y
col., 1999), el porcentaje de células CD3* presente en las PBMC fue obtenido por
citometria de flujo, y la fraccion de TRECs en PBMC obtenida se corrigié entonces usando
dicho porcentaje. De este modo se obtiene el nimero de TRECs presentes por cada millén
de linfocitos CD3". Dicha fraccién se multiplicé entonces por el recuento absoluto de

linfocitos CD3" de cada paciente.
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6. DETERMINACION DEL VOLUMEN TiMICO.

Los estudios de tomografia computerizada se obtuvieron con un aparato Sytec 3000 de
General Electric's. La planificacion de la técnica se basé en un trabajo previamente descrito
(Choyke y col, 1987), realizando algunas modificaciones para la mejora del célculo
volumétrico. En este sentido, se realizaron cortes axiales de 5 mm de grosor y 5 mm de
desplazamiento (en lugar de los clasicos 10x10 mm), con el paciente en decubito supino y
los brazos por encima de la cabeza para evitar los artefactos por endurecimiento del haz,
causados por las articulaciones y estructuras dseas del hombro. Con el auxilio del
topograma realizado previamente a la adquisicién de los cortes, éstos se programaron en la
fosa timica, mas especificamente desde las articulaciones supraclaviculares, hasta 2 cm por
debajo del nivel de la carina de bifurcacién bronquial, ajustando un campo de vision
adaptado al morfotipo de cada paciente. El estudio fue controlado por un radiélogo, previo
a la finalizacion del mismo, para evitar la realizacion de exploraciones incompletas y
comprobar la idoneidad de las imagenes obtenidas de cara al postprocesado. Este radiélogo
decidia igualmente, a que paciente se la debia introducir contraste iodado intravenoso
(incorporacion a la técnica descrita por Choyke y col., 1987), tras la autorizacion pertinente
por parte del paciente, en los casos en que este agente, la iopramina (Ultravist 300 mg,
I/ml), era necesario, es decir cuando no se conseguia distinguir los limites de la glandula
timica de las estructuras cardiovasculares, en el estudio sin contraste. Se introducen unos
100 cc a 2 mV/s, con un retraso de 20 segundos, seleccionando preferentemente una vena de
la flexura del codo derecho, para minimizar en lo posible los artefactos por la alta densidad
del contraste en el tronco braquiocefalico izquierdo. El estudio quedaba grabado en el

disco duro del ordenador y posteriormente en el disco 6ptico (DEC — 702 / Pioneer).

En un segundo momento se procedia al postprocesado de la imagen. Las medidas
fueron realizadas por el mismo operador, que actué desconociendo cualquier dato clinico
del paciente o semana de tratamiento, en todos los pacientes. Para la realizacion de la
medicion, se practica una primera visualizacion de todo el estudio (sin realizar medicién
alguna), para determinar los cortes en los cuales encontramos la presencia de glandula
timica. Una vez hemos apreciado cual es el primer y el ultimo corte, iniciamos el programa
de medicién volumétrica incluido en el software disponible en el equipo (CT Sytec
software, version 2.02), suministrandole estos datos e introduciendo el intervalo de
densidad radioldgica adecuado de la estructura anatémica que deseamos medir (-900 a 900

Unidades Hounsfield). Posteriormente ampliamos el area de interés en la pantalla del
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monitor y procedemos a delinear con el cursor lineal, los margenes de la glandula en cada
corte, aplicando un nivel de ventana de 50 U.H. y una amplitud de ventana de 450 U.H. en
todos los estudios. Finalmente el ordenador realiza el célculo del volumen en cada corte,
hallando el é4rea delimitada por el cursor y multiplicandola por el grosor de corte
practicado, para después proceder a la suma de todos ellos, suministrandonos la cifra del
volumen timico total, en centimetros cibicos. Hay que sefialar que los volimenes del
primer y Gltimo corte son reducidos a la mitad para tener en cuenta el error debido al
volumen parcial del timo en estos cortes. Esta técnica, realizada con espesores de corte de
10 x 10 mm, ha sido validada previamente (Briedman y col., Friedman y col,),

calculandosele un error de unos 3 — 5 %, siendo extremadamente reproducible.

También se le otorgd a cada estudio un indice timico, basado en la impresion subjetiva
de la densidad que presenta esta glandula, que puede variar de un paciente a otro,
siguiendo los trabajos de McCune. Este valor oscila entre 0 y 5, dependiendo de la
infiltracién de grasa que presente el parénquima timico: 1 — timo con gran infiltracién
grasa, con minima cantidad de tejido reconocible con densidad de partes blandas; 2 — timo
con importante infiltracion grasa, con ligera cantidad de tejido con densidad de partes
blandas, algo mas evidente; 3 — timo con moderada cantidad de grasa, infiltrada entre la
densidad de partes blandas; 4 — importante cantidad de tejido con densidad de partes
blandas, mas extensa, y ligera infiltracion grasa; 5 — tejido con densidad de partes blandas

con apariencia de masa, hiperplasia o timoma, sin infiltracién grasa (McCune y col, 1998).

7. ANALISIS ESTADISTICO.

Los estadisticos descriptivos usados en este estudio fueron la media y el error tipico de
la media para las variables continuas, y la frecuencia y el porcentaje para las variables
cualitativas. Para la estadistica comparativa se usaron las siguientes pruebas no
paramétricas: para la comparacion entre los distintos valores de una variable, y segin el
caso, la prueba de los signos de Wilcoxon para los valores de un mismo paciente en dos
momentos diferentes, o la prueba U de Mann-Whitney para comparar los valores entre dos
grupos de pacientes. Las relaciones entre variables distintas se analizaron mediante el
coeficiente de correlacion de Spearman. Las relaciones se aceptaron como significativas si
su probabilidad era menor de 0.05. Todos los analisis estadisticos se realizaron con la
ayuda del paquete de software estadistico “SPPS, Statistical Package for the Social
Sciences” version 8.0, (Chicago, USA).
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del sistema inmune



Resultados

1.1 Caracteristicas basales de los pacientes analizados

Las caracteristicas demograficas e inmunoldgicas de los pacientes antes del inicio del
tratamiento se muestran en la Tabla 1. Todos ellos presentaron niveles de carga viral
VIH-1 detectables, y un recuento medio de linfocitos Ty de 341 células/pl. Doce de los 26
pacientes tenian menos de 200 Ty/ul (uno de los criterios definitorios de SIDA), y cinco de
ellos habian sido clasificados en la categoria C del CDC (Centers for Disease Conirol,
1993). Sin embargo, y al ser un criterio de seleccion, ninguno presentaba en el momento de
su inclusidn situaciones clinicas incluidas en dicha categoria C que pudieran contribuir a la
activacion del sistema inmune, objeto de este estudio. Los cinco ya clasificados en la
categoria C habian resuelto sus eventos en el momento de ser incluidos. Durante el periodo

de seguimiento, ninguno de los 26 pacientes desarrolld nuevas enfermedades oportunistas.

Tabla 1. Caracteristicas basales de los pacientes.

Numero de pacientes 26
Edad (afios)
Mediana [intervalo] 34 [29-65]
N° de hombres/mujeres 17/9
Grupo de Riesgo (N°)
Homosexual 4
Heterosexual 11
ADVP 10
Desconocido 1

Carga Viral (log;o [ARN VIH-1])/ml)
Media + e.t.m. 4.2+0.17
Intervalo 2.6-5.3
Linfocitos CD4 (células/ul)
Media + e.t.m. 341 £ 60
Intervalo 1-979
Clasificacién de la infeccion por VIH (N°)
SIDA 12

Estadio C del CDC ? 5

? Centers for Disease Control 1993.
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1.2 Activacion basal del sistema inmune

Ninguno de los pacientes incluidos en este estudio habian tenido experiencia con
antirretrovirales antes del inicio del tratamiento HAART. Se pudo analizar por lo tanto los
efectos de la replicacion del VIH no inhibida por los farmacos antirretrovirales sobre
varios parametros de activacion inmune. La Figura 4 muestra que los niveles de carga viral
en suero correlacionaron significativamente con el grado de activacion inmune, medido por
la concentracion en suero de STNF-RII (grafica A), TNF (grafica B), $2-microglobulina
(grafica C), y la expresién en membrana de HLA-DR en linfocitos CD3" (grafica D).

La activacion basal del sistema inmune estuvo también relacionada con el recuento de
Tu. Asi, la activacion fue mayor entre los pacientes mas inmunodeprimidos, encontrandose
una correlacién inversa estadisticamente significativa entre el recuento de Ty y los
marcadores de activacion analizados. De acuerdo con esta correlacion inversa, se encontrd
que el grupo de pacientes con un recuento de Ty inferior a 200 células/pL presentaba un
nivel de activacion del sistema inmune significativamente mayor que el grupo de pacientes

con un recuento de Ty mayor (Prueba U de Mann-Whitney, p<0.05).
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Figura 4. Correlacién basal entre los niveles de activaciéon inmune y la carga viral VIH-1. Se muestra la
correlacion entre los niveles basales de carga viral VIH-1 y la concentracién en suero de A) sTNF-RII, B)

TNF, y C) B2-microglobulina; y la expresién de D) HLA-DR en linfocitos T CD3".

1.3 Respuesta virologica y de linfocitos T CD4 al tratamiento

Tras el inicio del HAART, la carga viral VIH-1 disminuyé significativamente en la
semana 12 a una media de 2.01+0.16 log;o copias/ml (p<0.001, prueba de Wilcoxon),
manteniéndose el control de la carga viral desde entonces. En las semanas 12 y 24, el 65%
de los pacientes tuvieron valores indetectables de carga viral (inferiores a 200 copias/ml).
Al final del seguimiento (semana 36), la carga viral media era todavia significativamente
menor que antes del tratamiento (2.3+0.27 copias/ml, p<0.001, prueba de Wilcoxon),

siendo indetectable en un 74% de los pacientes.

Paralelamente a la reduccion de la carga viral, se produjo un aumento del nimero de
linfocitos Ty circulantes. Dichos aumentos fueron significativos respecto a los valores

basales desde la semana 4 de tratamiento (p=0.02, prueba de Wilcoxon) hasta la semana 36
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(p<0.001). El incremento neto medio de linfocitos Tg, respecto a los valores basales, fue de

+179 + 52 células por microlitro a las 36 semanas de tratamiento.

1.4 Cambios en la activacion del sistema inmune tras el inicio del HAART

El cambio en los niveles de activacion del sistema inmune se muestra en la Figura 5. En
ella se representan los valores medios de la concentracion en suero de STNF-RII (grafica
A), TNF (grafica B), B2-microglobulina (grafica C), y la expresion en membrana de
HLA-DR en linfocitos CD3" (grafica D). Tras el inicio del tratamiento, todos estos valores
se redujeron de manera significativa. Los niveles de STNF-RII fueron ya
significativamente menores que los basales desde la semana cuatro de tratamiento
(p=0.048, prueba de Wilcoxon), y continuaron disminuyendo significativamente hasta la
semana 24, ultimo punto analizado (p<0.001). Los valores de p2-microglobulina y HLA-
DR fueron significativamente menores que los basales en la semana 12 de tratamiento
(p<0.001 para ambos, prueba de Wilcoxon), y disminuyeron de nuevo significativamente
en la semana 24 (p=0.004 y p<0.001, respectivamente). Los valores de TNF fueron
significativamente menores que los basales en la semana 12 de tratamiento (p=0.010,

prueba de Wilcoxon).
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Figura 5. Cambios en los niveles de activacion inmune en pacientes que inician HAART. Veintiséis
pacientes sin experiencia previa con antirretrovirales y sin sintomas de infecciones oportunistas activas
iniciaron tratamiento antirretroviral HAART. En las graficas se muestra la concentracion en suero de A)
sTNF-RII, B) TNF, y C) B2-microglobulina; y la expresién de D) HLA-DR en linfocitos T CD3". Los
valores representan la media =+ error tipico de la media. El niimero de pacientes analizados en cada punto se
muestra en la linea inferior. (*) indica diferencias significativas con la semana cero (P<0.0S, Prueba de

Wilcoxon).

1.5 Influencia de la inmunosupresion basal sobre los marcadores de activacion

Con el fin de investigar si un mayor grado de inmunodeficiencia al inicio del
tratamiento podria afectar a la reduccion en la activacién crénica basal, el grupo de 26
pacientes se dividi6 de acuerdo al recuento inicial de linfocitos Ty, segun este fuera mayor
(Grupo 1) o menor (Grupo 2) de 200 céls/ul. El nimero de pacientes en cada grupo fue de

14 y 12, respectivamente.
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En la Figura 6 se muestran los valores medios de sSTNF-RII, TNF, B,-microglobulina y
expresion de HLA-DR en cada grupo. Antes del tratamiento, los pacientes mas
inmunodeprimidos mostraron un grado de activacion del sistema inmune mas alto,
diferencia que fue significativa para todos los marcadores (p<0.05, prueba de
Mann-Whitney), excepto para el TNF. Sin embargo, y tras el inicio del tratamiento, se
produjo una reduccién de los niveles de activacion de todos los pardmetros en ambos
grupos, que fueron todas significativas (con la excepcion de los niveles de TNF en el
Grupo 2). Al final del tratamiento, ya no hubo diferencias significativas entre los pacientes
del Grupo 1 y 2 para los niveles de TNF y sTNF-RII, aunque la expresion de HLA-DR
seguia siendo significativamente mayor en el grupo mas inmunodeprimido basalmente

(53% =+ 3 versus 30% = 3, p<0.001, prueba de Mann-Whitney, Figura 6).
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Figura 6. Inmunosupresion basal y cambios en los niveles de activacion inmune tras inicio del HAART.

Los pacientes que iniciaron tratamiento HAART fueron estratificados en dos grupos, segin el recuento basal
de linfocitos T CD4 fuera menor (@) o mayor (Q) de 200 células/pl. En las gréficas se muestra la
concentracion en suero de: A) sSTNF-RII, B) TNF, y C) B2-microglobulina; y la expresion de D) HLA-DR en

linfocitos T CD3". El nimero de pacientes en cada grupo ( @ / O )se muestra en la linea inferior. (*) indica

diferencias significativas con la semana cero (P<0.05, Prueba de Wilcoxon), (#) indica diferencias

significativas entre ambos grupos en cada semana (P<0.05, Prueba U de Mann-Whitney).
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2.1 Expresion de marcadores de fenotipo virgen en linfocitos T CD4" de pacientes

infectados por VIH

Tradicionalmente, se ha considerado que los linfocitos T virgenes estan contenidos
dentro de la subpoblacion que expresa el marcador CD45RA, mientras que los memoria
estarian incluidos en la subpoblacién que expresa CD45RO, por lo que se ha utilizado la
expresion de dichas isoformas para diferenciarlos. Sin embargo, se ha descrito que en
sujetos sanos los linfocitos T CD8" activados pueden readquirir la expresion de CD45SRA
al finalizar la respuesta inmune, siendo necesario el analisis de marcadores adicionales

para diferenciar entre los CD8 virgenes y memoria.

Adicionalmente, y en el contexto del VIH, ha sido también postulado que para la
definicién del fenotipo virgen de los linfocitos T CD4" son también necesarios marcadores
adicionales a CD45R (Rabin y col., 1995, Autran y col., 1997). Por ello, y con el objetivo
de definir de un modo 6ptimo el fenotipo virgen y memoria en el tipo de muestra utilizados
en este estudio (PBMCs de pacientes infectados por el VIH-1 y criopreservados en
nitrégeno liquido), analizamos la expresion de los marcadores CD45RO, CD62L y CDl1a,
en linfocitos CD4"CD45RA".

La Figura 7 muestra la expresién de CD45RO, CD1la y CD62L en relacién con
CD45RA en linfocitos T CD4" de un paciente representativo del resto de los analizados.
En general, la expresion de CD45RA tipicamente definia dos poblaciones de c€lulas como
CD45RA™ y CD45RA". Ambas poblaciones se han separado en los diagramas de densidad
por la posicién del eje vertical del cuadrante. La expresion de CD45RO en las células
CD4" presentd niveles inversamente proporcionales a los de CD45RA (Figura 7A).
Diferenciandose dos poblaciones principales que expresaban exclusivamente uno u otro
marcador, y otra poblacion que expresaba ambos marcadores a niveles bajos
(CD45RA™CD45R0""), formando un continuo entre las dos mayoritarias. Esta poblacién
con niveles intermedios estuvo incluida dentro de los linfocitos CD4"CD45RA", por lo que
el porcentaje de células negativas para CD45RO entre las CD4"CD45RA" vari6 entre un
6.2% y un 50.8% (mediana: 24.3%, n=12), aunque todas las células con niveles muy
brillantes de CD45RA fueron CD45RO negativas.

La expresién de CD62L entre las células CD4"CD45RA" fue bimodal (Figura 7B), con
un porcentaje de células CD62L" que oscil6 entre un 7.9% y un 48.8 % (mediana: 21.2%,
n=12). Estos valores son diferentes a los descritos previamente para sujetos sanos no

infectados por VIH-1 y analizados en fresco, que son casi exclusivamente CD62L". Esta
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poblacion de linfocitos CD4"CD45RA'CD62L" ha sido previamente descrita en sujetos
infectados por el VIH (Rabin y col., 1995), y se ha considerado que estas células deben ser
excluidas de la definicion del fenotipo virgen. Debido a que los distintos niveles de
expresion de CD45RA posibles dentro de las células CD45RA" no discriminaban entre
células CD62L positivas y negativas, como en le caso de la expresién de CD45RO, se ha
sugerido que es necesario un marcador adicional a las isoformas de CD45R para definir

CD4 virgenes, tales como el mismo CD62L, o alternativamente, el CDl11a.

Sin embargo, los niveles de expresién de CD11a entre los linfocitos CD4'CD45RA"
fueron homogéneos, a pesar de la expresion bimodal del CD62L en esa misma poblacion,
como se puede apreciar en un paciente representativo del resto analizado (Figuras 7B y
7C). Esta expresion diferente de dos marcadores considerados como asociados al fenotipo
virgen resulté, contradictoria, y nos hizo plantearnos si la pérdida de la expresion de

CD62L. era realmente debido a un cambio funcional en los Ty.
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Figura 7. Coexpresién de los marcadores CD45RO, CD62L, y CD11a con el marcador CD45RA en
linfocitos T CD4", Se muestran los diagramas de densidad de expresion de CD45RA frente marcadores
adicionales propuestos para la definicién del fenotipo virgen. Células mononucleares de pacientes infectados
por el VIH criopreservadas en nitrégeno liquido fueron descongeladas e inmediatamente marcadas con un
panel de anticuerpos. Los eventos presentados fueron seleccionados por su morfologia de linfocito y su

expresion de CD4.

2.2 Efecto de la congelacion en la expresion de CD62L en la linea celular T Jurkat

Se ha descrito que la expresién de CD62L en PBMC de sujetos normales o en lineas
celulares puede perderse en cuestion de minutos por una variedad de estimulos, tanto
fisiolégicos como experimentales. Esto ocurre por un fenémeno de shedding del

marcador, que es escindido proteoliticamente de la membrana celular.
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Para comprobar si la manipulacién asociada a la criopreservacién puede afectar a la
expresion de CD62L, los niveles de CD62L fueron analizados para una linea celular T
mantenida en cultivo, y para esas mismas células inmediatamente después de ser
descongeladas. La Figura 8 muestra como la linea celular expresa de un modo homogéneo
este marcador cuando estd en cultivo, pero que el proceso de criopreservacién de las

células provoca la pérdida de la expresion de CD62L en todas la células.

A)

B)

-
Events

oo o A T e

Figura 8. Pérdida de la expresion de CD62L tras la descongelacién
de la linea celular Jurkat. La figura A muestra la expresién homogénea del
marcador en células en cultivo, donde el 100% son CD62L". Tras un ciclo de
congelacion en nitrégeno liquido y descongelacion, la expresion del marcador
se pierde totalmente, como muestra la figura inferior. Para cada caso se

muestran los niveles de fluorescencia del anticuerpo de control negativo.
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2.3 Marcadores adoptados para la definicion de linfocitos T virgen y memoria

Los datos de pérdida de CD62L en la linea celular T Jurkat, y la comprobacion de que
en células de sangre de cordén de sujetos no infectados por VIH aparece una poblacion
CD4"CD45RA'CD62L" tras ser criopreservadas (datos no mostrados), nos hizo decidirnos
por la definicion de CD4 virgenes utilizando la combinacion CD45RA/CD45RO. Esto es
debido a dudas sobre la conservacion del marcador CD62L, unido a la homogénea
expresion de CD1la entre las CD4'CD45RA’, al ser este marcador considerado
equivalente a CD62L para la definicion de CD4 virgen (Rabin y col. 1995). Entre los
linfocitos CD8, sin embargo, si se detecté una heterogeneidad de expresion de CD11a en la
subpoblacion CD8'CD45RA". Las células con niveles de expresion mas altos
(CD45RAhigh) mostraban una expresion bimodal de CD1la, con células CD11a"e" y
CD11a1°w, mientras que las células con niveles menores de CD45RA eran casi

exclusivamente CD11a"#",

Al comprobar que efectivamente existe una expresion bimodal de CDl11a entre los
linfocitos CD8"'CD45RAME", se consideré més apropiado el uso de este marcador que el de
la expresién de CD45RO en los linfocitos CD8. Asi, la Tabla 2 y la Figura 9 muestra las
combinaciones de anticuerpos y las regiones definidas para la enumeracion de linfocitos T

CD4 y CD8 virgen y memoria utilizados en este estudio.

Tabla 2. Definicion de fenotipo virgen y memoria en linfocitos T.

CD4 virgen CD4" CD45RAME" CD45RO™
CD4 memoria CD4" CD45RA” CD45RO™®"
CD8 virgen CD8" CD45RAM" CD11a""
CD8 memoria CD8" CD45RA” CDila"®"
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‘Figura 9. Definicién del fenotipo virgen y memoria en linfocitos T CD4 y CDS.

Para el calculo del porcentaje de células virgen y memoria, los eventos fueron seleccionados en funcién de su
morfologia de linfocitos (no mostrado) y de la expresion del marcador de linaje CD4 (region R1, figura A) o
CDS8 (region R4, figura C). El fenotipo de las subpoblaciones CD4 virgen y memoria se muestran en la figura
B (regiones R2 y R3 respectivamente). El fenotipo de las subpoblaciones CD8 virgen y memoria se muestran

en la figura D (regiones R5 y R6 respectivamente).
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2.4 Caracteristicas basales de los pacientes analizados

Los pacientes adultos incluidos en este estudio fueron los mismos que los incluidos en
el Objetivo 1, con la excepcién de un paciente, que debido a la falta de disponibilidad de
muestras suficientes no se le pudo determinar las subpoblaciones virgen y memoria. Las
caracteristicas basales demograficas e inmunologicas de los adultos y de los nifios
incluidos en este estudio se muestran en la Tabla 3. Ninguno de ellos sufri6 enfermedades

oportunistas manifiestas al inicio del tratamiento o durante el periodo de estudio completo.

Tabla 3. Caracteristicas basales de los pacientes.

Adultos Nifios

Numero de pacientes 25 10
Edad (afios)

Mediana [ intervalo ] 34[29-65] 3.7[0.2-10.6 ]
N° de hombres/mujeres 16/9 6/4
Grupo de Riesgo (N°)

Homosexual 4 -

Heterosexual 10 -

ADVP 10 -

Desconocido 1 --

Vertical - 10
Carga Viral (log;o [ARN VIH-1])

Media + e.t.m * 4.240.2 5.3£0.4

Intervalo 2.6-5.3 2.6-6.7
Ne de linfocitos T CD4 (céls/ul)

Media + e.t.m. 328 +61 634160

Intervalo 1-979 6-1240
Clasificacion de la infeccién por VIH (N°)

SIDA 12 4
Estadio C del CDC 5 3

? Error estandar de la media.
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2.5 Relacion basal entre el recuento de Ty totales y linfocitos T virgenes

Ninguno de los pacientes incluidos en el estudio habia sido tratado previamente con
antirretrovirales, y todos presentaban niveles de carga viral detectables basalmente. Se
analizé entonces la relacion entre el grado de depleccion de las subpoblaciones virgen y
memoria de linfocitos T CD4" y CD8", y del total de linfocitos Ty, como marcador de

progresion de la enfermedad. La Figura 10 m
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Figura 10. Correlacién basal entre linfocitos T virgenes CD8"
y linfocitos T CD4" totales. La figura muestra la correlacion significativa
entre el nimero de linfocitos T CD8+ virgenes y el nimero de linfocitos T
CD4+ totales tanto A) para los adultos (p<0.001, prueba de Spearman) como
para B) los nifios (p=0.006).
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2.6 Respuesta virologica al tratamiento

En el grupo de pacientes adultos, el HAART indujo una disminucion significativa de los
niveles de carga viral, que se redujeron desde una media de 4.2+0.2 antes del inicio del
tratamiento hasta niveles de 2 + 0.17 y 2.1£0.17 logo copias/ml, en las semanas T, y T,
(p<0.001 para ambas semanas, prueba de Wilcoxon). Durante el seguimiento, el 65% de
los pacientes tuvieron valores indetectables de carga viral (inferiores a 200 copias/ml). En
el grupo de los nifios el tratamiento antirretroviral redujo del mismo modo la carga viral,
aunque en menor medida. Asi, los valores basales de 5.3+0.42 se redujeron a 3.7+0.47 en
T, y 3.7+0.49 en T2, reducciones que fueron significativas (p<0.05, Prueba de Wilcoxon),
pero menos pronunciadas que en el caso de los adultos. Respecto al nimero de nifios que

lograron niveles indetectables de carga viral fue tan solo de tres de los diez analizados.

2.7 Cambios en las subpoblaciones linfocitarias virgen y memoria de adultos

Tras el inicio del tratamiento HAART, se produjo un incremento significativo en varias
subpoblaciones de linfocitos T CD4 y CD8. Tal como se aprecia en la Figura 11, las
subpoblaciones CD4 virgen y memoria aumentaron de modo significativo (p=0.021 y
p=0.016 respectivamente, prueba de Wilcoxon) en la semana T}, siendo el incremento neto
de células memoria (56 + 21 céls/ul) mayor que el de células virgenes (25 + 10 céls/ul)) en
esta primera fase de la repoblacion. Sin embargo, los cambios postetiores en la semana T,
fueron solo significativos para los linfocitos CD4 virgenes (p=0.013 respecto a los valores
en T;). Los linfocitos T CD8 virgenes (Figura 11, inferior), aumentaron continuamente
tanto en T; (p=0.045 vs Ty) como en T, (p=0.025 vs T,), al igual que en el caso de los CD4

virgenes.
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Figura 11. Cinética bifisica en la repoblacién de linfocitos T en adultos que
inician HAART. La repoblacioén de linfocitos T virgen y memoria fue examinada
en veinticinco pacientes adultos de entre 29 y 65 afios de edad que iniciaron
tratamiento HAART (CD4" en la grafica superior; CD8" en la grafica inferior).
Los valores representan la media + el error tipico de la media, para los linfocitos
virgenes (@), memorias (A) y totales (). El namero de pacientes analizados en
cada punto se muestra en la linea inferior. (*) indica diferencias significativas con

la semana cero (P<0.05, Prueba de Wilcoxon).

2.8 Cambios en las subpoblaciones linfocitarias virgen y memoria de niiios

Los efectos que sobre la carga viral circulante tuvo la terapia antirretroviral en los nifios
fueron menos pronunciados que en los adultos, tal como se detallé con anterioridad. Sin
embargo, la respuesta de las subpoblaciones linfocitarias fue mucho mas potente que en el
caso de los adultos. La Figura 12 muestra los aumentos de linfocitos T CD4 totales y de

sus subpoblaciones virgen y memoria, que resultaron significativamente mayores en los

65



Resultados

puntos T; y T2 que en el punto Ty. Del mismo modo, la subpoblacion de linfocitos T CD8
virgenes aument6 de manera significativa, a pesar de que el nimero total de linfocitos T
CD8, o de su subpoblacion memoria, no varié significativamente durante el periodo de
seguimiento. La regeneracion de linfocitos T virgenes no se vio afectada por los niveles
residuales de replicacion virica, y no hubo correlacion entre las ganancias netas y los

valores de carga viral al final del seguimiento.

La edad de los pacientes no tuvo una relacion estadisticamente significativa con el
incremento de células virgenes. No hubo correlacion entre la edad de inicio de tratamiento
y la mejora en el recuento obtenido (Prueba de Spearman), ni tampoco se observaron
diferencias entre grupos de nifios mayores o menores de tres afios (Prueba U de Mann-
Whitney). Todos los nifios analizados tuvieron importantes aumentos de linfocitos T CD4
virgenes en el punto T, de tratamiento, incluyendo al nifio de mas edad al iniciar la terapia
(11 afios).
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Figura 12. Cinética de repoblacién de linfocitos T en nifios que inician
HAART. La repoblacion de linfocitos T virgen y memoria fue examinada en diez
pacientes pediatricos infectados por el VIH de entre dos meses y once afios de
edad, que iniciaron tratamiento HAART (CD4" en la grafica superior; CD8" en la
grafica inferior). Los valores representan la media + el error tipico de la media,
para los linfocitos virgenes (@), memorias (A) y totales (M). El numero de
pacientes analizados en cada punto se muestra en la linea inferior. (*) indica

diferencias significativas con la semana cero (P<0.05, Prueba de Wilcoxon).

2.9 Heterogeneidad de la respuesta T virgen en adultos

El analisis individual de cada paciente mostr6 que entre los adultos existia una respuesta
heterogénea en la repoblacion de linfocitos T virgenes. En la Figura 13A se muestran los
incrementos netos entre Ty y T; para los CD4 virgenes, de nifios y adultos. Considerando
como criterio de repoblacion un incremento neto mayor del 10% del nimero de linfocitos

virgenes basal, todos los nifios bajo estudio repoblaron, mientras que entre los adultos, tan
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solo lo hicieron trece pacientes. El resto tuvo incrementos de CD4 virgenes que fueron
negativos (n=8) o menores del 10% del valor basal (n=4). Segun esto, se clasificaron los
pacientes en dos grupos: Grupo A (n=13, pacientes repobladores en T;) y Grupo B (n=12,
no repobladores). El andlisis estadistico mostrado en la Tabla 4 muestra que ambos grupos
tuvieron aumentos significativos de linfocitos T virgenes, pero que diferian en el momento
en que esto ocurria. Los pacientes del Grupo A tuvieron un aumento significativo de
linfocitos virgenes en T, tanto CD4 como CD8, pero no aumentaron mas en T,. Por el
contrario, en los pacientes del Grupo B la repoblacion de linfocitos virgenes estuvo

retrasada hasta la semana T, estando compuesta de linfocitos tanto CD4" como CDS8".

Tabla 4. Cambios en las subpoblaciones T en adultos agrupados por la respuesta CD4 virgen en T,

Numero de Células/pl Prueba de Wilcoxon
T() T1 Tz To Vs T] T] vs T2
CD4 Virgenes 55+18  111+28 119430 ND? 0.507
Grupo A
CD8 Virgenes 469 123£20  142+18 0.002 0.279
CD4 Virgenes 16643 15940  214+45 ND 0.008
Grupo B
CD8 Virgenes 11641  95+27 13137 0.209 0.028

# ND, estadistico no determinado, al ser estos cambios ¢l criterio de agrupamiento.
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A CD4 virgen / pl
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A CD8 virgen /
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Figura 13. Cambio neto individual en linfocitos T virgenes em mifios y
adultos bajo HAART. La diferencia entre el recuento en las semanas T; y Ty
para linfocitos T virgenes (CD4" en la gréfica superior; CD8" en la grafica
inferior) es mostrado para los nifios (barras grises, n=10) y los adultos (barras
blancas, n=25) en estudio. Los pacientes de cada grupo fueron ordenados
igualmente en ambas graficas, segin el incremento de linfocitos T CD4"

virgenes.
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3.1 Clonacién de la reordenacion SRec-yJa de TRECs

Para la medicion mediante PCR cuantitativa es necesario disponer previamente de una
recta patrén con concentraciones conocidas del ADN molde a amplificar, que sirva de
referencia para las muestras problema. Para disponer de concentraciones conocidas de la
secuencia signal-joint del TREC, es necesario clonarla previamente en un plasmido, y
calcular el nimero de copias por microlitro en funcién del tamafio del plasmido y del ADN

total presente, medido espectrofotométricamente.

Con el objetivo de clonar el fragmento de ADN que contiene la signal joint del TREC
se realiz6 una PCR partiendo de ADN extraido de timocitos, usando los cebadores
especificos TRECQ1 y TRECQ?2 y las condiciones de PCR especificadas previamente. El
producto de la amplificacion fue separado sobre un gel de agarosa, identificindose una
tnica banda de un tamafio similar al esperado (Douek y col, 1998). Dicha banda fue
extraida del gel y clonada en el vector pGEM-T Easy (Promega Corp) segun las
indicaciones del fabricante. Se seleccionaron varias colonias transformadas con el producto
de la clonacién para ser secuenciadas. Una de las colonias contenia un inserto que ademas
de los cebadores utilizados incluia las secuencias de las sondas TRECP3 y TRECP4. La
comparacion del locus TCR-8 (AE000661) con la secuencia insertada en el pldsmido de
dicha colonia permitié definir el punto de recombinacién del TREC. El fragmento clonado
tenia una longitud de 381 pares de bases, y estaba formados por las nucledtidos
comprendidos entre las posiciones 229136 a 229273 (extremo 57) y 140192 a 140434
(extremo 3°) de la secuencia AE000661. En la Figura 14 se muestra la secuencia del clon,
con la localizacién de los cebadores (TRECQ1 y TRECQ2) y las sondas de hibridacion
(TRECP3 y TRECP4). Dos mutaciones (C141A y T381C, segun la numeracién del
amplificado) estuvieron presentes en las secuencias obtenidas en ambos sentidos utilizando
los promotores pUC/M13 Forward Sequencing Primer y pUC/MI13 Reverse Sequencing
Primer del plasmido pGEM-T Easy.
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Figura 14: Secuencia flanqueante a la regién signal joint producto de la reordenacién entre la
secuencia SRec y el pseudogen yJo. Una muestra de ADN de timo postnatal humano fue amplificada
mediante PCR usando los cebadores TRECQ1 y TRECQ2, y posteriormente clonada en el vector pGEM-T
Easy. Se indica la posicién de los cebadores usados (azul), asi como la de las sondas de hibridacion utilizadas
]Jara la posterior deteccion del amplicon durante la Q-PCR (rojo). La localizacién del punto de

recombinacién se encuentra entre los nucleétidos 138 y 139 de la secuencia.

3.2 Cuantificacion de TRECs en timocitos

Una vez clonada la secuencia signal-joint, se pudo construir una recta patrén con
concentraciones conocidas de dicha secuencia. Esta recta se uso para la determinacion del
nimero de TRECs por millon de células presente en una muestra de ADN extraido de
timocitos, que posteriormente se usaria en la determinacion de las muestras de PBMC

problema.

Para ello, la concentracion de ADN total del plasmido purificado, y de una extraccion
de ADN de timocitos, se determinaron por medicion de la absorbancia a 260 y 280 nm
(espectrofotometro HITACHI). La concentracion de ADN total en la extraccién a partir de
timocitos del timo de referencia fue de 153.5 ng/pl, mientras que la del ADN plasmidico a
partir de un cultivo de bacterias transformadas fue de 7.9 ng/ul. Asumiendo que el genoma
de una tinica célula contiene aproximadamente 6.2 pg de ADN, y que el pldsmido tiene un
tamafio de aproximadamente 3393 pares de bases, se calcula que dichas concentraciones de

ADN corresponden a 2.46x10" timocitos/ul y 2.26x10° copias del clon/ul en cada dilucion.
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Para aproximar el nimero de copias de plasmido al de células de ambas diluciones, el
plasmido se diluy6 en un factor de 10°. A continuacion se afiadié un volumen de ADN
genémico extraido a partir de una linea celular T (Jurkat), el cual carece de TRECs, para
aproximar las condiciones de PCR entre la muestra de ADN del timo y del clon purificado

La dilucién final asi obtenida de plasmido correspondia a 1/200.000 de la original.

A continuacién se realiz6 una PCR cuantitativa para conocer las concentraciones
relativas de la secuencia signal-joint ente la muestra de timo y de plasmido purificado. Se '
utilizaron diluciones seriadas en factor de dos del ADN de timo (comenzando a partir de
una dilucién 1/10 inicial) y del plasmido purificado (comenzando por una dilucién 1/40 de
la dilucién 1/200.000 antes descrita). En la Figura 15 se muestra el ciclo umbral asociado a
cada muestra, asi como la recta que extrapola el ciclo umbral a las diluciones 1x de ambas,
(ciclo 24.449 para el clon 7, ciclo 27.285 para el timo de referencia). La diferencia entre

2%88 veces mas

ambas indica que la dilucién 1/200.000 del plasmido purificado esta ain
concentrada que la extraccion del timo de referencia, es decir, que existe una secuencia

signal joint por cada 16 células de timo.
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Figura 15. Calculo de la concentracion relativa de secuencias signal-joint de TRECs entre una muestra
de ADN de timocitos y de un plasmido que contiene dichas secuencias. El ciclo umbral de amplificacién
.de diluciones seriadas de ADN extraido de timocitos y de ADN de pldsmido conteniendo la secuencia
signal-joint del TREC se ajustan a sus rectas tedricas. Dicha recta ideal tiene una pendiente de m=1 y un
‘termino independiente proporcional a la concentraci6n original de ADN molde. La diferencia de 2.88 ciclos
entre los términos independientes de ambas rectas indica que la muestra del clon se encuentra 7.36 veces mas

concentrada que la de timo.
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3.3 Caracteristicas basales de los pacientes analizados

El nimero de pacientes incluidos en este estudio fue de dieciséis, siendo sus
caracteristicas demograficas e inmunologicas detalladas en la Tabla 5. Uno de los
pacientes estaba infectado por VIH-2, €l cual no puede actualmente ser detectada por la
técnicas de cuantificacion de carga viral estandar. Por ello, no pudo ser controlado para los

niveles de replicacion virica tras el inicio del tratamiento.

Tabla 5. Caracteristicas basales de los pacientes.

Numero de pacientes 16
Edad (afios)
Mediana [intervalo] 33 [25-60]
N° de hombres/mujeres 13/3
Grupo de Riesgo (N°)
Homosexual 3
Heterosexual 6
ADVP 6
Desconocido 1

Carga Viral (log;o [ARN VIH-1]/ml)
Media + e.t.m 4.1+0.3
Intervalo 3-5.6
N° de linfocitos T CD4 (céls/ul)
Media + e.t.m. 338
Intervalo 8-804

Clasificacién de la infeccion por VIH (N°)

Estadio CDC *
SIDA 6
Estadio C del CDC* 3

* (Centers for Disease Control 1993)
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3.4 Correlacion basal entre las variable relacionadas con la funcion timica

El grado de funcién timica presente en un paciente debe estar relacionado con su edad,
asi como con el tamafio que presente dicha glandula. Del mismo modo, la presencia en
sangre del producto de dicha funcién también debe ser un indicativo de dicha funcion. Los
niveles de TRECs, y en menor medida, el mimero de linfocitos T de fenotipo virgen, son
productos del timo. La Figura 16 muestra la correlacion significativa que existia antes del
tratamiento entre dichas variables. La edad del paciente mostré una correlacion
significativa con el tamafio del timo. Ademads, el indice de tejido timico asignado fue
mayor entre los pacientes mas jovenes. La proporcion de TRECs por cada millon de
PBMC estuvo relacionada directamente con el tamafio del timo, e inversamente con la
edad del paciente. Los pacientes que habian desarrollado SIDA presentaron los niveles mas
bajos de TRECs, entre 140 y 333/10° PBMC. Por tltimo, el nimero de TRECs/ul
circulantes mostr6 una correlacion directa significativa con el nimero de linfocitos T/ul de
fenotipo virgen, tanto CD4 como CDS8. Curiosamente, esta correlacion estuvo mejor

ajustada a una recta exponencial que lineal.
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Figura 16. Correlaciones basales entre marcadores de funcion timica. Antes del inicio del tratamiento
HAART los marcadores de funcion timica estuvieron correlacionados entre si. a) edad con volumen timico,
b) edad con proporcién de TRECs por 10° PBMC, c) volumen timico con proporcién de TRECs por 10°
PBMC, y d) recuento absoluto de linfocitos T virgenes (tanto CD4 como CD8) y de TRECs por microlitro.

3.5 Respuesta al tratamiento

Tras el inicio del tratamiento, la carga viral VIH-1 se redujo entre los pacientes. La
reduccion media obtenida en la semana 12 fue de —2.53 log;o copias/ml. Desde la semana
12, y durante todo el tratamiento, la carga viral se mantuvo controlada, estando por debajo
del limite de deteccion de la técnica (50 copias/ml). El niimero de linfocitos T CD4
aumento significativamente, desde los 338+62 al inicio del tratamiento hasta 469+71 en la
semana 48. Los incrementos de CD4 fueron significativos desde la semana 12 de
tratamiento, respecto a los valores basales. El nimero de linfocitos T CD8 totales no vario

significativamente durante el tratamiento, aunque los valores medios tendieron a disminuir.
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3.6 Cambios en la funcion timica

Para estudiar la cinética de cambio en los niveles de TRECs durante el tratamiento,
estos fieron expresados como niimero absoluto por pl, en lugar de como porcentaje. Tras
el inicio del HAART, hubo un incremento en el namero de linfocitos T CD4 y CD8
virgenes, volumen timico, y recuento de TRECs/pl. La Figura 17 muestra la evolucion de
la media de dichos parametros, siendo los aumentos significativos ya desde la semana 12
de tratamiento. El indice de tejido linfoide en el timo no vario de modo significativo entre

los distintos puntos del seguimiento (Prueba de Wilcoxon)
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Figura 17 . Cinética de funcién timica en pacientes que inician HAART.

El nimero de linfocitos T virgenes/pul en las subpoblaciones a) CD4", b) CD8', nimero absoluto de
TRECs/pl, y d) volumen timico en c.c. se muestran para un grupo de dieciséis pacientes infectados por VIH
antes y después de iniciar terapia antirretroviral. El nimero de pacientes analizados en cada punto se muestra

en la linea inferior. (*) indica diferencias significativas con la semana cero (Prueba de Wilcoxon).

El aumento neto de linfocitos T virgenes y de TRECs/ul ocurrido en la semana 12,
respecto a los valores basales, estuvo significativamente correlacionado de modo directo,
tal como se muestra en la Figura 18. Sin embargo, los incrementos obtenidos en semanas

posteriores (24, 46 y 48, respecto a los valores basales) para ambas variables ya no

estuvieron correlacionados.
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Figura 18. Correlacién entre el cambio neto en el niimero de linfocitos T
virgenes y de TRECs por microlitro de sangre periférica. En la figura se
representa los cambios significativos (Prueba de Spearman) entre las semanas 0
y 12 de tratamiento HAART. Los cambios entre la semana cero y las semanas

24, 36 6 48 no estuvieron correlacionados.

El andlisis individual de los pacientes demostré una tendencia a aumentar €l nimero de
TRECs mayor entre aquellos pacientes que previamente al tratamiento tenian los valores
més bajos de TRECs/pl. Para analizar estadisticamente esta tendencia, los pacientes fueron
divididos en dos grupos segun el recuento basal de TRECs/ul que presentaban, escogiendo
arbitrariamente como valor de corte el de la mediana del grupo, a fin de analizar dos
grupos de igual tamafio. Dicha mediana correspondia a 2.6 TRECs/ul. Los pacientes con
valores basales inferiores a la mediana fueron denominados Grupo 1, mientras que los

pacientes con valores superiores a la mediana como Grupo 2.

La comparacion entre ambos grupos no mostré diferencias significativas de edad entre
ambos grupos, aunque de hecho los dos pacientes de mas edad de la cohorte estaban

incluidos en el Grupo 1, de bajo TRECs basal.

Tras el inicio del HAART, tan solo el Grupo 1, que presentaba al inicio los valores mas
bajos de TRECs, mostré un aumento significativo de recuento de TRECs/pl (grafica A,
p<0.05, Prueba de Wilcoxon). Tras los aumentos de TRECs/pl en el Grupo 1 no hubo mas
diferencias significativas en el recuento de TRECs/pl entre ambos grupos a partir de la
semana 12 (p<0.05, Prueba U de Mann-Whitney). La tendencia mayor a aumentar el

recuento de TRECs en el Grupo 1 se demostré igualmente al analizar la pendiente de la
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recta que ajusta el nimero de TRECs/pl en cada paciente de modo individual. Dichas
pendientes fueron significativamente mayores en el Grupo 1 (+4.3 x 10%/dia) que en el
Grupo 2 (-3.0 x 10%/dia, Prueba U de Mann-Whitney, p<0.05).

El volumen timico no fue significativamente diferente entre los pacientes del Grupo 1y
Grupo 2 antes del tratamiento. Tras el inicio del HAART, el volumen timico se incremnto
significativamente en el Grupo 1, pero no en el Grupo 2 (grafica B). De ese modo, los
volamenes timicos medidos en el Grupo 1 fueron significativamente mas altos que los del

Grupo 2, después de 24 semanas de tratamiento HAART.

El niimero de linfocitos T CD4 y CD8 virgenes fueron ambos significativamente
menores en el Grupo 1 (42.8£18.8 y 56.2+13.8, respectivamente) que en el Grupo 2
(146.4+25.8 y 125.7+22.4) antes del tratamiento (p<0.05, Prueba U de Mann-Whitney). El
ntimero medio de linfocitos T virgenes (suma de los CD4 y de los CD8) mostro una
tendencia similar a incrementarse en ambos grupos (grafica C), desapareciendo las
diferencias significativas presentes antes del tratamiento en el nimero total de linfocitos T
virgenes durante el seguimiento. Sin embargo, las diferencias respecto a los valores basales
fueron significativas para el Grupo 1, pero quedaron el en limite de la significacion en el

Grupo 2 (p=0.050 entre el inicio y las semanas 12 6 24, Prueba de Wilcoxon).

Resulta interesante destacar el comportamiento de los dos pacientes de mas edad (tenian
53 y 50 afios) de la cohorte. Estos pacientes carecian de imagen radiologica de timo antes
del tratamiento, y tenian la proporcion mas baja de TRECs/pl de toda la cohorte. A pesar
de la tendencia anteriormente descrita de mayor aumento de TRECs entre pacientes con
menor ntimero de ellos antes del tratamiento, estos pacientes fueron los tnicos de su grupo
que no aumentaron el nimero de linfocitos T virgen o de TRECs tras el HAART. Sin
embargo, en uno de ellos la imagen del timo reapareci6 tras el HAART, mostrando un
tamafio relativamente grande (13 c.c.), aunque el indice de tejido linfoide asociado (2) fue

bajo.
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Figura 19. Relacién ente la funcién timica en respuesta al HAART y el mimero incial de TRECs
presentes. El nimero de a) TRECs/ul, b) volumen timico en c.c. y ¢) linfocitos T virgenes/pl se muestran
para el grupo de pacientes con valores basales de TRECs inferiores a la mediana (n=8, < 2.6 TRECs/pl) o

superiores (n=8). Solo el Grupo 1 mostré incrementos significativos en los marcadores (p<0.05, Prueba de
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1. EFECTOS DE LA TERAPIA ANTIRRETROVIRAL SOBRE LA ACTIVACION
CRONICA INMUNE

Las principales alteraciones que la infeccion por el VIH provoca en el sistema inmune
de los sujetos infectados son la induccién de un estado de activacién crénica, y la
progresiva pérdida de linfocitos T CD4". Esta activacion cronica se caracteriza por la
expresion de niveles elevados de diversos marcadores, entre los que se encuentran los
niveles séricos de P,-microglobulina , TNF , y receptores solubles del TNF , asi como la
expresion de HLA-DR en los linfocitos T. En este estudio nos propusimos analizar los
cambios inducidos por la terapia antirretroviral en estos marcadores, y sus relaciones con el
grado de inmunodeficiencia alcanzado. Los resultados muestran que antes del inicio de la
terapia antirretroviral, existia un mayor grado de activaciéon inmune en los pacientes con
mayores niveles de inmunosupresion o de carga viral en suero. Asi, todos los pardmetros
analizados mostraron una correlacién significativa con los niveles de carga viral y con el
nimero de linfocitos T CD4" circulantes. Por otro lado, el grupo de pacientes con un
recuento de Ty inferior a 200 células/ul mostré unos niveles séricos B,-microglobulina,
TNF, sTNF-RII y expresion en membrana de HLA-DR significativamente mayores que los
del resto de pacientes. Sin embargo, el HAART redujo significativamente los niveles de
activacion crénica aberrante asociados a la infeccion por el VIH, incluso en los pacientes

con un mayor grado de inmunodeficiencia basal.

Un estado de activacion crénica estd normalmente asociado al desarrollo de una
respuesta inmune activa contra antigenos reconocidos como extrafios al organismo. Las
causas de la activacion inmune anteriormente descrita pudieran ser la replicacion activa del
VIH, o la presencia de diversas enfermedades oportunistas . Sin embargo, los criterios de
seleccion de los pacientes excluyeron aquellos que presentaban infecciones oportunistas
activas al inicio de este estudio, por lo que consideramos que era la presencia del VIH la
causa principal de la activacién crénica. A favor de ello esta la correlacion positiva entre la
carga viral VIH-1 y el grado de activacién inmune mostrada por los pacientes, para todos
los marcadores analizados. Se ha demostrado que desde el inicio de la infeccion por el
VIH, y hasta el colapso final del sistema inmune, el VIH se replica continuamente, incluso
durante la fase de latencia clinica, manteniendo unos niveles de carga viral elevados. La
cantidad de virus producido diariamente genera una considerable masa antigénica en los
tejidos linfoides, que se calcula que es del orden de 10" viriones atrapados en forma de

inmunocomplejos en las prolongaciones de la red de células dendriticas foliculares, lo que
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convierte a los péptidos derivados del VIH en el antigeno dominante. E1 VIH es entonces
reconocido por el sistema inmune, desarrollando respuestas humorales y celulares
especificas contra el. Esta respuesta inmune anti-VIH es fundamental para la reduccion de
la elevada carga viral asociada a la primoinfeccion, pero sin embargo fracasa en su tarea de
erradicar al virus, entrando el sistema en un estado de activacion cronica, de efectos muy

perjudiciales a largo plazo.

Tras el inicio la terapia antirretroviral HAART, se ha descrito que los niveles de carga
viral en suero se reducen rapidamente (Ho y col., 1995, Wei y col., 1995), asi como la
cantidad de virus atrapada en los tejidos linfaticos (Haase y col., 1996). Los niveles de
carga viral de los pacientes de este estudio disminuyeron de modo significativo en los dos
grupos de pacientes definidos por un recuento basal mayor o menor de 200 CD4/ul,
reduccién que fue acompafiada por una reduccion de la activacién crénica. Por ello, se
puede concluir que la terapia antirretroviral HAART es capaz de disminuir
significativamente los niveles de activacion crénica en los pacientes infectados por VIH,

incluso entre aquellos con un mayor grado de inmunodeficiencia.

Las implicaciones de esta desactivacion para la clinica de los pacientes son importantes,
pues la activacién crénica inducida por el virus parece tener un papel activo en la
patogénesis de la infeccion por VIH. En este sentido se ha descrito que el nivel de
B2-microglobulina es un marcador de progresion a SIDA tan potente como el recuento de
linfocitos T CD4, e independiente de este. Esto podria ser debido a que el virus toma
ventaja de la activacion celular para su expresion y para establecer nuevas infecciones. El
virus necesita que la célula esté activada para integrarse en el cromosoma celular, y la
posterior expresion de su genoma depende de factores de transcripcion que solo son
plenamente funcionales en células activadas. En este sentido se ha descrito que el TNF
puede favorecer la expresion del genoma viral, lo que podria provocar un fenémeno de
retro-alimentacion positiva con la expresion del virus. Sin embargo, a diferencia de nuestro
estudio, no se han detectado consistentemente niveles elevados de TNF en el suero en otros
estudios, pero si de receptores solubles de TNF. Esta discrepancia podria ser debida a una

menor estabilidad en el suero del TNF que de sus receptores solubles.

Simultaneamente a la desactivacién del sistema inmune los pacientes mostraron un
aumento significativo del recuento de linfocito T CD4 en sangre periférica, fendmenos que
pudieran estar relacionados por dos mecanismos: entre los efectos deletéreos de la

activacion crénica puede estar la induccion de la apoptosis en las células. Se ha descrito un
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alto grado de apoptosis en ganglios linfaticos y linfocitos de sangre periférica en pacientes
infectados por VIH, que afectaba a varias subpoblaciones linfocitarias, y que pudiera estar
relacionada con el grado de activacion del sistema inmune. La reduccion en grado de
activacion y apoptosis podria inducir un aumento del nimero de linfocitos T CD4 tras el
HAART. Adicionalmente, el aumento de linfocitos tras el HAART podria ser un fenémeno
de redistribucion de células atrapadas en los ganglios linfaticos. Los ganglios son el lugar
de inicio de la respuesta inmune especifica, donde los antigenos son puestos en contacto
con los linfocitos. El aumento de la activacion crénica puede provocar una retencion de

celular que luego son liberadas al relajarse (Bucy y col.).

Las terapias antirretrovirales presentes con anterioridad a la disponibilidad del HAART
no fueron capaces de lograr estos niveles de desactivacion del sistema inmune,

probablemente debido a que no eran capaces de inhibir totalmente la replicacion del virus.

2. REPOBLACION DE LINFOCITOS T VIRGENES INDUCIDA POR
ANTIRRETROVIRALES

El objetivo de este estudio fue analizar si la funcion timica contribuye a la repoblacién
de linfocitos T periféricos que se produce en los pacientes seropositivos que inician un
tratamiento antirretroviral. Previamente, se ha demostrado que en ratones con
inmunodeficiencia existen dos mecanismos de generacion de linfocitos T. En los animales
que poseen un timo funcional, la recuperacion se produce preferentemente a través de un
proceso de diferenciacion timica, que produce mayoritariamente células de fenotipo virgen.
Por el contrario, en ratones que carecen del timo, la repoblacion se produce por division de
células maduras (proceso conocido como expansion periférica), lo que origina
mayoritariamente células memoria (Mackall y col.). Este modelo animal de repoblacion es
similar a las caracteristicas de la recuperacion de linfocitos T tras su eliminacion por
quimioterapia en humanos, donde la reaparicion de linfocitos T virgenes depende de la
edad, ocurriendo preferentemente en nifios (Mackall y col)), pero no si carecen de timo
(Heitger y col., 1997). Por ello, se puede considerar a la reaparicion de linfocitos T

virgenes como un marcador de funcién timica.

Nuestro primer objetivo fue definir los marcadores mas adecuados para la identificacion
de linfocitos T virgen y memoria en los pacientes seropositivos. Tradicionalmente, se han
usado las isoformas del marcador de membrana CD45R de alto (CD45RA) y bajo

(CD45RO) peso molecular para definir las células T virgenes y memoria, respectivamente.
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Sin embargo, recientemente se ha postulado que este marcador por si solo resulta
insuficiente para definir los linfocitos T CD8 virgenes en general, y los CD4 virgenes en
sujetos infectados por VIH, en particular. Segun esto, para la adecuada definicion del
fenotipo virgen se debe incluir la expresion de marcadores adicionales, tales como CD11a
o CD62L. Por ello, se realiz6 un estudio preliminar de la coexpresion con €l marcador
CD45RA de estos dos marcadores propuestos, en los linfocitos T CD4 y CD8

criopreservados de pacientes infectados por VIH.

2.1 Eleccién de marcadores de fenotipo virgen en linfocitos T de pacientes VIH*

El analisis de linfocitos T CD8'CD45RA" criopreservados mostré que todos los
pacientes analizados presentaban una expresion bimodal de los marcadores CD62L y
CD11a. De acuerdo con esto, Qkumura y col. han demostrado que también los linfocitos
CD8'CD45RA" de donantes sanos tienen una expresion bimodal del marcador CD11a, y

a™#" varia con la edad,

que la proporcién relativa de las subpoblaciones CD11a"" y CD11
desde un 9% de células CD11a™" en un sujeto de 14 afios hasta un 95% en otro de 79
afios. En general, el porcentaje de células CD11a""#" en las CD8"CD45RA” mostré una
correlacion directa con la edad, que fue estadisticamente significativa. Por otro lado,
Hamann y col. han analizado las propiedades de las células CD8'CD45RA", demostrando
que existen dos subpoblaciones, una de las cuales carece de CD62L y CD27, expresa
niveles altos de CD11a, posee granulos con granzima B y perforina, asi como actividad
citotoxica y produccion de IFN-y y TNF en ensayos in vitro. Por ultimo, Rabin y col. han
demostrado que las células CD8'CD45RA'CD62L" son también CD11a®%, y que
presentan un mayor flujo de Ca™, una mayor tasa proliferacién y una menor produccion de
ARNm de citoquinas en respuesta a la activacion que la subpoblacion
CD8'CD45RA'CD62L". Todos estos datos estarian de acuerdo con considerar que las
CD8'CD45RA" se componen de dos poblaciones fenotipica y funcionalmente diferentes,
una subpoblacion CD11a"" de células virgenes, y otra de células efectoras CD11a™®", De
acuerdo a nuestros resultados, ambas poblaciones estan presentes en los pacientes VIH
analizados, por lo que es necesario el uso de un marcador adicional al CD45RA para la

adecuada definicion de linfocitos T CD8" virgenes.

Al igual que en el caso de los linfocitos T CDS8, el criterio de coexpresion de CD45RA y
CD62L en los CD4 virgenes ha sido ampliamente incorporado para el estudio de Ila
repoblacion en pacientes seropositivos a partir de la observacién de que un elevado
porcentaje de células CD4"'CD45RA" carecen de CD62L en estos individuos (Rabin y
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col.). Los resultados de nuestro estudio confirmaron que la poblacion CD4"CD45RA™ de
los pacientes seropositivos presentaba una expresion bimodal del CD62L. Sin embargo, la
expresion de CD11a resulté ser homogénea, a diferencia del caso de los linfocitos T
CD8'CD45RA". Ello planteé la duda sobre la naturaleza de la poblacién
CD4"CD45RA'CD62L". En primer lugar, la existencia de una heterogeneidad funcional
ademéas de fenotipica dentro de las CD4"CD45RA" no ha sido ain demostrada, ni en
sujetos sanos ni en infectados por VIH, hasta nuestro conocimiento. Okumura y col.
demostraron que la expresién de CD11a es homogénea entre las CD4"CD45RA", y que no
se produce un aumento del porcentaje de células CD11a”#" con la edad, lo que iria en
contra de una acumulacién de linfocitos no virgenes CD11a™*#" entre las CD4'CD45RA™.
Ademas, no existen analisis funcionales de las dos poblaciones CD4"CD45RA" definidas
por la expresion de CD62L. Es por ello por lo que surgen dudas sobre la interpretacion de
la naturaleza de estas células CD4'CD45RA'CD62L".

Entre las causas de la falta de reconocimiento de la molécula CD62L por sus
anticuerpos especificos estan una carencia de dicha molécula en la membrana, como ocurre
probablemente en el caso de los linfocitos T memoria CD4"CD45RO'CD62L, o bien un
fenomeno de shedding, por el cual la porcion extracelular de la proteina es escindida por
una proteasa, perdiéndose asi el antigeno reconocido por el anticuerpo. Este fendmeno de
shedding ocurre naturalmente en individuos sanos como parte del proceso de extravasacion
de linfocitos virgenes en las vénulas de endotelio alto. Sin embargo, la expresion de
CD62L en las células virgenes debe ser recuperada rapidamente, pues el porcentaje de
células CD4"CD45RA'CD62L" en donantes sanos es muy bajo. In vitro, este fenémeno de
shedding puede ser provocado por una variedad de estimulos, entre los que se encuentra la
activacion de las células a través del complejo TCR-CD3 o por ésteres de forbol, tanto en
PBMC como en la linea celular Jurkat. Por Gltimo, se ha descrito que el ATP extracelular
puede inducir la pérdida del CD62L en menos de 5 minutos en PBMC. Esta pérdida de
CDO62L in vitro demostré ser reversible, recuperando las células su expresion al retirar el
estimulo que provocé su pérdida.

En los resultados presentados el analisis de la expresion de CD62L en la linea celular
Jurkat demostr6 que este marcador puede ser muy labil, y que es alterado como
consecuencia de la criopreservacién de células de esta linea celular. Esto sugiere que
quizas los linfocitos CD4"CD45RA'CD62L" son realmente células virgenes, a pesar de la
indudable alteracién inducida por el VIH en la expresion de CD62L. Autran y col. han
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demostrado que antes del tratamiento antirretroviral los pacientes infectados por el VIH
presentan un elevado porcentaje de linfocitos que carece de CD62L entre los CD4
virgenes, y que el tratamiento antirretroviral "normaliza" esta situacion reduciendo el
porcentaje de esta poblacion de células virgenes alteradas, que es minoritaria en los sujetos
no infectados. El resultado de esta normalizacion es un aumento de las células CD4
virgenes de fenotipo CD45RA'CD62L", lo que puede ser erréneamente interpretado como
una produccion real de células CD4 virgenes por el timo, cuando en realidad pudiera ser
debido a una "normalizacion del fenotipo" de las células que carecian de CD62L. Todo ello
nos hizo decidirnos por el uso de los marcadores tradicionales CD45RA/CD45RO para la
definicién de linfocitos T CD4™ virgenes.
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2.2 Pérdida progresiva de linfocitos T4N y T8N en la progresion del VIH

Una vez establecido el fenotipo de las células virgen y memoria en linfocitos
criopreservados, se analizaron las alteraciones producidas por la infeccion por VIH en las
subpoblaciones virgen y memoria de los linfocitos T CD4 y CD8. Para ello se analiz6 la
relacion entre el recuento de CD4 totales, como indicador de la progresion de Ia
enfermedad, y las subpoblaciones linfocitarias en la semana cero, antes del inicio de la

terapia antirretroviral.

En el grupo de los nifios, se encontr6 que el nimero de linfocitos T CD4 virgenes
correlacionaba con el de CD4 totales, pero también con el recuento de linfocitos T CD8
virgenes. Del mismo modo, en el grupo de adultos también estaba presente la correlacion
basal entre CD4 totales, CD4 virgenes y CD8 virgenes. Esta correlacion entre el nimero de
linfocitos T CD4 totales y virgenes estaria de acuerdo con los datos publicados de un
analisis transversal de pacientes sin tratamiento, que demostré una pérdida preferencial de
linfocitos T CD4 virgenes, y también CD8 virgenes (definidos como CD45RA'CD62L"),
a pesar del aumento en el nimero total de CD8, en un grupo de nifios (Rabin y col.) y de
adultos (Roederer y col.). Del mismo modo, se ha descrito una reducciéon en el porcentaje
de linfocitos CD45RA™ en los linfocitos CD4 de un grupo de pacientes que tras iniciar un
ensayo de eficacia de monoterapia con zidovudina con mas de 500 CD4 progresaron a

menos de 200 linfocitos CD4 por microlitro durante el estudio.

Esta pérdida de linfocitos T virgenes resulta sorprendente al considerar que el VIH
requiere para la infeccion productiva de una célula que esta se encuentre activada, lo que
podria volver més susceptibles a las células CD4 memoria que a las virgenes. Mas extrafia
resulta la pérdida de CD8 virgenes, que carecen del receptor de entrada del VIH. La
explicacion de esta pérdida pudiera ser una reduccion en la produccion de células virgenes
por afectacion del timo, o por mecanismos que aceleren la destruccion de linfocitos

virgenes.

Respecto a la inhibicion de la produccion, se ha descrito que el VIH es capaz de infectar
el timo e impedir asi la produccién de nuevos linfocitos virgenes. Bonyhadi ha demostrado
en un modelo de raton SCID-hu que la inyeccion intratimica de aislados primarios de VIH
permite la replicacion activa del virus, por la deteccion del antigeno viral p24, y que ello va
asociado a una depleccién muy grave de la subpoblacion mayoritaria de timocitos, de
fenotipo CD4"CD8" (DP, del ingles double positive). Este modelo animal de inhibicién de

la funcion timica por efecto del VIH esta de acuerdo con los datos obtenidos del analisis de
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timos humanos provenientes de fetos abortados de madres seropositivas, y de biopsias de
timo en nifios infectados. Sin embargo, y aunque la inhibicién de la funcién timica pudiera
ser responsable de la progresiva pérdida de linfocitos virgenes, sobre todo en el grupo de
los nifios, la simple falta de produccion no puede por si sola explicar la pérdida progresiva,
pues los linfocitos periféricos pueden mantenerse a si mismos sin mas aportes del timo, tal
como demuestra los efectos menores que tienen la timectomia en humanos, incluso en
nifios de corta edad. Por ello, debe existir adicionalmente un mecanismo que consuma
activamente la reserva de linfocitos T virgenes. Asi, se cree que la presencia del VIH
induce una conversion acelerada de linfocitos virgenes en memoria, quizds como
consecuencia del estado de activacion cronica inducido por el VIH, de un modo parecido al

observado en otras alteraciones del sistema inmune, de naturaleza crénica o inflamatoria.

Las consecuencias que esta afectacion de la subpoblacion de linfocitos T virgenes puede
tener para la historia natural de la infeccion por el VIH son muy variadas. En primer lugar,
los linfocitos T virgenes son necesarios para el desarrollo de nuevas respuestas inmunes. Si
bien la mayoria de las enfermedades oportunistas son provocados por patégenos
universales a los que el individuo ha sido ya expuesto, y que por tanto la capacidad de
respuesta debe residir en linfocitos memoria, muchas otras respuestas inmunes son
primarias, y dependen del mantenimiento de una suficiente diversidad del repertorio
inmune para su desarrollo. El mismo VIH podria estar en este caso realizando una
estrategia de evasion del sistema inmune basada en el cambio de sus determinantes
antigénicos, para escapar de la potente respuesta CTL generada contra él (Pantaleo y col.,
1997).

90



Discusion

2.3 Cambios en las subpoblaciones virgen y memoria con antirretrovirales

El siguiente objetivo de este estudio fue analizar las caracteristicas de la repoblacioén de
linfocitos T en respuesta al tratamiento antirretroviral. En el caso de que esta repoblacion
incluyese una nueva diferenciacion intratimica de células T, este proceso deberia ser mas
evidente en los pacientes pediatricos, tal como ocurre en la recuperacion del tratamiento
con quimioterapia para el cancer (Mackall y col.). Por ello, se analizaron las cinéticas de
repoblacion de linfocitos T virgenes y memoria en un grupo de adultos y en otro de nifios,

en los que la funcion timica deberia estar mas conservada.

Una posible limitacion a tener en cuenta era la diversidad de los tratamientos
antirretrovirales de los nifios incluidos en este estudio. A diferencia de los adultos, que
uniformemente iniciaron un tratamiento HAART sin haber tenido experiencia previa con
antirretrovirales, algunos de los nifios o bien tenia experiencia previa con antirretrovirales,
o bien sus tratamientos no fueron HAART, sino terapia combinada de anélogos de
nucledsidos. Esto es debido a la menor disponibilidad de nifios, asi como a la mayor
dificultad de administracion de antirretrovirales a este tipo de pacientes, que impide a
veces la receta de regimenes HAART. Estos tratamientos menos potentes podria afectar al
efectivo control de la replicacion viral, y reducir asi sus posibilidades de repoblacion. De
hecho, el control de la carga viral fue mucho mas efectivo en los adultos, presentando los
nifios un mayor nimero de casos de carga viral detectable durante el tratamiento, asi como
una reduccion de la carga viral menor que los adultos. Sin embargo, la ganancia de CD4
fue mucho mayor en el grupo de los nifios. Esta recuperacion de linfocitos CD4 a pesar de
un control de la carga viral incompleto ha sido observado previamente, pues se ha
comunicado que un grupo de nifios con fracaso en el control de la carga viral lograron de
todos modos incrementos significativos de todas las subpoblaciones CD4 (Sleasman y col.,
Essajee y col.). Parece pues que el control efectivo de la carga viral no es absolutamente
necesario para que ocurra una repoblacion de linfocitos T, al menos entre los nifios. Sin
embargo, y a pesar de la recuperacion de linfocitos T, la replicacion activa del virus en
presencia de antirretrovirales puede acelerar la aparicion de mutaciones de resistencia a los
antirretrovirales usados, lo que puede favorecer su pérdida de efectividad, con el

consiguiente aumento de la carga viral y del riesgo de progresion a SIDA.

Teniendo en cuenta estas posibles limitaciones, el analisis de la repoblacion de
linfocitos T de nifios y adultos mostré que el mimero de células virgenes aumento

significativamente en ambos grupos, pero con caracteristicas diferentes. Asi, el grupo de
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nifios experimentd un gran incremento de células virgenes, tanto entre las CD4 como entre
las CD8, que ocurri6 homogéneamente para todos ellos en el primer punto analizado (T,
aproximadamente 12 semanas). En el caso de los adultos, también se produjo un aumento
significativo de los linfocitos virgenes CD4 y CD8, si bien el incremento neto fue menor, y
variable en el tiempo: la mitad de los pacientes presenté un aumento de células virgenes en
el primer punto analizado (definido como un incremento de al menos un 10% del valor
basal), mientras que el resto retraso la ganancia de linfocitos T virgenes hasta el punto T
(semana 24 del tratamiento HAART), o no aumenté en ningun punto analizado (cuatro
pacientes). Por otro lado, el recuento de células memoria de adultos y nifios tuvo un
incremento significativo en el primer punto analizado (T;), sin mis aumentos posteriores

enT,.

Estudios previos sobre reconstitucion de linfocitos T en sangre periférica de pacientes
adultos han demostrado que esta sigue una cinética bifasica, y que la repoblacion inicial se
debe fundamentalmente a la aparicién de células memoria. Los linfocitos T memoria
experimentaron un aumento rapido durante las primeras semanas, llegando posteriormente
a un equilibrio, lo que se interpreta como una redistribucion de linfocitos T memoria
atrapados en los ganglios, liberados tras el control de la replicacion viral (Bucy y col,
Connors y col.). A favor de este modelo estan los resultados de este estudio, asi como los
incrementos transitorios observados en otras subpoblaciones linfocitarias a priori no
infectadas por el virus, como los linfocitos B o los linfocitos T CD8 memoria, descritos

previamente.

Sin embargo, existe mayor discrepancia sobre el origen de los linfocitos virgenes. Tras
el tratamiento antirretroviral, la recuperacion de linfocitos T CD4 virgenes en adultos se ha
descrito que ocurre de un modo mas retrasado que las células memoria, y es de menor
cuantia (Autran y col.). Este aumento de células virgenes se ha explicado por una
produccion tardia de células por el timo. Sin embargo, los cambios de células virgenes
detectado por Autran y col. se evaluaron por los cambios en la expresiéon de CD62L en
linfocitos T CD4"CD4'RA" criopreservados, lo que a la luz de nuestros datos podria ser
debido adicionalmente a la re-expresion de CD62L por células virgenes previamente

presentes, y no solo por una nueva produccion de células por el timo.

Los datos de nuestro estudio estarian de acuerdo con la posibilidad de formacion de las
células virgenes en el timo durante la reconstitucion inmune de pacientes seropositivos. En

primer lugar, el grupo de los nifios mostr6 un incremento de células virgenes mas precoz y
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de mayor intensidad que los adultos, lo que podria ser debido a un timo mas conservado. El
papel activo del timo en la repoblacion de células virgenes en los nifios ha sido
previamente establecido por el analisis de la reconstitucion inmune tras la quimioterapia
asociada al cancer, y en el marco de la infeccion por VIH hay también algunas evidencias
en este sentido. Cohen-Stuart y col. han demostrado recuperacién de linfocitos T CD4
virgenes en los nifios, especialmente entre los de menos de tres afios. Sin embargo,
nosotros no hemos observado diferencias significativas en la recuperacion de linfocitos
entre los nifios de acuerdo a esta clasificacion por la edad, lo que pudiera ser debido al bajo
nimero de pacientes analizados, o quizas a que las alteraciones en la composicion de
linfocitos T virgenes y memoria de controles sanos no se inician hasta la adolescencia, por

ello no deberia haber efecto de la edad en nifios pre-adolescentes.

De un modo similar a lo que sucede en los nifios se puede asumir que la produccion de
células virgenes en los adultos es indicativa de algin grado de funci6én timica presente. A
favor de este mecanismo estarian los cambios sincronizados en las subpoblaciones de
linfocitos T CD4 y CD8 virgenes en los adultos. Debido a la naturaleza estocéstica de la
generacion de las especificidades reconocidas por los TCR en el proceso de diferenciacion
timica, no es posible prever si el TCR generado reconocera moléculas CD4 o CD8 como
correceptores, por lo que resulta imposible producir exclusivamente uno u otro tipo de
RTE. De este modo, la generacion de linfocitos T CD4 virgenes en respuesta a la grave
depleccion presente basalmente deberia ir acompafiada de una produccion similar de
linfocitos T CD8 virgenes, como asi ocurre. La posibilidad de una nueva diferenciacion
timica en el contexto de la inmunosupresion inducida por el VIH es muy prometedora,
pues a priori una recapitulacion de ontogenia del sistema inmune deberia ser mucho mas
eficaz en la reconstitucion inmune que la simple expansién periférica de linfocitos
maduros, que se ha demostrado tienen limitaciones en la funcionalidad y nimero final de

las células asi generadas.

Como conclusidn, los resultados de este estudio muestran que a pesar de la capacidad
de infeccién del timo por parte del VIH, tras el inicio del tratamiento antirretroviral existen
evidencias de que la repoblacion de linfocitos puede incluir la diferenciacion de nuevo de
precursores en el timo. Esto es especialmente evidente entre los nifios, que tuvieron
aumentos tempranos y potentes de las subpoblaciones T virgenes CD4 y CD8, incluso sin
un total control de la carga viral. Sin embargo, también parece ser posible un cierto grado

de funcionalidad timica entre los adultos, si bien parece que puede estar retrasada o no
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producirse en algunos pacientes. Esta posibilidad de un cierto grado de funcion timica en
los adultos deberia ser estudiada con marcadores mas especificos de funcién timica, que la

simple enumeracion de linfocitos virgenes.

3. EVIDENCIAS DE FUNCION TiMICA EN PACIENTES BAJO HAART

El estudio anterior sobre la funcion timica en adultos mostr6 una heterogeneidad en la
respuesta de las subpoblaciones de linfocitos T CD4 y CD8 virgenes en los pacientes
adultos. En algunos pacientes se detectaron aumentos de linfocitos T virgenes, lo que
sugeria algtin grado de funcion timica conservada, a pesar de estar infectados por el VIH y
de la progresiva involucién del timo con la édad descrita en los sujetos no infectados. El
siguiente estudio se disefi6 para analizar mediante marcadores adicionales a la simple
enumeraciéon de células con fenotipo de linfocito virgen la funcion timica presente
basalmente y su respuesta al tratamiento. Los nuevos marcadores utilizados fueron la
cuantificacion de circulos de excisién de reordenamiento de ADN (TRECs, del inglés T
cell rearrangement excision circles), y el volumen de la glandula timica, determinada por

tomografia axial computerizada.

3.1 Situacion basal

El primer aspecto analizado fue la correlacion que se daba entre los diferentes
marcadores de funciéon timica utilizados. En la semana cero, antes del tratamiento
antirretroviral, el volumen timico, la fracciéon de TRECs por millon de PBMC y la edad de
los sujetos correlacionaban significativamente entre si. El analisis multivariante En un
trabajo anterior, y utilizando una medida del tejido timico basada en un indice entre 0 y 5
asignado segun la cantidad observada por el radi6logo, se ha descrito que existe una
relacion estadisticamente significativa entre la edad de los sujetos y la cantidad de tejido
timico existente, tanto en sujetos infectados por el VIH como en controles no infectados
(McCune 1998). Esta relacion entre la masa timica y la edad estaria de acuerdo con la
progresiva involucion del timo asociada a la edad tradicionalmente descrita, pero resulta
sorprendente que se mantenga incluso entre los sujetos infectados por el VIH, en los que se
podria pensar que el tejido timico estaria involucionado como consecuencia de la
capacidad infectiva del VIH sobre el timo (Bonyhadi). Sin embargo, la presencia del VIH
no anulo la correlacion con la edad. Por el contrario, se describié que los pacientes de mas
edad tenian comparativamente un indice de tejido timico mayor que sus correspondientes

controles de igual edad no infectados. Esto ha sido interpretado como un posible efecto
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beneficioso de un indice de timo alto, que pudiera proteger a los individuos infectados

aumentando la supervivencia.

Antes del tratamiento antirretroviral se detecté también una correlacion entre los niveles
de TRECs y la edad de los individuos. Estudios anteriores sobre los cambios de la
proporcion de TRECs por millon de células PBMC o subpoblaciones purificadas de
linfocitos T han demostrado que en sujetos sanos existe una correlacion significativa con la
edad. Los individuos de mas edad tuvieron niveles de TRECs menores, pero todavia
detectables, lo que sugiere que a pesar de la involucion del timo este presenta alguna
funcionalidad incluso en los individuos de mas edad. Sin embargo, se demostré que la
infeccion por VIH reducia significativamente los niveles de TRECs en los sujetos
infectados, respecto a controles de la misma edad. Aunque inicialmente la reduccion en los
niveles de TRECs se interpreté como efecto de la inhibicién del VIH sobre la funcion
timica, el analisis de los efectos del VIH sobre la tasa de proliferacién de los linfocitos
sugirio que la pérdida de TRECs est4 mds relacionada con el aumento de la proliferacion
celular inducido por el VIH que con una simple pérdida de la funcidn timica. Hezemberg y
col. compararon los niveles de TRECs entre controles sanos, sujetos infectados por VIH, y
sujetos no infectados por VIH pero con una activacion cronica del sistema inmune, y
encontraron una reduccion comparable de TRECs en los sujetos no infectados, pero con
activacion cénica del SI, que en los pacientes infectados por VIH. Los modelos
matematicos presentados sugerian que una simple anulacién de la produccion del timo no
puede reducir tan drasticamente los niveles de TRECs, mientras que un aumento en la

proliferacion de las células si pueda.

En este trabajo se describe adicionalmente una correlacién entre volumen timico y los
TREC:s basales, y entre el nimero de TRECs y el nimero de linfocitos T virgenes.Este es
el primer estudio que analiza simultineamente la relacion entre el tejido timico y los
niveles de TRECs en pacientes sin tratamiento antirretroviral. Aunque el numero de
pacientes analizados fue pequefio, la relacion estadisticamente significativa entre ambas
variables sugiere que el volumen timico medido esta relacionado con la funcionalidad de
este. Cabe suponer que a pesar de los efectos de la infeccion VIH reduciendo el nimero de
TREC:sS, algunos pacientes podrian conservar algin grado de funcion timica, proporcional a
su tamafio medido, que produce TRECs en respuesta a la destruccidén de estos por el VIH.

Aunque casi con toda seguridad no existe

95



Discusion

lo que sugiere que dichas medidas son funcionales. Adicionalmente, se mostro una
correlacion significativa entre el nimero de linfocitos T virgenes que conservaba el
individuo y el nimero de células portadoras de TRECs en sangre periférica, no descrita
anteriormente. Esta correlacion fue directa, pero no lineal. El niimero de TRECs disminuia
més rapidamente que el de células T virgenes. Este menor nimero de TRECs en los
pacientes con menos linfocitos T virgenes ha sido descrita con otra aproximaciéon por
Hezemberg y col., al demostrar que la fraccion de TRECs contenida en poblaciones
purificadas de células CD4+CD45RA+ es menor en aquellos sujetos infectados por VIH
con un menor numero total de células virgenes por microlitro. La explicacién de esta
pérdida es posiblemente que la infeccion por VIH aumenta significativamente el grado de
proliferacién de los linfocitos T virgenes, que se dividen mas, y asi diluyen el nimero de
TRECs. Haazenberg y col. ha demostrado este aumento de la tasa de proliferacion en los
linfocitos virgenes de pacientes VIH. Probablemente esta proliferacion de linfocitos
virgenes se debe a un mantenimiento homeostitico de su niimero, en respuesta a su
progresiva disminucion, conservando pues su fenotipo de célula virgen, a diferencia de la
proliferacion en respuesta a una activacién inmune, que implica el cambio a un fenotipo de

célula memoria/efectora.
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3.2 Efecto del tratamiento antirretroviral

Tras el inicio de la terapia, el grupo de pacientes analizados mostré un aumento
significativo de todas las variables de funcion timica analizadas, tales como el niimero de
linfocitos T virgenes CD4 y CD8, el niimero de TRECs por microlitro en sangre periférica,
y el volumen timico estimado por TAC. Estos aumentos fueron significativos desde el
primer punto analizado, la semana 12 de tratamiento. Uno de los pacientes estaba infectado
por VIH-2. El tratamiento antirretroviral se disefio de acuerdo a este hecho, para que fuera
efectivo sobre VIH-2. Ambas infecciones estan muy relacionadas, y si bien la progresion a
SIDA es més lenta en los VIH-2, las alteraciones inmunes son similares, y el paciente
estudiado presentaba un estadio C. Los aumentos de TRECs observados estarian de
acuerdo con datos previamente publicados de incremento en la proporcion de TRECs tras
el inicio del HAART, pero sin las limitaciones derivadas del analisis en la fraccion de
células TREC+ de esos estudios, que pueden ser interpretadas alternativamente por efecto

de la reduccién de la dilucion de los TRECs por proliferacion celular (Hezenberg).

Resultados de otros autores y de este estudio muestran que el HAART induce una
desactivacion generalizada del sistema inmune, lo que puede provocar la eliminacion de
linfocitos T activados. Estos linfocitos se ha derivado por expansion periférica de células
virgenes, y en ese proceso han perdido los TRECs por dilucién. Asi, la eliminacion de
estas células puede provocar un aumento en el porcentaje de células TREC+ sin que haya
necesariamente una produccion real en el timo. Por el contrario, el aumento en €l nimero
absoluto de TRECs en sangre periférica indica una entrada neta de células con TRECs en
la sangre periférica. En este sentido, el analisis de los incrementos de c€lulas virgenes y
TRECs en la semana 12 mostré una correlacion significativa. Aunque no puede descartarse
que este aumento de TRECs en sangre periférica sea debido a una redistribucion de
linfocitos T virgenes TREC"® atrapados en los ganglios, los aumentos simultdneos de
volumen timico detectados estarian de acuerdo con un aumento de la funcion timica, que
ademé4s de aumentar el tamafio del timo, produciria la salida de emigrantes recientes del
timo (o RTE, del inglés Recent Thymic Emigrants). Adicionalmente, el mecanismo de
redistribucion de linfocitos T virgenes deberia ser independiente de la edad o de la
existencia o no de tejido timico antes del inicio del tratamiento, y sin embargo, los dos
pacientes de mas edad de la cohorte, y que carecian de silueta timica antes del tratamiento,

no aumentaron ni el nimero de linfocitos T virgenes ni los TRECs durante el seguimiento.
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Un analisis mas detallado de las respuestas de los pacientes mostré una tendencia a
aumentar los TRECs y el volumen timico mas evidente entre los que presentaban un menor
numero de TRECs basales. Asi, al dividir los pacientes en dos grupos iguales de acuerdo a
la mediana, el grupo que presentaba los valores basales de TRECs menores mostré un
incremento significativo de volumen timico y de TRECs a lo largo del seguimiento,
mientras que el grupo con un recuento basal de TRECs mas alto no varid
significativamente esos pardmetros. Resultados similares han sido comunicados por Zhang
y col., en un grupo mas reducido de pacientes, en lo que un menor nimero de TRECs se
relacioné con mayores aumentos tras la terapia. En este estudio se demuestra ademas un
aumento simultaneo del timo, lo que sugiere que los aumentos de timo son funcionales, al

ir acompafiados de mayores niveles de TRECs.
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Conclusiones

De los resultados expuestos anteriormente en este trabajo se deducen las siguientes

conclusiones:

El tratamiento HAART induce una rapida reduccion de la expresion de HLA-DR,
B2-microglobulina, TNF y sSTNF-RII en sujetos infectados por el VIH, lo que indica

una reduccién de la activacion cronica inmune asociada a dicha infeccion.

Antes del tratamiento, los pacientes con SIDA presentaron mayor carga viral y
mayores niveles de activacion inmune que el resto de pacientes. Sin embargo, el
tratamiento HAART logr6 una reduccion significativa de dichos niveles tanto en el

grupo de pacientes con SIDA como en el grupo menos inmunodeprimido.

El uso del marcador CD62L como complementario a la expresion de las isoformas
de CD45R para la definicién de los linfocitos T CD4 y CDS8 virgenes no es
adecuado cuando se analizan linfocitos conservados en nitrégeno liquido, por el

fendmeno de shedding que sufre dicho marcador.

Los linfocitos criopreservados de los pacientes infectados por el VIH mostraron un
patron de expresion normal de CD11a. La expresion bimodal de dicho marcador en
los linfocitos CD8'CD45RA" exige su determinacion para diferenciar entre
linfocitos T CD8 virgenes y activados. Por el contrario, su expresion homogénea
entre los CD4"CD45RA" hace mas apropiado el uso de las isoformas CD45RA y

CDA45RO para diferenciar entre linfocitos T CD4 virgenes y activados/memoria.

Las caracteristicas de la repoblacion de linfocitos T virgenes CD4" y CD8" del
grupo de nifios analizados fueron diferentes de las del grupo de pacientes adultos. A
pesar de que el control de la replicaciéon viral en los nifios fue menor que en los
adultos, los nifios presentaron un aumento neto de linfocitos T virgenes tras el
HAART mayor y homogéneamente temprano. Por el contrario, un 50% de los
adultos no habian aumentado todavia el nimero de linfocitos T virgenes en el

primer punto analizado.

En el grupo de adultos, los cambios en el nimero de linfocitos T virgenes CD4" y
CD8" en la semana 12 de tratamiento fueron coordinados, lo que sugiere un posible

origen comun para ambos, probablemente por diferenciacion intratimica.

Se ha puesto a punto en nuestro laboratorio la cuantificacion de TRECs en sangre

periférica mediante PCR cuantitativa en tiempo real.
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Conclusiones

Antes del tratamiento, el volumen radiolégico de timo estuvo correlacionado con los
niveles de TRECs en sangre periférica, lo que sugiere que en algunos pacientes el
timo podria estar contribuyendo a mantener el pool de linfocitos T virgenes a pesar
de la infeccion por el VIH. Alternativamente, la expansion periférica de linfocitos T
virgenes podria contribuir también a mantener su niimero, como sugiere la relacion
exponencial entre el mimero de linfocitos T virgenes y de TRECs que existia antes

del tratamiento.

El tratamiento HAART induce un aumento del niimero de linfocitos T con fenotipo
virgen y portadores de TRECs, asi como un aumento del volumen radiolégico del

timo, que fue significativo desde la semana 12 de tratamiento.

Los aumentos netos de la semana 12 de tratamiento de linfocitos T con fenotipo
virgen y de TRECs en sangre periférica estuvieron correlacionados
significativamente. Por otro lado, el grupo de pacientes que presentaba valores
basales de TRECs por debajo de la mediana (2.92 TRECs/pul) tuvieron aumentos
significativos de volumen timico, linfocitos T virgenes y recuento de TRECs en
sangre periférica, mientras que el grupo de pacientes con valores basales de TRECs
superiores a la mediana no tuvieron cambios significativos en dichos parametros de
funcién timica. Esto sugiere que un estado de carencia de TRECs asociado a la
replicacion del VIH puede inducir una reactivacion de la funcion timica, incluso en

pacientes de hasta 50 afios de edad.
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