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1.- MECANISMOS DE DEFENSA ANTIINFECCIOSA

Debido a que la superficie queratinizada de la piel y la superficie bafiada
de secreciones con propiedades antimicrobianas de las mucosas no son un
habitat ideal para la mayoria de los microorganismos, éstos deben atravesar
esta primera barrera defensiva para establecer una infeccion. Cualquier
microorganismo que atraviese esa barrera se encuentra con el siguiente nivel
defensivo, el sistema inmunolégico’>.

El sistema inmune es una organizaciéon de células y moléculas con
funciones especializadas en la defensa contra la infeccion. Las respuestas
defensivas del sistema inmune pueden producirse de una forma innata (natural
o inespecifica) o de una forma adquirida (adaptativa o especifica)™>. La
respuesta innata, aunque no es especifica de antigeno, tiene la ventaja de
comenzar inmediatamente después de que tenga lugar la agresién y puede
permitir la supervivencia del huésped hasta que las respuestas especificas se
desencadenen*. Las respuestas innatas usan células fagociticas (neutréfilos,
monocitos y macréfagos), células que liberan mediadores inflamatorios
(basdfilos, mastocitos y eosinéfilos) y células citoliticas naturales (natural
killer)'*. ElI complemento, proteinas de fase aguda y citocinas son los
componentes moleculares de estas respuestas de accién inmediata’. Las
respuestas inmunes adquiridas tardan dias o semanas en aparecer tras la
exposicion primaria a un antigeno, y tienen la caracteristica clave de la
memoria para el mismo, de tal forma que exposiciones subsiguientes a dicho
antigeno provocan una respuesta mas rapida y mas intensa®*. Las respuestas

adquiridas conllevan la proliferacién de linfocitos T y B especificos de antigeno,
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lo cual ocurre cuando los receptores de superficie de estas células se unen al
antigeno. Células especializadas, llamadas presentadoras de antigenos,
muestran el antigeno a los linfocitos y colaboran con ellos en la respuesta al
antigeno’.

Las respuestas adquiridas se subdividen en dos tipos: la inmunidad
humoral y la inmunidad celular®. La inmunidad humoral es la desarrollada por
los linfocitos B, los cuales, en respuesta al estimulo antigénico, producen
inmunoglobulinas, anticuerpos especificos de antigeno responsables de la
eliminacién de microorganismos extracelulares’. La inmunidad celular es la
desarrollada por los linfocitos T, los cuales desarrollan multiples funciones en

respuesta al antigeno, como a continuacién se describe®.

2.- INMUNIDAD CELULAR

Los linfocitos T maduros de la periferia son del fenotipo CD4+ o bien del
fenotipo CD8+ (en funcién de que posean en su superficie las moléculas de los
grupos de diferenciacién, cluster of differentiation o CD, de tipo CD4 o CDS,
respectivamente)®. Los linfocitos T CD4+ predominan sobre los CD8+ en una
relacion 1,5 - 2,5. Los linfocitos T CD4+, en respuesta al antigeno, realizan
funciones de cooperacion con otros mediadores de la inflamacién e inmunidad
(por ejemplo, activando a los macrofagos o ayudando a los linfocitos B a
fabricar anticuerpos) denominandose por ello linfocitos T inductores o
colaboradores (helper 6 Th)"°. Los linfocitos T CD8+ al unirse al antigeno se

activan y adquieren actividad citotoxica y lisan las células (denominadas diana)
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que expresan dicho antigeno en su membrana, y desempefian un papel
decisivo para eliminar las células infectadas por virus®’.

Los linfocitos T CD4+ no reconocen al antigeno original e intacto, como
ocurre con los anticuerpos, sino a un fragmento procesado del antigeno,
“presentado” sobre las moléculas del sistema mayor de histocompatibilidad
(MHC) de clase Il en la membrana de otras células (células presentadoras de
antigenos)®. Las células que expresan de forma constitutiva moléculas del
MHC de clase Il, y que son capaces de interiorizar (por fagocitosis o
endocitosis) el antigeno y de “procesarlo” (degradarlo) en sus vesiculas
endocitico-lisosémicas, y luego presentarlo en la membrana unido a las
moléculas del MHC de clase Il para que pueda ser reconocido por el receptor
antigénico especifico del linfocito T CD4+, son los monocitos-macréfagos,
células dendriticas y linfocitos B®. Una vez que el linfocito ha reconocido el
complejo molécula MHC-péptido antigénico, se produce una cascada de
reacciones bioquimicas en el interior celular que conducen a su activacion'®'2,

La funcién cooperadora de los linfocitos T CD4+ hace que estas células
tengan un papel central en la regulacién de todas las respuestas defensivas del
huésped, y ello en gran medida es un reflejo de su capacidad para, una vez
activados, secretar citocinas como interleucina 2 (IL-2), 3 (IL-3), 4 (IL-4), 5 (IL-
5), 6 (IL-6), 10 (IL-10), 13 (IL-13), factor estimulante de colonias granulociticas-
monociticas (GM-CSF), factor inhibidor de la migracion de los macréfagos
(MIF), interferon y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral § (TNF-B)">*.

Datos recientes indican que los linfocitos T CD4+, cuando se hallan

activados de forma crénica y persistente por el antigeno, tienden a
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diferenciarse en dos subtipos funcionales, denominados Th1 y Th2,
caracterizados por su capacidad para producir un diferente espectro de
citocinas en respuesta al estimulo antigénico. Cada uno de los subtipos tiene
un efecto supresor sobre el contrario y, especialmente, un aumento de la
actividad Th2 frenaria la actividad Th1. Los linfocitos Th2 producen
principalmente IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, y mediante ellas son muy
eficaces para ayudar a los linfocitos B a desarrollar una respuesta de
anticuerpos adecuada. Los linfocitos Th1 secretan sobre todo IL-2, IFN-y y
TNF-B, y mediante ellos serian mas efectivos para favorecer el desarrollo de
células T CD8+ citotoxicas y promover las reacciones de hipersensibilidad
retardada, de importancia decisiva para la erradicacion de los gérmenes

patégenos de crecimiento intracelular'"".

3.- REACCION O RESPUESTA DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA

En las reacciones de hipersensibilidad retardada, también denominadas
reacciones de hipersensibilidad de tipo IV segln la clasificacion de Gell y
Coombs, no intervienen los anticuerpos, a diferencia de o que ocurre con las
otras formas de reacciones de hipersensibilidad (tipos I, Il y lll de Gell y
Coombs)'®. Todas estas reacciones de hipersensibilidad tienen en comun el
hecho de estar iniciadas por una reaccion inmunolégica contra un antigeno y
ocurrir en un individuo sensibilizado (es decir, el resultado de una
reestimulacién antigénica en una persona que ya ha desarrollado una
respuesta inmune frente a dicho antigeno). El término “retardada” se ha

utilizado para distinguir la respuesta celular secundaria que aparece 48 horas
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después de la exposicion al antigeno, de la respuesta de hipersensibilidad
“inmediata” que se observa generalmente en las 12 horas siguientes a la
provocacion con el antigeno y que se inicia por la liberaciéon de mediadores de
los basofilos o por anticuerpos preformados®.

El ejemplo paradigmatico de esta reaccién lo constituye la reaccion
cutanea a la tuberculina. Si se inocula el antigeno en la piel de un individuo no
sensibilizado, no aparece reaccién alguna. Pero si se inocula al antigeno en un
individuo previamente sensibilizado, se observa la tipica reaccion a las 48
horas. Ello se debe a que, tras la estimulacién primaria, se produce la
amplificacion clonal de los linfocitos T CD4+ especificos. Este proceso ocurre
en la zona paracortical de los ganglios regionales mas préximos al lugar de la
puerta de entrada de la infeccién o sensibilizacion con el bacilo tuberculoso, e
implica que el antigeno sea procesado y presentado en asociaciéon con las
moléculas del MHC de clase Il por los macréfagos o por células dendriticas
para que pueda ser reconocido por los linfocitos T CD4+ especificos. Asi, éstos
se activan y pasan a producir IL-2 y a expresar receptores para la misma, lo
que permite su proliferacién mediada por la IL-2. El resultado es un incremento
del numero de linfocitos CD4+ especificos, los cuales, al retornar al estado de
reposo, volveran a recircular. Tras el estimulo secundario del mismo antigeno
con la prueba tuberculinica, éste es presentado por los macréfagos y las
células dendriticas de la piel, y los linfocitos T CD4+ especificos circulantes (de
tipo Th1) experimentan su activacion in situ, liberando interleucinas que, como
el [FN-y, causan la atraccion de macréfagos hacia el lugar de la reaccién y su

activacion. De esta forma se incrementan la actividad fagocitica y microbicida
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de los macréfagos y, por tanto, los fenédmenos inflamatorios, que se expresan
en forma de lesion cutanea®'""'®,

Por lo tanto, en esta respuesta se pueden destacar dos acontecimientos:
el inicial y fundamental depende de la activacién de los linfocitos Th1
especificos por el antigeno, mientras que la activacion de los macréfagos, los

cuales actian de forma inespecifica, es consecuencia de las citocinas

secretadas por dichos linfocitos Th1 activados.

4.- FORMAS DE PRESENTACION DE LAS REACCIONES DE
HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA

Dependiendo de la naturaleza fisicoquimica y la concentraciéon de
antigeno (soluble o particulado) implicado, de la puerta de entrada y de la
localizacion de la respuesta inmune provocada, y de las otras células
participantes (ademas de los linfocitos T), la hipersensibilidad retardada se
manifiesta habitualmente de seis maneras distintas'®:

l. Hipersensibilidad retardada como mecanismo de resistencia
general frente a infecciones. La inmunidad celular es el principal factor de
resistencia de un individuo frente a infecciones por agentes de crecimiento
intracelular como micobacterias, hongos, virus y protozoos. Esta resistencia
ocurre en cualquier localizacién anatémica atacada por el microorganismo
patégeno y el mecanismo de la lesion es similar al de las desencadenadas en
la piel"®%.

Il. Hipersensibilidad retardada frente a antigenos solubles. En

general, cuando con fines diagndsticos se efectiian pruebas cutaneas con
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antigenos solubles (purificados 0 no) obtenidos de diversos agentes infecciosos
(bacterias, virus, hongos y protozoos), se manifiestan reacciones de
hipersensibilidad retardada. Estas se denominan también, por razones
histéricas, conceptuales y clinicas, “hipersensibilidad tipo tuberculinico” y su
paradigma lo representa la prueba de Mantoux o reaccién de la tuberculina’®?'.

lll. Dermatitis de contacto. En las dermatitis por contacto, la reaccién
de hipersensibilidad retardada se induce por un compuesto quimico reactivo
(hapteno) que, tras acoplarse a proteinas epidérmicas, actia como un
inmunégeno efectivo. Cuando tiempo después, se realiza una prueba cutanea
con el hapteno (prueba del parche), se forma de nuevo el conjugado
inmunogénico y se desarrolla una hipersensibilidad retardada que es
discretamente distinta a la descrita en el caso de la tuberculina®?.

IV. Reacciones adversas a farmacos. Una respuesta similar a la
descrita en la dermatitis por contacto ocurre en ocasiones con farmacos
administrados por otras vias, desencadenandose lesiones de hipersensibilidad
en érganos como rifiones, pulmones e higado'. Por ejemplo, ciertos farmacos
pueden causar hepatitis alérgicas especificas y, en ocasiones, desarrollar una
hepatitis fulminante que puede conducir a la muerte. EI mecanismo por el que
exclusivamente el higado resulta afectado es desconocido, si bien en algun
caso se han involucrado proteinas hepaticas propias que ayudarian al farmaco

d?. Durante el tratamiento con

a actuar como un hapteno y adquirir antigenicida
sales de oro, un tercio de los pacientes con artritis reumatoide muestran

reacciones de hipersensibilidad retardada en la piel y las mucosas que
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aconsejan interrumpir la crisoterapia; en otros casos la forma de presentacion
es en forma de infiltrados pulmonares intersticiales®*.

V. Reacciones granulomatosas. Los granulomas son lesiones
resultantes de agregados de fagocitos mononucleares activados
(principalmente macroéfagos), muchos de los cuales han fagocitado el agente
responsable. Como secuela de esta reaccidén los fibroblastos producen
colageno que sirve para “emparedar” virtualmente el agente perjudicial. En
determinadas situaciones, esta forma de respuesta es beneficiosa para el
individuo. No todos los agentes que provocan granulomas lo hacen a través de
procesos inmunolégicos, aunque la gran mayoria (antigenos microbianos
inhalados, ciertos metales, agentes infecciosos intracelulares) los inducen
mediante mecanismos inmunolégicos especificos. La formacién de granulomas
es también un hecho constante en enfermedades sin agente etiolégico definido,
por ejemplo, la sarcoidosis. Por lo tanto, de acuerdo con el grado de
participaciéon en el desarrollo de la lesion de los linfocitos especificos de
antigeno, los granulomas pueden clasificarse en inmunes y no inmunes (o de
respuesta a cuerpo extrafio)'®2>%.

Vl. Rechazo de homoinjertos y reacciones de hipersensibilidad
retardada. El trasplante de células vivas de un individuo a otro de la misma
especie (homoinjerto) suele terminar en la destruccion y el rechazo del injerto

por un mecanismo de hipersensibilidad retardada'®?®.
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5.- PRUEBAS PARA EL ESTUDIO DE LA INMUNIDAD CELULAR

Aparte de la cuantificacion de los linfocitos T y de sus subpoblaciones, la
inmunidad celular se puede estudiar mediante pruebas in vivo e in vitro.

La funcion de los linfocitos T puede estudiarse in vitro por su capacidad
para proliferar en respuesta a antigenos frente a los que se ha sensibilizado al
paciente, frente a linfocitos de un donante no compatible, frente a anticuerpos
que establecen reacciones cruzadas con el complejo molécula de superficie
CD3-receptor de la célula T, o frente a mitdgenos de las células T como
fitohemaglutinina, concavalina A o el mitégeno de la fitolaca. La respuesta
suele cuantificarse midiendo la incorporacién de timidina radiactiva en el ADN
recién sintetizado. También es posible medir la produccién de citocinas por
parte de las células T activadas. Asimismo, puede estudiarse la capacidad de
dichas células para lisar las células diana en el cultivo linfocitario mixto. Por
altimo, existen andlisis para detectar los defectos de los receptores de la
superficie de las células T y de elementos especificos de la cascada de
activacion de la célula T

La funcién de los linfocitos T puede medirse directamente in vivo
mediante las pruebas cutaneas de hipersensibilidad retardada, utilizando
diversos antigenos frente a los que la mayor parte de la poblacién esté

sensibilizada'2021:30.31
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6.- PRUEBAS CUTANEAS PARA EL ESTUDIO DE LA HIPERSENSIBILIDAD
RETARDADA

Las pruebas cutaneas representan el medio mas eficaz, simple y
economico que puede utilizarse para valorar clinicamente la respuesta inmune
celular en un paciente™.

Segun la forma de administrar el antigeno o producto quimico hapténico,
las pruebas cutaneas utilizadas en la practica comprenden:

l. Pruebas intradérmicas administradas por técnica de Mantoux.
Estas utilizan la inyeccion intradérmica de un antigeno soluble, purificado o no
(por ejemplo tuberculina). La técnica consiste en la inyeccion intradérmica en la
cara ventral del antebrazo de una cantidad constante de liquido diluyente (0,1
mL) con la dosis correspondiente de antigeno. Si la técnica es correcta,
aparecera en el sitio de la inyeccién una papula que desaparece en pocos
minutos. La sensibilizacion del individuo se manifiesta por una reacciéon de
hipersensibilidad retardada, la cual produce una zona de induracién en el sitio
de la inyeccién que debe ser medida a las 48 horas®.

Il. Dispositivos de puncion mdltiple intradérmica. Estos dispositivos
provocan la inoculacién intradérmica de varios antigenos en una sola
aplicacion. La lectura de las respuestas positivas se hace de la misma forma
que los antigenos aplicados con la técnica de Mantoux. MULTITEST IMC®, un
dispositivo que inyecta siete antigenos simultdneamente en la dermis a través
de las puntas de un aplicador de plastico, es el dispositivo mas usado®*%.

lll. Prueba del parche. Consiste en la aplicacion directa sobre la piel de

un compuesto quimico. Esta se usa con la finalidad de establecer la etiologia
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de una dermatitis por contacto, asi como para, en situaciones seleccionadas,
evaluar la hipersensibilidad retardada en un paciente anérgico a los antigenos
comunes tras ser sensibilizados con agentes por contacto como el
dinitroclorobenceno®.

Las pruebas cutaneas intradérmicas son especialmente utiles en las
siguientes circunstancias: para valorar una respuesta de hipersensibilidad
retardada disminuida o ausente (anergia) en pacientes concretos; para evaluar
los resultados de los procedimientos terapéuticos; para monitorizar el curso de
una enfermedad; y en ocasiones, para establecer (o complementar) una
decisién diagnéstica. Todo ello conlleva que, en determinadas circunstancias,
la evaluacién in vivo de la inmunidad celular sea util para establecer criterios

diagndsticos, prondsticos o de tratamiento de una enfermedad 932373

7.- PRUEBA DE LA TUBERCULINA

La prueba cutanea para el estudio de las respuestas cutaneas de
hipersensibilidad retardada mas universal es la de la tuberculina o derivado
proteico purificado tuberculinico (PPD). La tuberculina es una mezcla compleja
de proteinas, polisacaridos y lipidos que provienen de sobrenadantes de
cultivos de bacilos de Mycobacterium tuberculosis, tratados mediante
calentamiento y precipitacion con acido tricloroacético®.

En 1891, Robert Koch descubrié componentes de M. fuberculosis en un
medio de cultivo liquido concentrado. Posteriormente denominado “tuberculina
antigua”, este material se supuso inicialmente util para el tratamiento de la

tuberculosis (aunque esta idea fue refutada posteriormente). Pronto quedé



INTRODUCCION 13

aclarado que la tuberculina antigua era capaz de producir una reaccion cutanea
cuando se inyectaba por via subcutanea a pacientes con tuberculosis. En 1932,
Seibert y Munday purificaron este producto mediante precipitacién con sulfato
de amonio. El resultado fue una fraccién proteica activa denominado derivado
proteico purificado o PPD. Sin embargo, la complejidad y la diversidad de los
constituyentes del PPD hicieron muy dificil su estandarizacién. Mas adelante, el
PPD-S desarrollado por Seibert y Glenn en 1941 fue elegido como el estandar
internacional. Finaimente la Organizacién Mundial de la Salud y la UNICEF
apoyaron la produccién a gran escala de un lote original de PPD denominado
RT23 y lo pusieron a disposicién de la poblacién. En Espafia se recomienda el
empleo de la tuberculina PPD RT23 con Tween 80, a dosis de 2 UT por 0,1 mL,
que es el bioequivalente a la dosis recomendada (5 UT) de la tuberculina
patrén internacional o PPD-S%%42,

La prueba de la tuberculina es el método mas eficaz para identificar la
infecciébn por M. tuberculosis en personas que no tienen la enfermedad
tuberculosa. Aunque su especificidad y su sensibilidad no son del 100%,
ningin método diagnostico alternativo supera su eficacia®®. Reacciones
falsamente positivas pueden ocurrir en personas que han sido infectadas con
micobacterias no tuberculosas o que han sido vacunadas con el Bacilo de
Calmette-Guérin (BCG), una cepa de Mycobacterium bovis viva atenuada®*,
Falsos negativos ocurren en pacientes inmunodeprimidos y en pacientes con
tuberculosis diseminada®.

Basandose en la sensibilidad y especificidad de la PPD y la prevalencia

de tuberculosis en diferentes grupos de pacientes, los Centers for Disease
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Control and Prevention (CDC) y la American Thoracic Sociefy han revisado
recientemente los criterios para definir una reaccién a la PPD como positiva vy,
por tanto, indicativos de la necesidad de profilaxis antituberculosa®. Para
personas con mas riesgo de desarrollar tuberculosis activa si estan infectados
por M. tuberculosis (pacientes con infecciéon por el VIH, pacientes recibiendo
terapia inmunosupresora, pacientes en contacto reciente con tuberculosos
activos o pacientes con hallazgos radiolégicos compatibles con tuberculosis
antigua), una induracién >5 mm es considerada positiva. Para pacientes de
riesgo intermedio se considera positiva una induraciéon >10 mm (inmigrantes de
paises con alta prevalencia de tuberculosis, usuarios de drogas inyectadas,
residentes y empleados de instituciones que pueden congregar a personas de
riesgo, personal de laboratorio de micobacteriologia, y pacientes con silicosis,
diabetes, insuficiencia renal crénica, leucemias y linfomas, carcinoma de
cabeza o cuello y pulmén, pérdida de peso mayor del 10% sobre el peso ideal,
gastrectomizados y nifios expuestos a personas de alto riesgo). Para personas
de bajo riesgo, para las cuales el test tuberculinico no estd generalmente
indicado, una induracién >15 mm es considerada positiva, y la indicacién de
profilaxis debe individualizarse en funcion del beneficio probable y los riesgos
de toxicidad farmacoldgica.

La prueba de la tuberculina a veces presenta el inconveniente del
denominado efecto empuje (booster effect), el cual consiste en que, personas
sensibilizadas para tuberculina (bien por una infecciébn antigua por M.
tuberculosis o por una micobacteria ambiental, bien por una antigua vacunacién

con BCG), con el transcurso del tiempo pueden tener disminuida la capacidad
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de respuesta a la misma (efecto debilitador, waning effect) y dar un resultado
negativo con PPD. Una nueva prueba, repetida después de 7 dias de la
primera, puede detectar la capacidad de repuesta, la cual fue estimulada por la
prueba anterior, y dar un resultado positivo (booster)*®®. Este fenémeno se ha
observado en todas las edades, aunque es mas frecuente a medida que
aumenta la edad de los individuos. Es motivo de importantes distorsiones en el
calculo de la incidencia de la infeccién, ya que puede interpretar como
conversores de la reaccion tuberculinica a individuos que no han estado
infectados por M. tuberculosis. En la actualidad no hay ningin método fiable
que distinga entre las reacciones tuberculinicas causadas por vacunacién con
BCG de aquellas causadas por infeccion por M. fuberculosis, aunque
reacciones >20 mm de induracién no es probable que estan causadas por

BCG™,

8.- OTROS ANTIGENOS UTILIZADOS EN LAS PRUEBAS INTRADERMICAS
PARA EL ESTUDIO DE LA HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA

Todo antigeno empleado para evaluar las respuestas cutaneas de
hipersensibilidad retardada deberia cumplir, idealmente, los siguientes
requisitos*:

|. El antigeno debe ser una sustancia biolégica estable de potencia
estandarizada. En la actualidad, se sabe con certeza que las soluciones
diluidas de antigenos para las pruebas cutaneas pierden potencia, de forma
significativa y tras algunas horas, por adsorcién en las superficies de los viales

de vidrio. Para la PPD, ello ha inducido a emplear exclusivamente preparados
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estabilizados que contienen el agente de accion de superficie Tween 80,
Ademas de esta estabilizacion, es necesaria una estandarizacion en el proceso
de fabricaciéon que evite variaciones en la potencia para producir reacciones
cutaneas de hipersensibilidad retardada®. Aparte de la PPD, los antigenos
estandarizados que estan disponibles para ser aplicados por técnica de
Mantoux son el preparado antigeno de virus de la parotiditis, la coccidioidina y
la histoplasmina. Una estabilizacion y estandarizacion tales no se ha llevado a
cabo con otros antigenos, lo cual puede provocar variaciones de la potencia de
los preparados incluso entre los distintos lotes facilitados por un mismo
proveedor.

Il. El antigeno debe inducir un area de induracién circunscrita bien
definida en las respuestas positivas, a poder ser cuantificable con distintas
dosis de la sustancia estudiada. También en este caso tales pormenores se
han estudiado con la PPD, habiéndose definido claramente los criterios para
considerar una induracién como positiva, como ya hemos detallado®. Para
otros antigenos aplicados por técnica de Mantoux (Candida albicans, toxoide
tetanico, antigeno del virus de la parotiditis) un diametro de induracién >5 mm
suele considerarse como indicativo de una reaccién positiva®“**°. Para los
antigenos aplicados por MULTITEST, una induracion >2 mm se considera
indicativa de positividad33353¢.

lll. El antigeno no debe inducir hipersensibilidad inmediata ni respuesta
inmune humoral alguna que interfiera en la reacciéon de hipersensibilidad
retardada o que dé lugar a confusiones. El PPD parece satisfacer este

requisito, en tanto que las reacciones de las pruebas cutaneas frente a ciertos
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preparados de estreptococos quizas reflejen tanto las respuestas humorales
como las de hipersensibilidad retardada®.

IV. Por el contrario, la prueba cutanea de hipersensibilidad retardada no
debe modificar las pruebas de inmunidad humoral frente al mismo antigeno. La
prueba cutdnea de hipersensibilidad retardada puede ocasionar efectos
variables sobre los niveles de anticuerpos contra el antigeno en estudio,
dependiendo de la prueba y del antigeno evaluado. Por ejemplo, las pruebas
cutaneas con ciertos antigenos micoticos, como la histoplasmina, pueden
ocasionar aumento de los titulos de anticuerpos contra Histoplasma®".

V. Debe existir cierto grado reproducible de reactividad en las pruebas
repetidas. Si bien la practica repetida de la reaccién de Mantoux no induce
sensibilidad, a veces presenta el inconveniente del efecto booster ya
comentado®. La frecuencia de este efecto de recuerdo ha sido diferente en
distintos estudios y con distintos antigenos®’. También hay que tener la
prudencia de no repetir la prueba en la misma zona o en otra préxima, para
evitar las respuestas alteradas (tanto en grado como en el momento de
aparicion) en pruebas ulteriores®®>. Ademas, los datos disponibles sugieren que
una respuesta mas débil a un antigeno se puede suprimir (hasta el punto de
parecer negativa) en presencia de una respuesta mucho mas fuerte frente a un
antigeno inyectado en una zona préxima.

VI. Finalmente, el antigeno debe estar incluido en los programas de
vacunacion rutinarios o bien proceder de microorganismos a los que ha estado

expuesto la mayor parte de la poblacién®. Es de destacar que tres de los
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cuatro antigenos estandarizados (PPD, coccidioidina e histoplasmina) no
cumplen con esta premisa en numerosas areas geograficas.

A pesar de estas consideraciones, es enorme la variabilidad de
antigenos individuales y combinaciones de los mismos que han sido
empleados para valorar la competencia del paciente para presentar reacciones
de hipersensibilidad retardada®. Ultimamente, los mas utilizados por técnica
de Mantoux son, aparte de la PPD, C. albicans, toxoide tetanico y antigeno del
virus de la parotiditis®349505355%8  Trichophyton, histoplasmina 'y
coccidioidina, de amplia utilizacién en el pasado®, cada vez se utilizan menos
debido a la baja rentabilidad del primero y a la no ubicuidad de los dos
ultimos*. Otros muchos antigenos han sido empleados, destacando por su
frecuencia estreptocinasa-estreptodornasa (SK-SD) y toxoide diftérico®4¢:>°,

El nimero de antigenos empleados y el grado de sensibilizacién previa
de la poblacién a dichos antigenos influye en el porcentaje de respuestas
positivas a un panel antigénico*®**. Casi el 95% de los adultos normales
muestran al menos una reaccion positiva frente a alguno de los antigenos
incluidos en un panel en el que se incluyan PPD, C. albicans, antigeno del virus
de la parotiditis y SK-SD*. Como la SK-SD no es facil de conseguir, en los
ultimos afios se ha sustituido por toxoide tetanico acuoso, con rentabilidad igual
o mayor*®%%% Este porcentaje de respuestas positivas superior al 90% es
comprensiblemente menor en los nifios normales, debido a la menor
oportunidad de exposicién previa a los antigenos empleados®.

Los antigenos inoculados con MULTITEST son tétanos, difteria,

Streptococcus (grupo C), tuberculina, Candida, Trichophytony Proteus mirabilis®'.
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En la poblacién sana, las respuestas obtenidas con MULTITEST son
comparables a las obtenidas con un panel de antigenos aplicados por técnica

de Mantoux®.

9.- ANERGIA Y ESTADOS CLINICOS QUE AFECTAN A LAS RESPUESTAS
DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA

El término anergia se empleé en principio para describir la pérdida
transitoria de la sensibilidad tuberculinica observada en pacientes con
sarampion, pero posteriormente se fue ampliando para designar la incapacidad
de expresar reactividad en las pruebas cutaneas de hipersensibilidad retardada
frente a antigenos habituales (denominados antigenos de recuerdo)®. Mas
recientemente, este término también se ha empleado para designar la falta de
respuesta de los linfocitos T a determinados estimulos en las pruebas in vitro®.
Podemos definir, por tanto, la anergia como aquel estado del organismo donde
las células T han perdido su capacidad para reaccionar especificamente a un
antigeno al cual estaban previamente sensibilizadas®.

Diversas situaciones clinicas pueden alterar la respuesta inmune celular
e impedir la elaboracién de una adecuada respuesta de hipersensibilidad y
provocar la aparicibn de anergia. Estas situaciones se enumeran a

continuacion.

9.1.- EFECTOS DE LA EDAD, EL. EMBARAZO Y LA NUTRICION.
9.1.1.- Efectos de la edad. El proceso del envejecimiento va

acompanado de alteraciones de la inmunidad celular®. El grado de tales
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alteraciones se ha evaluado a través de diversos estudios in vitro e in vivo, en
ocasiones con resultados contradictorios. Asi, en estudios en personas
mayores de 70 afios, hay distintas publicaciones que describen respuestas
cutaneas de hipersensibilidad retardada reducidas®, mientras que otras, en
cambio, describen repuestas normales®. Es probable que estas discrepancias
sean reflejo de la heterogeneidad de las poblaciones estudiadas, de la
utilizacion de distintas técnicas de estratificacion por edades y de diferencias en
los antigenos empleados. Asimismo, tales poblaciones de edad avanzada,
seleccionadas ya por la supervivencia, suelen compararse en un punto de la
escala temporal con individuos mas joévenes. Tendria mas sentido valorar
secuencialmente a los mismos individuos durante afios para detectar cambios
significativos en las mismas personas®. Aun asi, existe la creencia
generalizada de que ciertas funciones de las células T se alteran con la edad,
lo cual se puede poner de manifiesto por distintas anormalidades en las
pruebas in vitro. Es probable que estas anormalidades reflejen en parte una
depresion de la produccién y tal vez de la utilizacion de IL-2, mediada tal vez
por una reduccibn en el numero de precursores de las células T
cooperadoras®. Por el momento, no esta clara la relacion entre la aberracion
funcional de las células T y el aumento en la incidencia de infecciones,
neoplasias malignas o mayor produccién de autoanticuerpos observados en los
ancianos®.

9.1.2.- Efectos del embarazo. Se han comunicado alteraciones en el
numero y la funcién de las células T durante el embarazo (también en este

caso los resultados son algo contradictorios), que pueden explicar la depresién
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transitoria de las respuestas de hipersensibilidad retardada frente a las pruebas
cutaneas, si bien ello no se ha estudiado de forma exhaustiva®’'. Se ha
comunicado que varios factores séricos pueden deprimir la funcion de las
células T durante el embarazo al estar aumentados, como el cortisol, los
lactégenos placentarios, la gonadotrofina coriénica humana, la progesterona,
los estrégenos, la a-fetoproteina y la a-macroglobulina. Dichos hallazgos han
sido citados como posibles explicaciones de la incapacidad de la madre para
rechazar el feto, su aloinjerto natural, y podrian favorecer el aumento en la
susceptibilidad a algunas infecciones como las debidas al virus varicela-zoster,
Coccidioides immitis y Mycobacterium leprae™.

9.1.3.- Efectos del estado nutricional. El estado nutricional tiene un
profundo efecto sobre la funcion inmune”"°. La desnutricion crénica calérico-
proteica ejerce un efecto supresor sobre las funciones de los linfocitos T (que
se manifiesta en una alteracion en las respuestas cutaneas de hipersensibilidad
retardada, en las respuestas proliferativas de linfocitos frente a mitégenos y
antigenos, y en las respuestas de anticuerpos dependientes de las células T), y
en menor grado, sobre la funcién del macréfago. Estos déficits pueden explicar,
al menos en parte, la mayor propensién de los pacientes malnutridos a la
infeccion. El retorno a la normalidad después de la terapia nutricional sugiere
una relacion causa-efecto. El trastorno de la inmunidad celular no se limita a la
malnutricién proteico-calérica. Los déficit de diversas vitaminas, como el acido
folico, la piridoxina, la tiamina y la vitamina A, se asocian con frecuencia al
deterioro funcional de las células T. Asimismo, la insuficiencia inmune

observada en los pacientes con déficit de cinc, hierro, cobre y selenio sugiere



INTRODUCCION 22

un importante papel de los metales y los oligoelementos en la homeostasis de

la inmunidad celular™.

9.2- DEPRESION TRANSITORIA DE LAS RESPUESTAS DE
HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA EN LA ENFERMEDAD AGUDA.

9.2.1.- Enfermedades virales agudas. Es clasica la observacion de que
la inmunidad celular puede estar deprimida un tiempo variable, durante y
después de determinadas infecciones viricas, como el sarampioén, la rubéola, la
varicela, la parotiditis, el herpes simple y la mononucleosis infecciosa®. La
reactividad de las pruebas cutaneas de hipersensibilidad retardada esta
deprimida durante semanas o0 meses después del sarampién natural o inducido
por la vacuna. En la primera semana después de la infeccion natural existe
linfopenia asociada a depresién de las respuestas proliferativas in vitro frente a
la fitohemaglutinina. Las pruebas disponibles sugieren que un efecto directo del
virus sobre los linfocitos es responsable, al menos en parte, de estos
fenémenos””.

Durante las dos primeras semanas de la mononucleosis infecciosa
también se ha observado reduccién de la reactividad con las pruebas cutaneas
y en las pruebas in vitro, asi como una alteracién transitoria de los niveles
sanguineos de los linfocitos T y B. Durante la fase aguda de la enfermedad se
observa aumento del nimero de células T citotéxico-supresoras, pero se ignora
su relacion con estos hallazgos. Estas células son responsables de la

linfocitosis y de la aparicién de linfocitos atipicos tan caracteristicos de la
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mononucleosis infecciosa, y el aumento celular explica también la notable
infiltracion de las areas paracorticales de los ganglios linfaticos y el bazo™"®.
9.2.2.- Otras enfermedades agudas. La leucocitosis, la fiebre y la
anemia deprimen las repuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada®. En
diversos estudios se han comunicado también la reduccién de la reactividad a
las pruebas cutaneas de hipersensibilidad retardada en pacientes con muy
diversas patologias agudas, incluidos traumatismos cerrados graves®', infarto
de miocardio o embolia pulmonar®. Es dificil distinguir los efectos de factores

como la fiebre, la integridad vascular y los efectos farmacolégicos en tales

descripciones.

9.3.- DEPRESION PROLONGADA DE LAS RESPUESTAS DE
HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA EN LA ENFERMEDAD CRONICA.

La supresion prolongada de la inmunidad celular va asociada en general
a enfermedades extensas, a menudo con linfopenia, y a menudo con peor
pronédstico que la depresion transitoria de la inmunidad celular®.

9.3.1.- Enfermedad de Hodgkin y otras neoplasias hematolégicas.
Es probable que donde mas se haya estudiado la anergia secundaria a
afecciones sistémicas sea en la enfermedad de Hodgkin?®*®, En una revisién
de tales estudios se insiste en el caracter relativo, no absoluto, de la depresién
de las respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada en la enfermedad de
Hodgkin. En un esthdio, el 66% de los pacientes presentaron reaccién cutanea
frente al menos 1 de 6 antigenos de recuerdo, mientras que sélo un 23%

respondieron a 2 6 mas. Se observaron respuestas en un 100% y un 66% de
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personas normales, respectivamente83. En algunos estudios se ha observado
depresion de la reactividad en las pruebas cutdneas de hipersensibilidad
retardada, sobre todo, en los pacientes con enfermedad mas avanzada
(estadio V), linfopenia, y con sintomas B, mientras que en otros estudios no se
han encontrado tales correlaciones. Es probable que la anergia, como la
linfopenia, sea significativamente mas frecuente en presencia del patréon de
deplecion linfocitaria (histiocitico) en los ganglios linfaticos. La linfopenia se
observa en el 30% de los pacientes, en general en los que presentan
enfermedad mas avanzada. El analisis fenotipico con anticuerpos
monoclonales ha demostrado reduccién del porcentaje de las células T que
expresan el fenotipo cooperador-inductor CD4+. La disminucién del nimero de
células con el fenotipo citotéxico-supresor CD8+ sélo se observé en pacientes
con linfopenia y enfermedad avanzada. En definitiva, la inmunidad celular esta
afectada con frecuencia en la enfermedad de Hodgkin, pero el patron exacto de
esta afeccion depende de los estadios de la enfermedad y de los efectos del
tratamiento. El deterioro de las respuestas de hipersensibilidad retardada, ya
sea inducido por la enfermedad o yatrogénico, predispone a los pacientes a las
infecciones micobacterianas, micoéticas, viricas y protozoarias, responsables de
la mayoria de las muertes?8>8%,

Una alteracion de las respuestas de hipersensibilidad retardada similar a
la descrita en la enfermedad de Hodgkin se encuentra en otras neoplasias
hematolégicas, como los linfomas no-Hodgkin y la leucemia linfoide crénica™.

9.3.2.- Infeccion crénica. Las inmunodepresién provocada por la

alteracion de las respuestas de hipersensibilidad retardada en diversos
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procesos favorece la apariciéon de infecciones por patégenos intracelulares®. A
su vez, ciertas infecciones crénicas son capaces de deteriorar por si mismas
dichas repuestas de hipersensibilidad retardada. En algunos casos, el déficit de
la respuesta de hipersensibilidad retardada es selectivo para los antigenos del
microorganismo causal; en otros, se convierte en una anergia global y se
acompafia de un empeoramiento de la enfermedad. Por ejemplo, a menudo se
observa anergia cutanea en pacientes con tuberculosis extensa®®®. En otros
casos, las repuestas deficitarias frente a la tuberculina se producen en
presencia de reactividad normal a otros antigenos.

Los pacientes con lepra lepromatosa tienen reaccién negativa a la
lepromina, que a menudo progresa a anergia global, y ausencia de respuestas
linfocitarias in vitro que persisten incluso tras la quimioterapia prolongada. El
aumento de la produccién de interferon o un aumento de la sensibilidad a los
efectos inhibidores del interferén podrian explicar la alteracién de la inmunidad
celular observada en esta enfermedad®.

La candidiasis mucocutanea crénica es una enfermedad de nifios y
adultos que afecta a la piel, las ufias y las mucosas, asociada a veces a
trastornos endocrinolégicos. El patron de sensibilidad de las respuestas de
hipersensibilidad retardada en la candidiasis mucocutanea crénica es variable.
En un extremo del espectro estan los pacientes con anergia global. En otros
pacientes las pruebas cutaneas y la reactividad linfocitaria in vitro aparecen
reducidas sélo en respuesta a C. albicans. En el otro extremo del espectro se

hallan los pacientes sin anomalias detectables®.
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Un pequefio porcentaje de los pacientes con coccidioidomicosis
presentan una forma diseminada grave de la enfermedad y falta de reactividad
a la coccidioidina (tanto in vivo como in vitro) en presencia de reactividad de las
pruebas cutaneas a otros antigenos. Se ha comunicado un cuadro similar en la
histoplasmosis extensa o diseminada?.

La intensa afectacién de las respuestas de hipersensibilidad retardada
provocada por la infeccién por el VIH se describe ampliamente mas adelante®®.

9.3.3.- Sarcoidosis. Este trastorno va asociado al deterioro de las
respuestas de hipersensibilidad retardada in vivo e in vitro, independientemente
de que la inmunidad humoral sea normal o esté aumentada®™. En la mayoria de
pacientes con sarcoidosis se ha observado depresion de la reactividad a la
tuberculina y a otros antigenos de recuerdo, que puede persistir a veces
bastante tiempo después de la remision. Hasta un 70% de los pacientes con
sarcoidosis son anérgicos?®. Las respuestas proliferativas in vitro frente a
mitdgenos y antigenos suelen estar deprimidas durante la enfermedad activa
en la mayoria de los pacientes con anergia cutanea, mientras que son de
intensidad media en las fases de remision clinica. Los niveles sanguineos de
células T son bajos en los pacientes con enfermedad aguda o cronica, pero
normales en las fases de remisién®'. En comparacion con las subpoblaciones
de células T sanguineas y las obtenidas por lavado broncoalveolar en
individuos sanos, en las muestras de lavado broncoalveolar de los pacientes
con sarcoidosis existe un aumento de las células T con fenotipo inductor-

cooperador CD4+%.
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Es de interés el hecho de que hasta el 70% de pacientes con
sarcoidosis, a pesar de la presencia de anergia, pueden responder a un
extracto antigénico obtenido del bazo de un paciente con sarcoidosis: el
antigeno de Kveim. La inoculacién intradérmica es seguida por una respuesta
inmune en la piel. La respuesta, la cual necesita semanas para desarroliarse
completamente, es una respuesta granulomatosa que no corresponde a una
reaccion clasica de hipersensibilidad retardada. La paradoja por la presencia de
depresion de la inmunidad celular y la respuesta inmune de la prueba de Kveim
es tipica de la sarcoidosis®.

9.3.4.- Enfermedad de Crohn. Muchos pacientes con enfermedad de
Crohn exhiben una disminucién generalizada en la reactividad de la inmunidad
celular similar a la observada en la sarcoidosis. Las anormalidades descritas
comprenden alteraciones en las pruebas in vivo e in vitro, asi como una
disminucién en el nimero de células T circulantes. Anergia a un panel de
antigenos de recuerdo se encuentra en el 30-70% de los pacientes. Es de
interés destacar que hasta un 50% de los pacientes reaccionan al antigeno de
Kveim?%%,

9.3.5.- Neoplasias soélidas. En pacientes afectos de tumores sélidos se
han observado depresion global de las respuestas de hipersensibilidad
retardada. De hecho, algunos investigadores observan que la depresién de la
reactividad frente a las pruebas cutaneas de hipersensibilidad retardada en el
momento del diagnéstico del tumor es un marcador pronéstico de la

probabilidad de recidiva y/o de metastasis. No se han aclarado por completo

los mecanismos que inducen la depresion de estas respuestas, aunque varios
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estudios han comunicado depresién de la reactividad linfocitaria in vitro frente a
mitégenos y antigenos de recuerdo en pacientes con cancer y en animales de
experimentacion portadoreé de tumores?%,

9.3.6.- Trastornos reumaticos. Los pacientes con trastornos reumaticos
autoinmunes presentan deficiencias variables en su inmunidad celular. Se ha
descrito que la produccion de IFN-y por las células de pacientes con lupus
eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoide y enfermedades del tejido
conectivo esta disminuida®. Antes, ya se habia descrito en el LES una
moderada depresion de la reactividad a los antigenos de recuerdo en las
pruebas cutaneas®’.

9.3.7.- Otras enfermedades cronicas. En ciertas inmunodeficiencias
congénitas existe una importante depresibn de las respuestas de
hipersensibilidad retardada (ataxia-telangiectasia, sindrome de Wiskott-Aldrich,
sindrome de Di George)'®.

En la hepatitis crénica activa de cualquier etiologia, se puede observar
reduccion de las respuestas linfocitarias in vitro, disminucién de la reactividad
de las pruebas cutaneas y alteraciones en las subpoblaciones de las células
T

La expresion deteriorada de las respuestas de hipersensibilidad
retardada en la insuficiencia renal crénica se manifiesta clinicamente por la
prolongacion en la supervivencia de los injertos y aumento de la propension a
las infecciones por gérmenes intracelulares. La patogenia de estas
anormalidades es compleja, ya que implica alteraciones cualitativas vy

cuantitativas de las subpoblaciones linfocitarias, de los macréfagos y de los
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granulocitos, impuestas tanto por el estado urémico como por el tratamiento

con hemodialisis®'%.

9.4.- DEPRESION FARMACOLOGICA DE LAS RESPUESTAS DE
HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA.

La depresion de las respuestas de hipersensibilidad retardada de origen
farmacolégico se observa principalmente con los siguientes farmacos:

9.4.1.- Corticoides. Es bien conocido el efecto supresor de la reaccién
de hipersensibilidad retardada que producen los corticoides al cabo de unos
dias o semanas de tratamiento. Esta cualidad, junto a su accién
antiinflamatoria, ha hecho que los corticoides se empleen en situaciones en las
que las respuestas inflamatorias asociadas a la reaccion de hipersensibilidad
retardada a la infeccién son exageradas (por ejemplo, en la uveitis y meningitis
tuberculosas), en el control del rechazo de frasplantes, y en numerosas
enfermedades autoinmunes'®'%, Los corticoides inhiben la produccién de la
mayoria de las citocinas por linfocitos y fagocitos mononucleares'®.

En los animales, la administracion de los corticoides puede aumentar la
susceptibilidad a la infeccién asi como el riesgo de reactivacion de infecciones
latentes. Si bien esto es valido en el hombre, la incidencia de la infeccion
depende en gran parte de la enfermedad de base por la cual se administran los
corticoides ',

9.4.2.- Ciclosporina A, tacrolimus y anticuerpos monoclonales
OKT3. La aparicion en 1980 de la ciclosporina A como medicamento

inmunosupresor contribuyé de manera sustancial a la mejora de Ila
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supervivencia después del trasplante. La ciclosporina A es un péptido ciclico de
origen micético que afecta a la reacciéon de hipersensibilidad retardada por su
capacidad de inhibir la activacion precoz de las células T. Actua
especificamente sobre las funciones de las células T que derivan de su
interaccion con su receptor y que utilizan la via de transduccion de sefales
dependientes del calcio. Como consecuencia de ello, la actividad de la
ciclosporina A inhibe la activacion del gen de las linfocinas y bloquea las
interleucinas [L-2, IL-3, e IL-4, el factor de necrosis tumoral alfa y otras
linfocinas. También inhibe funciones de las células B. Este proceso tiene lugar
sin afectar a las células de division rapida de la médula dsea, lo cual puede
estar relacionado con la baja frecuencia de infecciones sistémicas tras el
trasplante'%1%°,

El tacrolimus, denominado inicialmente FK 506, es un antibiético
macrdlido aislado de un hongo japonés del suelo (Streptomyces tsukubaensis).
Tiene el mismo mecanismo de accion que la ciclosporina A, perd es de 10 a
100 veces mas potente®.

El tratamiento con anticuerpos monoclonales OKT3 contra las células T
ha resultado especialmente eficaz para corregir el rechazo agudo en la fase
postrasplante y constituye el tratamiento convencional del rechazo agudo que
no responde a dosis masivas (‘bolos’) de metilprednisolona. Dada Ia
importante depresién de la inmunidad celular que provoca, la incidencia de
infecciones en general, y sobre todo por citomegalovirus, aumenta durante y

después del tratamiento'?’.
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9.4.3.- Otros farmacos que pueden alterar la reaccion de
hipersensibilidad retardada. Los antimetabolitos de las purinas (azatioprina y
metotrexato) afectan tanto a la inmunidad humoral como a las respuestas de
hipersensibilidad retardada, aunque el efecto sobre estas Ultimas es mas
intenso'®. Igual ocurre con los agentes alquilantes (ciclofosfamida,

clorambucilo, mostaza nitrogenada) y con las globulinas antilinfocitarias'®.

De entre todas las situaciones clinicas mencionadas capaces de alterar
las respuestas de hipersensibilidad retardada, es en la infeccién por el VIH
donde esta alteraciéon alcanza los niveles mas profundos, provocando
secundariamente la amplia gama de infecciones oportunistas que caracteriza a

su estadio avanzado o SIDA®.

10.- GENESIS DE LA ALTERACION DE LA REACCION DE
HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA EN LA INFECCION POR EL VIH

El SIDA es una inmunodeficiencia secundaria que aparece como
consecuencia final de la infecciéon por el retrovirus de la inmunodeficiencia
humana (VIH). Constituye el paradigma del deterioro de las respuestas de
hipersensibilidad, ya que la principal diana del VIH es el linfocito T CD4+, que
como se ha expuesto antes es el principal efector de este tipo de respuestas’®.

El principal dato inmunolégico que caracteriza a la infeccién por el VIH
es la progresiva y acusada disminucion del nimero de linfocitos T CD4+ y la
correspondiente inversion del cociente CD4+/CD8+. La alteracion de las

respuestas de hipersensibilidad retardada (fundamentales para la erradicacion
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de los gérmenes patdgenos de crecimiento intracelular), junto con la alteracién
de ofras respuestas inmunolégicas donde los CD4+ son efectores
fundamentales (como el desarrolio de céluas T CD8+ citotdxicas
fundamentales para eliminar las células infectadas por virus o como la
produccién adecuada de anticuerpos por los linfocitos B), junto con el deterioro
del papel cooperador/regulador que los CD4+ juegan en todas las respuestas
defensivas del huésped mediante su produccién de citocinas, provocan la
severa inmunodeficiencia de los pacientes''’. La consecuencia final es la
aparicion de infecciones por gérmenes oportunistas a lo largo de la
enfermedad, sobre todo en la fase avanzada, al igual que la aparicién de
neoplasias de distinto origen'"".

El deterioro de la inmunidad celular en el transcurso de la infeccién por
el VIH es, por tanto, un proceso extraordinariamente complejo en el que se
encuentran implicados mecanismos patogénicos y alteraciones inmunolégicas
muy diferentes, muchos de los cuales no son bien conocidos, los cuales se

intentaran detallar a continuacion.

10.1.- EL LINFOCITO T CD4+ COMO CELULA DIANA DEL VIH.

Aunque in vitro se han conseguido infectar con el VIH numerosas
estirpes celulares, in vivo éste tiene dos dianas principales: los linfocitos T
CD4+ y determinadas células de estirpe macrofagica las cuales presentan
también en su superficie celular la molécula CD4, como son las células
dendriticas (células presentadoras de antigenos para las células T), las células

de Langerhans (células dendriticas de piel y mucosas) y los macrofagos y



INTRODUCCION 33

microglia cerebrales. Las células dendriticas foliculares de los érganos linfoides
y los monacitos circulantes no se hallan infectados in vivo®:'"2

Es probable que las células dendriticas de la sangre transporten el virus
hasta los tejidos, especialmente los ganglios linfaticos, donde el virus entra en
contacto con las células T CD4+ susceptibles. Cuando el virus penetra
localmente a través de las mucosas, serian las células de Langerhans las que
transporten el virus hasta los ganglios linfaticos regionales. Las células T CD4+
de los ganglios regionales se infectan después de ponerse en contacto con las
células dendriticas y de Langerhans, y la replicacién viral se intensifica antes
de que se inicie la respuesta inmune especifica frente al VIH, dando lugar a un
brote de viremia que a continuacién disemina rapidamente al virus a otros
érganos linfoides, al cerebro y otros tejidos'*2.

Los linfocitos T CD4+ de sangre periférica se encuentran infectados en
una minima proporcién (1-10%). Sin embargo, el estudio de los 6rganos
linfoides, especialmente los ganglios linfaticos, revela una enorme proporcién
de linfocitos T CD4+ infectados (hasta el 40%). Ademas, en los ganglios
linfaticos se observa una enorme cantidad de viriones que se disponen
esencialmente en los espacios interdigitales de las células dendriticas
foliculares (que paradéjicamente no se encuentran infectadas a pesar de estar
materialmente recubiertas de virus) y en estrecho contacto con los linfocitos T
CD4+"4,

Los linfocitos infectados de los ganglios linfaticos se dividen en dos
poblaciones diferentes. La mayoria pertenecen a una poblacién que albergaria

un genoma proviral latente, y la minoria (el 1%) albergarian a un virus
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productivo Esta ultima poblacion de linfocitos T CD4+ seria la responsable de
la ingente produccién de viriones observada en el paciente infectado (alrededor
de 10" particulas virales/dia), y representaria la poblacion destruida por efecto
citopatico directo, la cual tendria una vida media inferior a 24 horas (alrededor
de 108 células/dia). La progenie viral producida infectaria a su vez un niimero
similar de células T CD4+ (1% del total). Esta poblacién infectada de novo
estaria constituida por linfocitos activados, especialmente aquellos que se
encuentran en estadio de divisién para “regenerar” el pool linfocitario destruido.
En estos linfocitos, debido a su estado de activacion, el VIH experimentaria una
replicacién rapida, aparentemente sin periodo de latencia. Se configura asi un
cuadro en el que los centros germinales y en especial las prolongaciones
interdigitales de las células foliculares dendriticas recubiertas de virus
representarian una interfase que facilitaria el reclutamiento y la infeccion de
linfocitos activados que serian infectados productivamente por el VIH y
destruidos por efecto citopatico. Simultaneamente, existiria un pool linfocitario
mayoritario en el que el virus permaneceria en un estado de latencia absoluta,
sin que se conozca en la actualidad la cinética de transiciéon de estas células
latentes al pool de replicacion activa'®®.

El porcentaje de células macrofagicas infectadas es muy reducido. En
los ganglios linfoides sélo uno entre 15.000-100.000 macréfagos se halla
infectado. En macréfagos, la cinética de replicacion es diferente a la observada
en los linfocitos T CD4+. En los macréfagos el VIH se comportaria como un
lentivirus clasico, manteniendo una replicaciéon constante a bajo nivel y con un

efecto citopatico lento, lo que permitiria que en estas células el VIH
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constituyera reservorios de larga evolucién. Las consecuencias de esta
infeccion lenta en macréfagos serian, por una parte, la alteracion de
determinadas funciones inmunolégicas, como la sintesis de factores de
crecimiento, citocinas y quimiocinas, y, por otra, la alteracién de las funciones

de “soporte” celular en el sistema nervioso central''>'"®,

10.2.- TROPISMO CELULAR DEL VIH.

Muchos aislados primarios del VIH se replican bien en los linfocitos T y
en los macréfagos (virus con tropismo por los macréfagos), mientras que otros
aislados se replican sélo en los linfocitos T (virus con tropismo por las células
T). En las primeras fases evolutivas de la enfermedad, en la sangre
predominan los virus con tropismo por los macréfagos, mientras que con el
paso del tiempo y al progresar la enfermedad, predominan los virus con
tropismo por las células T. De igual modo, los virus aislados de los pacientes al
principio de la enfermedad han sido caracterizados como no inductores de
sincitios (NIS) en los analisis in vitro, mientras que los virus aislados en las
fases tardias de la enfermedad son tipicamente inductores de sincitios (IS). El
paso de un virus desde el estado de NIS/tropismo por los macréfagos al de
IS/tropismo por las células T en un individuo infectado se asocia al inicio de un
declive mas rapido del numero de células T CD4+''3. Posteriormente se ha
demostrado que el tropismo celular indica en realidad la presencia de co-
receptores especificos para las cepas del VIH con distinto tropismo, como

después veremos.
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10.3.- CICLO BIOLOGICO DEL ViH EN EL LINFOCITO T CD4+.

Es necesario conocer el ciclo biolégico del VIH para entender las
consecuencias inmunopatolégicas de su infeccién.

10.3.1.- Interaccion con los receptores y entrada del virus en la
célula. La entrada del VIH en la célula se produce mediante la interaccién con
dos tipos de receptores. Por una parte existe un receptor especifico y comun a
todos los subtipos del VIH, la molécula CD4. Esta proteina esta presente en la
superficie de los linfocitos T colaboradores y en células de estirpe
mononuclear-fagocitica, o que determina el tropismo viral por estos dos tipos
celulares'™®. Sin embargo, muy pronto se observd que la presencia de la
molécula CD4 era condicién necesaria pero no suficiente para permitir la
entrada del VIH en la célula. Se requerian ademas otras moléculas,
denominadas inicialmente factores de fusion o co-receptores, que se han
buscado intensamente durante 10 afios de investigacién. Recientemente se ha
caracterizado el co-receptor viral, el cual, en realidad, no es un receptor tnico,
sino una familia de proteinas que a su vez son receptores de quimiocinas'"’.
Las quimiocinas constituyen una familia de mediadores inmunolégicos de la
que se han descrito al menos 30 proteinas diferentes, y que se dividen en tres
grupos: quimiocinas C, CC y CXC'® Son moléculas solubles de bajo peso
molecular con la funcién principal de ser mediadores inflamatorios implicados
en los procesos de migracion y activacion leucocitarias. Son producidas por
monocitos, polimorfonucleares, y linfocitos T CD4+ y CD8+, asi como por otras
estirpes celulares. Para realizar su funcién, las quimiocinas interaccionan con

distintos receptores situados en la membrana celular, los cuales se clasifican,
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de acuerdo a su capacidad para unir distintas quimiocinas, en CC y CXC. Entre
los multiples receptores descritos, algunos actian a su vez como co-receptores
del VIH. Los mas importantes son CCR5 y CXCR4. El primero une las CC-
quimiocinas RANTES (regulation-upon-activation, normal T expressed and
secreted: quimiocinas de regulacién por activaciéon, expresadas y secretadas
en células T normales), la proteina inflamatoria de los macréfagos 1-a (MIP-1a)
y la MIP-1B; y es el principal receptor de las cepas del VIH monocitotropas/NIS
(actualmente denominadas R5)'"°. El receptor CXCR4 (antes denominado
fusina) tiene como ligando natural la quimiocina SDF (factor derivado de las
células del estroma) y es el principal receptor de las cepas del VIH
denominadas linfotropas/IS (actualmente denominadas X4)''>1°,

La conformacion de distintas regiones de la proteina viral gp120,
especialmente el bucle V3, condiciona el tropismo de los distintos aislados
virales'". Las quimiocinas que se unen a CCR5 y CXCR4, muy especialmente
RANTES y SDF, son capaces de inhibir la infecciéon por el VIH debido a un
fendmeno de interferencia en la uniébn con sus co-receptores y, con toda
probabilidad, constituyen un potente mecanismo antiviral in vivo que ha
permitido entender la resistencia a la infeccion observada en una serie de
pacientes altamente expuestos al VIH y no infectados ' 12",

Una vez realizada la interaccion entre la gp120 y sus receptores, se
produce un procedimiento de fusién entre las membranas viral y celular en el
que participa la proteina viral gp41 y que permite la internalizacion de la
nucleocapside viral y la desencapsidacion el genoma virico. En el citosol celular

se produce la sintesis de una doble hebra de ADN a partir del genoma ARN del
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virus mediante la accién de la transcriptasa inversa. Este ADN es transportado
al nucleo, donde se integra en el genoma del huésped constituyendo la forma
proviral del VIH'®.

10.3.2.- Latencia y reactivacion del VIH. Una vez integrado el VIH
puede seguir un comportamiento variable: permanecer latente o experimentar
una replicacion masiva con el consiguiente efecto citopatico sobre la célula
infectada. El paso de la fase de latencia a la de replicacién supone un proceso
esencial en la inmunopatogenia de la infecciéon por el VIH y se examina con

mayor detalle a continuacion®.

10.4.- PAPEL DE LA ACTIVACION CELULAR DEL LINFOCITO T CD4+ EN
LA INMUNOPATOGENIA DE LA INFECCION POR EL VIH.

El cuadro inmunolégico de la infeccién por el VIH es muy paraddjico ya
que, junto a un cuadro de destruccion de linfocitos T CD4+ intenso y
progresivo, existen fendmenos de activacion linfocitaria que se observan en
todos los estadios de la infecciéon. La activacion del sistema inmunitario es un
hecho esencial para que se produzca una respuesta inmunitaria adecuada
frente a un antigeno extrafio. Una vez que la respuesta inmunitaria se enfrenta
al antigeno y lo elimina, el sistema recupera su estado de latencia relativa'®.

Como ya se ha mencionado, los linfocitos T CD4+ albergan
mayoritariamente el genoma viral en forma latente®. A partir del estado de
provirus integrado, la replicaciéon del VIH comienza mediante la transcripcién
del genoma viral. La parte inicial de este proceso, denominada iniciaciéon de la

transcripcion, depende de factores celulares y se produce en ausencia de
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proteinas virales. El principal factor celular implicado en el paso de la fase de
latencia viral a la de reactivacion es el factor NF-kB, una familia de proteinas
las cuales regulan la transcripcion de multiples genes celulares implicados en
los procesos de reconocimiento y activacién inmunes'?>'?®. Este factor no
existe de forma activa en los linfocitos T CD4+ en estado de reposo celular y es
inducido unicamente en el curso de los procesos de activacién inmunolégica.
Esto explica que la replicacion del VIH dependa absolutamente de la activacion
de los linfocitos infectados. En efecto, cuando se cultivan los linfocitos de
sangre periférica de un paciente seropositivo es imposible detectar replicacion
viral a menos que las células sean activadas in vitro mediante mitégenos o
antigenos. La estrategia de adaptacién del VIH al entorno celular de los
linfocitos T CD4+ se basa, por tanto, en que la replicacion viral depende de
factores celulares que son inducidos sélo cuando la célula es activada para
intentar combatir la infecciéon por el propio VIH. De esta manera, el linfocito T
CD4+ representa un doble nicho ecolégico en el ciclo biolégico del VIH: en
estado de reposo celular permite la latencia viral y, por el contrario, la
activacion celular induce en el linfocito T CD4+ las proteinas de la familia NF-
kB necesarias para iniciar la transcripcion del genoma viral, transformandose
asi en una célula especialmente permisiva para la replicacion del VIH''. Dicha
replicacién provocara un efecto citopatico directo para las células T CD4+
infectadas®.

En la infeccién por el VIH, el sistema inmunitario estd permanentemente
activado debido a la cronicidad de la infeccién y a la persistente replicacion del

virus. Este estado de activacién se refleja en la hiperactividad de las células B
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que da lugar a hipergammaglobulinemia; en la proliferacién espontanea de los
linfocitos y en la activacion de los monocitos observadas en los estudios in
vitro; en la expresion de marcadores de activacion por parte de las células T
CD4+ y CD8+; en la hiperplasia de los ganglios linfaticos (observada sobre
todo en las primeras etapas de la enfermedad); en la mayor secrecion de
citocinas proinflamatorias; en las concentraciones elevadas de neopterina, p2-
microglobulina, interferén acidolabil; en el aumento de receptores solubles de la
IL-2; y en algunos fenémenos autoinmunitarios observados'™.

Se piensa que algunos superantigenos (antigenos capaces de estimular
a una gran proporcion de clones distintos de células T, en lugar de la
estimulacion convencional de un pequefio numero de células T por un antigeno
convencional), codificados tanto por el VIH como relacionados con otros
microorganismos, pueden contribuir a la patogenia de la enfermedad'. Estos
superantigenos podrian inducir una estimulacién masiva de las células T CD4+

y volverlas mas susceptibles a la infeccion por el virus'™.

10.5. MECANISMOS DE DESTRUCCION DEL LINFOCITO T CD4+.

El VIH presenta una cinética de replicaciébn muy agresiva que provoca
destruccion directa de los linfocitos CD4+ por efecto citopatico directo'®. Es
dificil explicar por completo la profunda inmunodeficiencia que se observa en
los individuos infectados por el VIH basandose unicamente en la infeccion
directa y en la deplecion cuantitativa de las células T CD4+. Esto es
especialmente obvio en las primeras etapas de la enfermedad por el ViH,

cuando el nimero de células T CD4+ puede estar solo levemente disminuido.
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Sin duda, cuando la enfermedad esta avanzada y la cifra de células T CD4+ se
encuentra entre 0 y 50/uL, la deplecién cuantitativa puede explicar por si sola
los defectos de la inmunidad. Sin embargo, es probable que el trastorno
funcional de las células T CD4+ se deba a una combinaciéon de la deplecion
celular por la accion directa de la infeccion con mecanismos indirectos de
destruccion de linfocitos T CD4+, los cuales jugarian también un importante
papel en los fenémenos de disregulacion inmune que se observan en la
infeccion por el VIH'®.

10.5.1.- Mecanismos de destrucciéon directa de los linfocitos T
CD4+: efecto citopatico directo mediado por el VIH. Hemos comentado que
la activacion celular hace que el linfocito T CD4+ se convierta en una célula
especialmente permisiva para la replicaciéon del VIH la cual conlleva un efecto
citopatico directo. La destruccién por efecto citopatico directo representa la
causa mas importante in vivo de destruccion linfocitaria'®.

El mecanismo exacto de la muerte celular in vivo se desconoce, pero el
efecto citopatégeno que una célula infectada sufre in vitro puede ocurrir por
varios mecanismos, como son la salida copiosa de viriones de la superficie
celular con la consiguiente pérdida de la integridad de la membrana celular; la
interferencia con el procesamiento del ARN celular; la alteracion de la sintesis
de las proteinas celulares debida a la gran cantidad de ARN viral; la
acumulaciéon en el citoplasma celular de gran cantidad de ADN viral sin
integrar; la induccién de formas aberrantes en la fosforilizacion de la tirosina de
las proteinas; y las interacciones intracelulares entre la gp120 del VIH y la

molécula CD4'"3,
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10.5.2.- Formacion de sincitios mediada por el VIH. La destruccion de
las células como elementos separados y la formaciéon de sincitios entre las
células infectadas y no infectadas se ha demostrado claramente in vitro. La
formaciéon de sincitios consiste en la fusién de la membrana de una célula
infectada con la membrana de un nimero variable de células T CD4+ no
infectadas. No se ha demostrado que la fusiéon celular sea un proceso
patogénico importante in vivo, pero in vitro se ha comprobado que existe una
relacion directa entre la presencia de sincitios y la intensidad del efecto
citopatico, y se ha descrito una relacion entre la presencia de aislados de virus
que inducen facilmente la formacién de sincitios in vitro y una evolucion clinica
mas agresiva. La formacién eficiente de sincitios depende de la molécula de
adhesion leucocitaria LFA-1 que se encuentra en las células T CD4+ que han
sufrido in vitro la infeccién aguda por el VIH®1%,

10.5.3.- Destruccion por mecanismos inmunes y autoinmunes. En
este grupo se engloba una serie de hipétesis que postulan que seria el propio
sistema inmune el que originaria la destruccion de linfocitos T CD4+ debido a
un reconocimiento erréneo de sus dianas. Las respuestas de la inmunidad
humoral y celular al VIH pueden ejercer un efecto protector al eliminar el virus y
las células infectadas por él. Sin embargo, como las dianas principales del VIH
son las células inmunocompetentes, esas respuestas pueden favorecer la
deplecién de las células inmunitarias mediante la eliminacién tanto de las
células infectadas como de las que son simplemente “espectadores inocentes”

(las proteinas solubles del virus, especialmente la gp120, se pueden unir con
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gran afinidad a las moléculas CD4 de la superficie de los monocitos y las
células T no infectadas)'®!"®.

Existen reacciones cruzadas entre las proteinas del VIH (gp120 y gp41)
y los determinantes antigénicos de la clase Il del MHC, habiéndose descrito
anticuerpos dirigidos contra las moléculas de la clase Il del MHC. Estos
anticuerpos podrian verosimilmente causar la eliminacion de las células que
contiene los determinantes de la clase Il del MHC a través de la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (células natural killer con receptores Fc se
arman de anticuerpos especificos anti-VIH, los cuales se unen por su porcion
Fc al receptor Fc de la célula natural killer, y a su vez se unen a las células que
expresan los antigenos del VIH, destruyéndolas)'® 11312,

10.5.4.- Muerte celular programada o apoptosis. La activacién celular
sostenida e inapropiada desempefia un papel esencial en el fenémeno de la
apoptosis, que puede ser un mecanismo importante de la muerte de las células
no infectadas en la infeccion por el VIH'®. La apoptosis o muerte celular
programada representa un mecanismo fisioldgico mediante el cual la célula se
“suicida” de forma controlada. Los mecanismos de apoptosis son naturales e
incluso protectores frente al crecimiento incontrolado celular (constituyen un
mecanismo normal de eliminacién de células superfluas y dafiadas) y cumplen
un papel muy importante en la embriogénesis, proliferacién y diferenciacion
hematopoyética, control de la proliferacion tumoral, y sobre todo en la
regulacion de la proliferaciéon celular que se produce durante las respuestas
inmunitarias normales'?. En este (ltimo sistema se ha comprobado que el

blogueo de la molécula CD4 mediante anticuerpos monoclonales, previamente
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a la activacién del receptor antigénico, lleva a la apoptosis de la célula activada.
Por lo tanto, una activacion asincrénica o incompleta de los linfocitos T CD4+
origina una activacion anormal de la célula que la lleva a un programa de
muerte por apoptosis en vez de inducir una respuesta inmune adecuada. Se ha
demostrado que el contacto de la proteina viral gp120 con los linfocitos T CD4+
tiene un efecto similar al descrito mediante la utilizacion de anticuerpos anti-
CD4, e induce apoptosis si las células son activadas posteriormentemg.

La apoptosis podria representar un mecanismo de destruccion de
linfocitos T CD4+ en la infeccion por el VIH que afectaria no sélo a las células
infectadas sino que podria provocar la destruccion de linfocitos no infectados
preactivados anormaimente por gp120 unida a sus receptores. Se ha
demostrado que en ganglios linfaticos de pacientes infectados existe in vivo
una mayoria de células apoptéticas que no se encuentran infectadas y una
minoria de células que replican activamente el virus y no presentan signos de
apoptosis. Estos datos deben ser confirmados, pero sugieren que la apoptosis
puede ser un mecanismo indirecto complementario de la destruccién por efecto
citopatico directo'?,

10.5.5.- Anergia causada por sefalizacion celular inadecuada. Se ha
descrito que determinados componentes del VIH (sobre todo las proteinas
gp120 y Tat) inducen anergia en distintos modelos in vitro (falta de activacion
linfocitaria en respuesta a estimulos). Este fenémeno traduce un defecto de
transduccion de sefial en los linfocitos T y puede ser originado por distintos

mecanismos: alteraciébn de la sintesis de citocinas, interferencia con las

proteinas de membrana implicadas en la activacion de las células T,
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interferencia en los mecanismos de presentaciéon antigénica, defectos en la
expresion de receptores para citocinas, o sintesis de factores supresores. En el
caso concreto de la gp120, la anergia estd muy probablemente inducida por la
interaccion con la molécula CD4 en la superficie celular. La unién de complejos
gp120/anti gp120 a las moléculas CD4 de la superficie celular daria lugar a
alteraciones en la transduccién de la sefial celular. En el caso de la proteina
Tat, el mecanismo es mal conocido, aunque algunos datos sugieren que podria
actuar sobre una proteina de membrana que induciria una sefal de
transduccién negativa. Probablemente mucho de los casos de anergia
conducen a fenémenos de apoptosis debido a la activaciéon inadecuada de la
célula®®1291%0

10.5.6.- Defecto en la regeneracion de células T CD4+. Se ha
propuesto que los intentos del sistema inmunitario de mantener la homeostasis
de las células T ayudan a que disminuya progresivamente el nimero de células
T CD4+. La teoria de la homeostasis “ciega” de las células T sostiene que
cuando las células T CD4+ 6 CD8+ se deplecionan selectivamente, el sistema
inmunitario estd programado para restaurar el nimero total de células T “a
ciegas”, con independencia del subgrupo de células deplecionado. En los
individuos infectados que presentan una disminucion selectiva de las células T
CD4+, se formarian células T tanto CD4+ como CD8+ para restablecer la
homeostasis. Por ello, el descenso de células T CD4+ seria proporcionalmente

mayor que el de células T CD8+ al mantenerse el nimero total de células T. Si

esta hipbtesis es cierta, sélo puede aplicarse a las primeras etapas de la
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enfermedad por el VIH, puesto que conforme la enfermedad progresa a los
estadios avanzados, descienden tanto las células CD4+ como las CD8+%1%,

Hay al menos otros dos mecanismos que pueden contribuir a la
incapacidad de regeneracion de las células T CD4+. Uno es la destruccion de
las células precursoras del sistema linfoide, que comprenden a los progenitores
del timo y la médula ésea. El otro es la destruccion paulatina del microambiente
del tejido linfoide, que es esencial para que se produzca una regeneracion
adecuada de las células inmunocompetentes''®.

10.5.7.- Produccion anormal de citocinas y desequilibrio entre
distintas subpoblaciones de linfocitos T CD4+. Varios autores han
propugnado que un desequilibrio entre las subpoblaciones de linfocitos T CD4+
Th1 y Th2 (a favor de estos ultimos) juega un papel primordial en la
inmunodeficiencia asociada a la infeccién por el VIH™'. Segun esta teoria, el
VIH infectaria y destruiria preferentemente clones Th1 y originaria, por una
parte, una disminucion de la actividad citotéxica antiviral con el consiguiente
aumento de la replicacién viral y, por otra, una inmunosupresiéon secundaria a
una mayor actividad Th2. Esta teoria no es compartida sin embargo por otros
autores y es cuestionada en la actualidad™?.

En los pacientes seropositivos existen patrones de produccioén in vitro de
citocinas diferentes a los de los sujetos no infectados. Asi, se ha descrito una
produccién aumentada de IL-10, IL-4 e IL-5 y disminuida de IL-12, IL-2 e IFN-
v"®. Para los autores que propugnan una alteracion del equilibrio entre
subpoblaciones Th1 y Th2 de linfocitos T CD4+, la sintesis alterada de

citocinas seria expresiéon de este desequilibrio. Como ademas de las células T
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CD4+ hay otras células que secretan estas citocinas, es mas exacto denominar
a las respuestas inmunitarias que reflejan uno u otro patrén de citocinas como
respuestas de tipo T-1 o T-2. Se ha invocado que un paso esencial en la
patogenia de la enfermedad por el VIH consistiria en un cambio brusco de las
citocinas de tipo T-1 a las de tipo T-2"*'. Sin embargo, estos patrones de
produccién de citocinas no han sido confirmados en otros trabajos y el dato
mas coherente parece corresponder a la alteracion del cociente IL-10/IL-12. Se
ha demostrado que este desequilibrio se asocia a una mayor apoptosis, que
puede ser corregida mediante al adicién de IL-12 al cultivo o mediante la

neutralizacién de la IL-10 mediante anticuerpos .

10.6.- ALTERACIONES FUNCIONALES DE LOS LINFOCITOS T CD4+.

En la enfermedad avanzada por el VIH practicamente todos los defectos
inmunolégicos pueden explicarse por la deplecion cuantitativa de las células T
CD4+. Sin embargo, en el curso de la infeccion, pueden demostrarse
precozmente, in vitro e in vivo, alteraciones de las funciones de las células T
incluso cuando el recuento de las células T CD4+ se encuentra en los limites
bajos de la normalidad. La intensidad y diversidad de estas alteraciones
funcionales aumentan a medida que progresa la enfermedad 1%,

Una de las primeras alteraciones que se detectan in vitro es un defecto
en las respuestas a los antigenos de recuerdo remoto, como el toxoide tetanico
y los antigenos de la gripe. Los defectos de respuesta a los antigenos solubles

van seguidos en el tiempo por la pérdida de las respuestas proliferativas de las

células T a los aloantigenos (antigenos procedentes de individuos de la misma
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especie), y posteriormente a los mitdgenos. Se ha informado que
practicamente todas las funciones de las células T son anormales en algun
estadio de la infeccion por el VIH. Estas alteraciones consisten en un
rendimiento defectuoso de la clonacién y formacién de colonias de células T,
en menor expresion de los receptores de la IL-2, produccién defectuosa de IL-
2, menor produccién de INF-y en respuesta a los antigenos, deterioro en la
produccién de anticuerpos por los linfocitos B mediada por la célula CD4+, y
deterioro de la capacidad citotoxica de los linfocitos T CD8+ especificos del VIH
mediada por los linfocitos T CD4+'"3.

In vivo, la alteracion funcional de la inmunidad celular en la infeccién por
el VIH puede ponerse de manifiesto mediante una prueba sencilla como es el
uso de un panel antigénico para el analisis de las respuestas cutaneas de

hipersensibilidad retardada’®.

11.- UTILIDAD DEL ESTUDIO DE LAS RESPUESTAS CUTANEAS DE
HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA EN LA INFECCION POR EL VIH

La informacién que ofrece el estudio de las respuestas cutaneas de
hipersensibilidad retardada en los pacientes con infeccién por el VIH se analiza

a continuacion.
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11.1.- UTILIDAD DE LA PRUEBA DE LA TUBERCULINA (PPD) EN EL
CONTROL DE LA TUBERCULOSIS EN EL MARCO DE LA INFECCION POR
EL VIH.

En los ultimos afios la incidencia de casos de tuberculosis ha aumentado
de forma considerable, siendo este aumento particularmente importante entre
personas infectadas por el VIH™®"'% En la poblacion general, la tasa de
incidencia de tuberculosis en Espafia es de 38,5 por 100.000 habitantes, de los
cuales el 17,7% son pacientes con infeccion por el VIH (maximo de 27,2% en
Andalucia y minimo de 8,7% en Galicia)'*®. En 1994, momento de la mayor
tasa de incidencia de SIDA en Esparia, se comunicaron 7.199 casos de SIDA,
el 41,8% de ellos con tuberculosis, lo cual implica una tasa de coenfermedad
tuberculosis-SIDA de 7,6 por 100.000 habitantes. El 18,3% del total de casos
de tuberculosis en pacientes con infeccion por el VIH corresponde a individuos en
prisiones™’. Espafia tiene actualmente la tasa de coinfeccién VIH-M.
tuberculosis mas elevada del mundo occidental’'. La Secretaria del Plan
Nacional sobre el SIDA (SPNS) ha comunicado que los porcentajes globales de
respuestas positivas a la PPD en los pacientes infectados por el VIH son del
15-16%'*2. Mas de la mitad de los internos de instituciones penitenciarias con
infeccién por el VIH son PPD-positivos ',

Ademas de esta elevada frecuencia de coenfermedad tuberculosis-SIDA y
de coinfeccion M. tuberculosis-V/IH, la tuberculosis en el contexto de la infeccién
por el VIH es importante por varias razones. En primer lugar hay que considerar
que la tuberculosis es la tGnica infeccion relacionada con el VIH transmisible de

persona a persona, incluyendo la poblacién normal inmunocompetente’. En
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segundo lugar, es una enfermedad curable si se diagnostica y trata
adecuadamente’*. En tercer lugar, existe evidencia de que puede prevenirse en
la poblacién infectada por el VIH, como en el resto de la poblacién, mediante
quimioprofilaxis'*. Estos hechos, junto con la aparicién de brotes de tuberculosis
causados por organismos resistentes a multiples drogas'®, justifican el enorme
interés que la tuberculosis ha recuperado y la necesidad de crear estrategias para
evitar su creciente aumento, en las que la quimioprofilaxis juega un papel
fundamental.

Basandose en estudios que demostraron la eficacia de la profilaxis
antituberculosa en pacientes con infeccion por el VIH y reaccion positiva a la
PPD'"* 'y en estudios que demostraron el alto porcentaje de pacientes con
infeccién por el VIH con PPD positiva que desarrollan tuberculosis sin profilaxis

(un 8% anual)™1%!

, Se recomienda que a todo paciente con infeccién por el VIH
debe realizarsele un test con PPD, y que aquellos que tengan una reaccién a
PPD mayor o igual a 5 mm, deben ser sometidos a quimioprofilaxis
antituberculosa una vez descartada la presencia de tuberculosis activa'.

Aunque no esta bien definido que farmacos emplear ni durante cuanto tiempo, los

CDC recomiendan utilizar isoniacida durante 9 meses*,

11.2.- UTILIDAD DEL USO DE OTROS ANTIGENOS DE RECUERDO PARA
VALORAR UNA RESPUESTA NEGATIVA A LA PPD.

La inmunosupresién progresiva, predominantemente celular, provocada
por el VIH, se puede traducir en una incapacidad para producir respuestas

cutaneas de hipersensibilidad retardada a los antigenos de recuerdo (anergia
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cutanea)®®'%2, Asi, se ha demostrado falta de respuesta a PPD entre personas
asintomaticas con infecciéon por el VIH, los cuales tenian alta probabilidad de
haber adquirido la infeccién tuberculosa'®. Este dato indica que existe un grupo
de pacientes infectados por M. tuberculosis con respuesta negativa a la PPD que
quedan excluidos de programas de profilaxis debido a la negatividad de la
prueba. Por lo tanto, una prueba tuberculinica negativa en el marco de la
infeccién por VIH podria ser atribuida a una falta verdadera de exposicion a la
tuberculosis o simplemente a la incapacidad del paciente de manifestar una
apropiada respuesta de hipersensibilidad retardada'.

Por ello, en los pacientes con infeccion por el VIH, es de utilidad no sélo
aplicar PPD, sino también realizar concomitantemente otros tests cutaneos de
hipersensibilidad retardada con antigenos a los que la mayoria de la poblacion
haya estado expuesta (“antigenos de control”’), con objeto de evaluar si la
negatividad a la PPD es por ausencia de infecciéon tuberculosa (PPD negativa
pero respuesta a los antigenos de control) o esta inducida por anergia secundaria
a inmunodepresién (no respuesta a PPD ni a los antigenos de control)'™*.

Aunque este fendmeno de anergia cutanea en personas infectadas por
el VIH se correlaciona con el recuento de linfocitos T CD4+ (mayor probabilidad
de anergia a menor recuento de linfocitos T CD4+)'®, el 10% de pacientes
infectados con VIH y recuento de linfocitos T CD4+ mayor de 500/uL pueden
mostrar anergia cutanea'®®, y a la inversa, hasta el 27% de pacientes con
recuento de linfocitos T CD4+ menor de 200/uL presentan respuestas cutaneas
adecuadas de hipersensibilidad retardada'™*. Por consiguiente, el grado de

inmunosupresién medido por el recuento de linfocitos T CD4+ no deberia ser
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un factor selectivo para considerar a una persona candidata o no para el
estudio de anergia. Otros factores distintos a los linfocitos T CD4+ deben jugar
un papel importante en la presencia de anergia cutanea, pero estos factores no

son bien conocidos.

11.3.- ANERGIA COMO FACTOR DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE
TUBERCULOSIS ACTIVA EN EL PACIENTE CON INFECCION POR EL VIH.

Aparte de aquellos pacientes con positividad a la PPD, existen otros dos
grupos de individuos con infeccién por el VIH en los que se ha demostrado un
riesgo elevado de desarrollo de tuberculosis: aquellos que, independientemente
de como sea su respuesta a la PPD, han tenido contacto con personas
diagnosticadas de tuberculosis activa, y los pacientes anérgicos'%.

Asi, diversos estudios en pacientes con infeccion por el VIH han
evidenciado que los pacientes anérgicos tenian mas riesgo de tuberculosis que
los pacientes PPD-negativos no-anérgicos de la misma poblacion’™"152157.1%8 yn
estudio en nuestro pais demostré incluso mayor incidencia de enfermedad
tuberculosa en los pacientes con infeccion por el VIH anérgicos que en pacientes
con infeccion por el VIH PPD-positivos sin quimioprofilaxis'*®. Ademas, entre los
pacientes infectados por el VIH que tienen PPD positiva, los datos de otro estudio
demostraron que aquellos que no respondieron a un antigeno de control tuvieron
mas riesgo de tuberculosis activa que los pacientes con PPD positiva que
reaccionaron al antigeno de control'>®. También, aunque el recuento de linfocitos
T CD4+ en los pacientes con infeccion por el VIH+ ha mostrado relacién inversa

con el riesgo de tuberculosis activa, el ser anérgico ha sido asociado por si mismo
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con un riesgo elevado de tuberculosis, incluso después de que los datos fueran

estratificados por el recuento de linfocitos T CD4+571%8,

11.4.- ANERGIA Y DECISIONES RESPECTO A LA QUIMIOPROFILAXIS DE
LA TUBERCULOSIS EN LA INFECCION POR EL VIH.

En 1991, la Divisién para Eliminacion de la tuberculosis de los CDC*,
basandose en el marcado beneficio obtenido con la administraciéon de isoniacida
en pacientes usuarios de drogas inyectadas (UDI) con infeccién por el VIH y que
tenian reacciones cutaneas negativas a la PPD'®, recomendé que una vez
demostrada la existencia de anergia cutanea en pacientes infectados por el VIH,
la profilaxis antituberculosa fuera considerada para los anérgicos con mayor
riesgo de infeccién tuberculosa: aquellos anérgicos que tuvieran contactos con
enfermos con tuberculosis activa y aquellos anérgicos que pertenecieran a
grupos donde la prevalencia de infecciéon tuberculosa fuera del 10% o mas (en
EE.UU. estos grupos eran los UDI, presos, indigentes, inmigrantes y nacidos en
Asia, Africa y Latinoamérica'®®). Dado que en Espana la prevalencia de infeccion
tuberculosa ha sido estimada en un 29%-30%'2'®' la recomendacién de
profilaxis podria ser extendida a todos los pacientes infectados por el VIH
anérgicos. Esta recomendacién se vio apoyada por los estudios comentados
anteriormente que evidenciaron un mayor riesgo de tuberculosis activa en los
pacientes anérgicos'°>152157.1%8

Sin embargo, dos estudios recientes de profilaxis con isoniacida (6 meses)
en pacientes con infeccién por el VIH anérgicos en riesgo para infeccién por M.

tuberculosis, han hecho variar estas recomendaciones, al mostrar uno de ellos un
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riesgo bajo para el desarrollo de tuberculosis en pacientes anérgicos, y al mostrar
el otro, falta aparente de beneficio de la quimioprofilaxis en dichos
pacientes'®2'®_ E| primer estudio, llevado a cabo en EE.UU, no evidencié efecto
significativo de la profilaxis, a pesar de un 56% de reduccién en lasa tasa de
tuberculosis (de 0,9 por 100 personas-afio en los que recibieron placebo a un 0,4

por 100 personas-afio en los que recibieron isoniacida'®2

). El fallo para encontrar
significacién estadistica con una reduccion estimada del 56% en la aparicion de
tuberculosis pudo resultar de una tasa de tuberculosis en los receptores de
placebo mas baja de la esperada. Los investigadores concluyeron que a causa
de la baja tasa de tuberculosis en el grupo placebo, la terapia preventiva tendria
minimo impacto en reducir la tasa de tuberculosis en pacientes con infeccion por
el VIH y anérgicos, y resultaria en un alto nimero de pacientes sin infeccién
tuberculosa que recibirian profilaxis. El otro estudio, llevado a cabo en Uganda, si
demostrd una alta tasa de casos de tuberculosis (tres por 100 personas-afio) en
el grupo placebo, pero sélo una reduccion, estadisticamente insignificante, del
17% en los receptores de isoniacida (es de destacar que este estudio sélo
empled un antigeno de control para determinar la presencia de anergia en un
paciente sin respuesta a la PPD)'®.

En 1997, Los CDC, basandose principalmente en estos dos estudios,
retiraron la recomendacion de aplicar a los pacientes con infeccién por el VIH, de
forma rutinaria, antigenos de control junto con PPD para valorar una respuesta
negativa a la misma, de cara a la estrategia de quimioprofilaxis®®. Sin embargo,
aparte de reconocer el valor de estos procedimientos como herramienta para

obtener informacion de la competencia de la inmunidad celular en los pacientes
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con infeccién por el VIH, se afirmé que, en situaciones especiales, el estudio de
las respuestas cutdneas de hipersensibilidad retardada podria ayudar a tomar
decisiones respecto a la quimioprofilaxis en situaciones seleccionadas (asi
algunos expertos han recomendado posteriormente la quimioprofilaxis en
pacientes con infeccion por el VIH PPD-negativos o anérgicos que residan en
instituciones que poseen un alto riesgo continuado de exposicion a M.
tuberculosis, como las instituciones penitenciarias)'“*'%*.

Un estudio reciente ha vuelto a plantear la cuestion de la profilaxis en los
anérgicos al encontrar una reduccion significativa en el riesgo de tuberculosis en
los pacientes anérgicos que recibieron quimioprofilaxis frente a los anérgicos que

no la recibieron'®, y en nuestro pais hay autores que siguen recomendando en la

actualidad la quimioprofilaxis en dichos pacientes'®.

115.- EL ESTUDIO DE LAS RESPUESTAS CUTANEAS DE
HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA COMO HERRAMIENTA PARA LA
OBTENCION DE INFORMACION SOBRE LA INMUNIDAD CELULAR Y
COMO FACTOR PRONOSTICO EN LA INFECCION POR EL VIH.

Es bien conocido que la alteracion funcional de las células T en el marco
de la infeccion por el VIH precede a la depleciéon en el numero de las
mismas'>*'® E| estudio de las respuestas cutaneas de hipersensibilidad
retardada es un modo rapido, facil y barato para valorar in vivo la alteracion
funcional de las células T'% y ofrece, por tanto, importante informacion

complementaria a la obtenida con los parametros que miden la alteracion

cuantitativa de la inmunidad (recuento de subpoblaciones de linfocitos T) y los
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parametros que miden la replicacién viral (cuantificacion del ARN viral). No es
bien conocido si la mejora en el recuento de los linfocitos T CD4+ tras la
supresion de la carga viral con los modernos farmacos antirretrovirales se
acompafia de una mejoria en las respuestas cutdneas de hipersensibilidad
retardada, lo cual podria servir como herramienta para medir la restauracién
funcional del sistema inmune tras el tratamiento antirretroviral™®’.

El estudio de las respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada
ofrece, ademas importante informacién pronéstica en los pacientes infectados por
el VIH. Tras varios estudios, ha quedado claro que los pacientes con infeccién por
el VIH con anergia cutanea constituyen un grupo especial de pacientes con
mayor riesgo de progresion a enfermedad avanzada sintomatica, SIDA y muerte,
que los pacientes no anérgicos'>>16&173

En la misma linea, dos estudios sugieren que la mortalidad puede estar
incrementada en los pacientes con infeccién por el VIH que tienen tuberculosis

activa y que no respondieron a PPD comparados con los pacientes del mismo

grupo que si respondieron a la PPD'™175.

12.- ELECCION DE LOS ANTIGENOS PARA EL ESTUDIO DE LAS
RESPUESTAS CUTANEAS DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA EN LA
INFECCION POR EL VIH.

Como ya hemos comentado, para valorar correctamente la capacidad del
paciente para manifestar una respuesta de hipersensibilidad retardada, se deben
aplicar aquellos antigenos de recuerdo que discriminen mejor la presencia de

anergia, empleando antigenos a los que responderia la mayoria de la poblacion
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con inmunidad mediada por células intacta®. En los pacientes con infeccién por
el VIH, los antigenos recomendados por los CDC son, junto con la PPD, una
pareja a elegir entre toxoide tetanico, Candida y antigeno del virus de la parotiditis
aplicados por técnica de Mantoux*®. Otros autores prefieren, en cambio, el uso
de MULTITEST'®' Los CDC recomiendan preferentemente el empleo de los
antigenos administrados por técnica de Mantoux sobre MULTITEST en base a
problemas técnicos con su uso. Aun cuando la concentraciéon de antigeno
cargado en el MULTITEST puede ser constante de lote a lote, la cantidad de
antigeno depositada en la piel es desconocida y puede variar segun la naturaleza
de la piel del sujeto y el método de administracion®. Los autores que prefieren
MULTITEST se basan en su facilidad de administraciéon y menor riesgo potencial

de accidentes por puncién'®17

, 'Y en el hecho de que, de los antigenos
recomendados para administracién por técnica de Mantoux, el antigeno del virus
de la parotiditis es el unico estandarizado, por lo que podria haber cierta variacion
de lote a lote en potencia y grado de respuesta®.

A pesar de estas recomendaciones hasta la fecha no se han realizado

estudios comparativos con las dos técnicas en pacientes infectados por el VIH.
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ll. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS
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1.- MARCO REFERENCIAL

Dentro de los mecanismos de defensa del huésped, la inmunidad
celular, mediante la reaccién de hipersensibilidad retardada mediada por los
linfocitos T, es el principal factor de resistencia frente a infecciones por agentes
de crecimiento intracelular como micobacterias, hongos, virus y protozoos". El
estudio de las respuestas de hipersensibilidad retardada mediante el empleo de
pruebas cutaneas es un método facil, rapido y eficaz, para la valoracion clinica
de la integridad de la inmunidad celular en un paciente®'.

La anergia es aquel estado del organismo donde los linfocitos T han
perdido su capacidad para reaccionar especificamente a un antigeno al cual
estaban previamente sensibilizados®. Mediante las pruebas cutaneas, la
anergia se manifiesta como la incapacidad de reaccionar frente a antigenos a
los que el paciente debe estar sensibilizado (denominados antigenos de
recuerdo)®,

Diversas situaciones clinicas pueden alterar la respuesta inmune celular
e impedir la elaboracién de una adecuada reaccién de hipersensibilidad
retardada provocando la aparicion de anergia®®>. De entre todas estas
situaciones, es en la infeccion por el VIH donde esta alteraciéon alcanza los
niveles mas profundos, debido al déficit progresivo en la funciéon y en el nimero
del linfocito T CD4+, principal diana del VIH y principal efector de la reaccion de
hipersensibilidad retardada®.

En el marco de la infeccion por el VIH, el estudio de las respuestas

cutaneas de hipersensibilidad retardada es util por una serie de razones:
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1. La profilaxis antituberculosa se basa en la positividad de la respuesta
cutanea de hipersensibilidad retardada a la PPD'®.

2. El empleo junto con la PPD de otros antigenos de recuerdo (antigenos de
control) permite la adecuada interpretacion de una respuesta negativa a la
PPD™,

3. La falta de respuesta a las pruebas cutaneas de hipersensibilidad retardada
identifica a pacientes con infeccién por el VIH con mayor riesgo de sufrir
tuberculosis activa'>%19%157.158

4. La identificacién de pacientes con infeccion por el VIH que son anérgicos a las
pruebas cutaneas puede ayudar a tomar decisiones respecto a la
quimioprofilaxis antituberculosa en situaciones especiales'>1%,

5. El empleo de pruebas cutaneas de hipersensibilidad retardada es un
método rapido, facil y barato de obtener informacién cualitativa sobre el
estado de la inmunidad celular'™, y complementa a la informacién
cuantitativa obtenida con la determinacién de las subpoblaciones
linfocitarias y de la viremia plasmatica.

6. El estudio de las respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada ofrece,
ademas, importante informacion pronédstica al identificar a un subgrupo
especial de pacientes con mayor riesgo de progresiéon a enfermedad

avanzada y muerte'>>168173,

2.- JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
Para valorar correctamente la capacidad de un paciente con infeccion por

el VIH para manifestar una respuesta de hipersensibilidad retardada, se deben



PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS 61

aplicar aquellos antigenos de recuerdo que discriminen mejor la presencia de
anergia, empleando aquellos antigenos a los que responderia la mayoria de la
poblacion con inmunidad mediada por células intacta®. Los CDC recomiendan en
estos pacientes el empleo de una pareja de antigenos aplicados por técnica de
Mantoux a elegir entre toxoide tetanico, Candida y antigeno del virus de la
parotiditis34'5°. Otros autores, en cambio, prefieren el dispositivo de puncién
multiple intradérmica MULTITEST debido a su facilidad de administracion y
menor riesgo potencial de accidentes por puncion'®'7®. A pesar de estas
recomendaciones, hasta la fecha no se han realizado estudios comparativos
con las dos técnicas en pacientes con infeccién por el VIH.

Aunque el fendmeno de anergia cutanea en personas infectadas por el
VIH se correlaciona de forma inversa con el recuento de linfocitos T CD4+'%®,
existe un importante nimero de pacientes con anergia cutanea y recuentos
altos de linfocitos T CD4+ y, a la inversa, pacientes con respuestas cutaneas
adecuadas y recuentos bajos'*®'>*. Deben existir, por lo tanto, otros factores
que se relacionen con la presencia de anergia cutanea, lo cual no ha sido bien
estudiado.

Dado que la anergia cutanea refleja el deterioro funcional de las células
T, la supresion de la viremia plasmatica y la recuperaciéon del recuento de
linfocitos T CD4+, obtenidos tras HAART en los pacientes con infeccion por el
VIH'"8 " podria restaurar las respuestas cutaneas de hipersensibilidad
retardada tras un periodo de tiempo, fenémeno que no es conocido. El estudio
de dicho fenémeno, ademas de ofrecer informacién sobre la reconstitucion

funcional del sistema inmune, permitiria identificar a un subgrupo de pacientes



PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS 62

anérgicos que, al recuperar la capacidad de producir respuestas de
hipersensibilidad retardada, reaccionan a PPD y, por tanto, se hacen

subsidiarios de recibir quimioprofilaxis antituberculosa.

3.- OBJETIVOS DEL ESTUDIO

El objetivo general de este trabajo es el estudio de las respuestas
cutaneas de hipersensibilidad retardada de los pacientes con infeccién por el VIH
en nuestro medio, mediante la evaluaciéon de la eficacia de distintos paneles
antigénicos, el estudio de los parametros clinicos, virolégicos e inmunolégicos
que influyen en dichas respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada y el
analisis de la variacién en el tiempo de la anergia cutanea.

Los objetivos concretos son los siguientes:

1. Analizar la prevalencia de la anergia cutanea en los pacientes con infeccion
por el VIH en nuestro medio mediante el uso simultaneo de dos paneles
antigénicos, e investigar con cada panel la posible relacién entre la ausencia
de respuestas cutaneas y el grado de inmunosupresioén. Previamente, en un
grupo de controles sanos, se estudiaran las respuestas a distintas diluciones
de los antigenos que no han sido evaluados en la poblacién sana de nuestro
medio, para aplicar a los pacientes aquellos antigenos y diluciones mas
eficaces para producir respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada.

2. Analizar en los pacientes con infeccion por el VIH de nuestro ambito
geografico la prevalencia de respuestas positivas a cada uno de los antigenos
de ambos paneles antigénicos: tuberculina y tres antigenos de control

(antigeno de C. albicans, toxoide tetanico, antigeno del virus de la parotiditis)
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aplicados por técnica de Mantoux, y los siete antigenos administrados con el
dispositivo de puncién multiple intradérmica MULTITEST.

3. Comparar la eficacia de ambos métodos (panel de cuatro antigenos por
técnica de Mantoux frente a MULTITEST) para detectar las respuestas
cutaneas de hipersensibilidad retardada en estos pacientes, y observar si
aplicando distintos puntos de corte para considerar una reacciébn como
positiva varian los resultados.

4. Estudiar dentro del panel de cuatro antigenos aplicados por técnica de
Mantoux (PPD mas los tres antigenos de control), qué pareja de antigenos de
control es la que mejor discrimina la presencia de anergia cutanea.

5. Conocer qué factores, entre una serie de parametros demograficos,
epidemiolégicos, nutricionales, inmunolégicos, viroloégicos y terapéuticos, se
asocian a la aparicién de anergia cutanea en la infeccién por el VIH, y cuales
lo hacen de forma independiente.

6. Conocer qué porcentaje de pacientes con infeccion por el VIH anérgicos
recuperan la capacidad de reaccionar a las pruebas cutaneas de
hipersensibilidad retardada tras una segunda evaluacion, y después de un
periodo de tratamiento con HAART.

7. Estudiar qué factores son los que se asocian al cambio de anérgico a
reactor tras tratamiento con HAART en los pacientes con infeccién por el
VIH.

8. Conocer el porcentaje de pacientes anérgicos que tras pasar a ser
reactores tras HAART muestran una respuesta positiva a PPD vy, por tanto,

son subsidiarios de recibir quimioprofilaxis antituberculosa.
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lll. MATERIAL Y METODOS
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1.- DISENO DEL ESTUDIO
1.1.- ETAPAS DEL ESTUDIO.

El estudio fue realizado en tres etapas:

1.1.1.- Comparacion de dos métodos para el estudio de las respuestas
cutaneas de hipersensibilidad retardada en pacientes con infeccién por el
VIH: En esta primera etapa, mediante la aplicaciéon simultanea de dos paneles
antigénicos a cada paciente (panel de antigenos aplicados por técnica de
Mantoux y panel de antigenos administrados a través de un dispositivo de
puncién multiple percutanea), se comparé la eficacia de ambos métodos para
detectar las respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada. Uno de los
paneles, el cual no habia sido estudiado en nuestro medio, tuvo que ser
estudiado previamente en voluntarios sanos para probar su eficacia, antes de ser
aplicado a los pacientes.

Tras conocer qué panel era el mas eficaz en los pacientes, se estudiaron las
tasas de respuestas positivas con distintas combinaciones de los antigenos de
dicho panel.

1.1.2.- Estudio de las variables que se relacionan de manera
independiente con la presencia de anergia cutanea en los pacientes con
infeccion por el VIH: En una segunda etapa, empleando (nicamente la
combinacion de antigenos de la etapa anterior que se consideré mas util para
detectar las respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada en los pacientes
con infeccién por el VIH, se estudiaron aquellas variables que se relacionaron de

forma independiente con la presencia de anergia a dicha combinacion de

antigenos.
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1.1.3.- Estudio de las variables que se relacionan con la recuperaciéon
de las respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada en pacientes con
infeccion por el VIH previamente anérgicos: Finalmente, en una tercera etapa,
se volvié a evaluar, con los mismos antigenos de la segunda fase, a los pacientes
que resultaron anérgicos en dicha fase, tras un intervalo de tiempo de 6 a 18
meses. Ello se hizo con el fin de averiguar si los cambios en las variables
predictoras de anergia de la segunda etapa se asociaban de forma independiente
con el cambio de anérgico a reactor.

Todos los pacientes de esta fase, entre la primera y segunda evaluaciones

con tests cutaneos, recibieron HAART.

1.2.- TIPO DE ESTUDIO 182,
Las dos primeras etapas de este trabajo corresponden a un estudio

transversal. La tercera etapa corresponde a un estudio de cohortes prospectivo.

1.3.- PERIODO DE ESTUDIO.

La primera etapa del estudio se desarroll6 entre el 29 de noviembre de 1995
y el 4 de marzo de 1997. La segunda fase se desarrollé entre el 5 de marzo de
1997 y el 30 de junio de 1998. La tercera fase del estudio se basa en pacientes
anérgicos de la segunda fase a los que se le repitieron los tests cutaneos y
terminé el 30 de septiembre de 1999 (fecha en la que se le repitieron las pruebas

cutaneas al ultimo paciente).
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2.- POBLACION
2.1.- POBLACION DIANA.
Pacientes con infeccién por el VIH, en cualquier estadio, sin evidencia

clinica de infeccién oportunista activa o neoplasia.

2.2.- POBLACION ACCESIBLE.
La muestra que se estudia se constituyé6 de forma no probabilistica con
todos los pacientes con infeccién por el VIH atendidos en las consultas externas
de Enfermedades Infecciosas del Hospital Universitario Virgen del Rocio de
Sevilla durante el periodo de estudio, atendiendo a los siguientes criterios de
inclusién y exclusion:
2.2.1.- Criterios de inclusion:

1. Infeccién por el VIH confirmada por ELISA y Western blot'®.

2. Consentimiento informado oral de los pacientes.
2.2.2.- Criterios de exclusion. Fueron los siguientes:

1. Infeccién oportunista activa o neoplasia: Debido a que las infecciones por
numerosos microorganismos, la presencia de una neoplasia (o su tratamiento)
y los procesos febriles en general, pueden alterar por si mismos las
respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada®®, fueron excluidos del
estudio los pacientes con fiebre o con evidencia o sospecha clinicas de
infeccion oportunista activa o neoplasia en el momento de la aplicacién de los
tests cutaneos.

2. Pacientes con imposibilidad de retornar en 48-72 horas para la lectura de las

reacciones a los tests cutaneos.
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3. Pacientes con infeccién por el VIH con edad menor de 16 afios.

4. Pacientes embarazadas.

5. Pacientes con historia de alergia al huevo: Durante la primera fase del estudio
en la cual se utilizé antigeno del virus de la parotiditis, los pacientes con
alergia al huevo fueron excluidos por consejo del fabricante de dicho antigeno
por la posibilidad de hipersensibilidad cruzada con uno de los componentes

de la solucién antigénica.

3.- PROTOCOLO DE ESTUDIO
3.1.- TESTS CUTANEOS APLICADOS EN LA PRIMERA FASE DEL ESTUDIO:
ESTUDIO PREVIO EN VOLUNTARIOS SANOS.

En Espaiia las respuestas cutaneas a los antigenos aplicados por técnica de
Mantoux distintos a tuberculina no han sido bien estudiadas. Por lo tanto, antes
de aplicar estos antigenos a los pacientes del estudio, era necesario conocer qué
antigenos y que diluciones (de los no estandarizados) eran eficaces para detectar
las respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada en personas sanas de
nuestro medio. Asi, las respuestas a aquellos antigenos mas utilizados (C.
albicans, antigeno del virus de la parotiditis y toxoide tetanico)**°, empleando
dos diluciones diferentes en los antigenos no estandarizados (diluciones
utilizadas previamente en estudios fuera de nuestro pais'’ "8, fueron evaluadas
en dos grupos de voluntarios sanos. Las respuestas al dispositivo de puncién
multiple percutdnea MULTITEST-IMC® en sujetos sanos no fueron analizadas
porque este panel antigénico ya habia mostrado su eficacia para detectar las

respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada en nuestro medio'®.
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El primer grupo de sujetos sanos incluy6é a 16 hombres y 14 mujeres (edad
29 + 6 afios) y en €&l se estudiaron las respuestas a los siguientes antigenos: C.
albicans en dilucién 1:100, toxoide tetanico en dilucién 1:10, y antigeno del virus
de la parotiditis en dilucién estandarizada 1:10.000. El segundo grupo incluyé a
15 hombres y 15 mujeres de edades similares (28 + 6 afios) y en él se evaluaron
las respuestas a los mismos antigenos pero modificando la concentracién de los
antigenos no estandarizados: C. albicans en dilucién 1:10 y toxoide tetanico en
dilucién 1:5. Se consider6é arbitrariamente que un antigeno producia una
adecuada tasa de respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada cuando el
porcentaje de respuestas positivas a dicho antigeno (induracién > 5 mm) fuera
mayor o igual al 80%. Las tasas de respuestas positivas en el primer grupo fueron
de 80,7% para antigeno del virus de la parotiditis, 23,1% para C. albicans en
dilucién 1:100, y 69,2% para toxoide tetanico en dilucion 1:10. En el segundo
grupo, las tasas de respuestas positivas fueron 80% para antigeno del virus de la
parotiditis, 85,7% para C. albicans dilucién 1:10, y 80% para toxoide tetanico en
dilucién 1:5.

Sobre la base de estos datos, los tres antigenos testados con las diluciones
de 1:10 para C. albicans y 1:5 para toxoide tetanico, fueron seleccionados en
conjuncion con la PPD, para formar el panel antigénico a administrar por técnica

de Mantoux a los pacientes.
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3.2.- TESTS CUTANEOS APLICADOS EN LA PRIMERA FASE DEL ESTUDIO:

ANTIGENOS APLICADOS A LOS PACIENTES.

A todos los pacientes se les aplico en el brazo izquierdo el panel antigénico
de cuatro antigenos administrados por técnica de Mantoux®, en una disposicion
romboidal, y en el brazo derecho, simultaneamente, el panel antigénico incluido
en el dispositivo de puncion multiple percutanea MULTITEST-IMCP.

La composicién detallada de los cuatro antigenos administrados mediante
técnica de Mantoux se refleja a continuacion:

1) 0,1 ml del derivado purificado del antigeno proteico tuberculinico PPD que
contiene 2 UT de PPD RT-23 (bioequivalentes a 5 UT de la tuberculina patrén
internacional PPD-S*) con Tween-80 (Tuberculina PPD Llorente, Llorente-
Evans, Madrid).

2) 0,1 ml de extracto de C. albicans con fenol 0,5% como conservante, a una
diluciéon 1:10 en suero salino isotonico (Candida albicans IDR, [fidesa-
Aristegui, Bilbao; lotes 950706, 951115 y 960306).

3) 0,1 ml de una suspension estéril de vacuna de virus de la parotiditis inactivado
con formaldehido y diluido en cloruro sédico isoténico con timerosal afiadido
como conservante en dilucion 1:10.000 (Mumps Skin Test Antigen,
Connaught Laboratories, Swiftwater, USA).

4) 0,1 ml de toxoide tetanico purificado (10 Lf/0.5 mL) y adsorbido con fosfato
aluminico, con timerosal afiadido como conservante, a una dilucion 1:5 en

suero fisiologico (Anatoxal Te Berna, Berna, Madrid; lote 1-01).
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Las diluciones de los antigenos de C. albicans y toxoide tetanico fueron
preparadas por el Servicio de Farmacia del Hospital Universitario Virgen del
Rocio, y fueron renovadas cada quince dias.

Para cada antigeno aplicado por técnica de Mantoux se empled una
jeringuilla de insulina B-D de 27 G sin espacio muerto (Plastipak 1 mL Test,
Becton-Dickinson Esparia, Madrid) con agujas del calibre 27 de 16 mm de
longitud y bisel corto.

MULTITEST-IMCR es un dispositivo acrilico con 8 cabezas, de las cuales 7
contienen 0,03 ml de los siguientes antigenos: tétanos, 550.000 unidades
Merieux (UM) por mL; difteria, 1.100.000 UM/mL; Streptococcus (grupo C), 2.000
UM/mL; tuberculina 300.000 Ul/mL; Candida 2.000 UM/mL; Trichophyton, 150
UM/mL; y P. mirabilis 140 UM/mL. La cabeza restante contiene una solucién de
glicerina 70% peso/volumen que sirve como control para asegurar la no
sensibilidad del individuo a la glicerina (MULTITEST-IMC®, Rhone-Poulenc,
Institut Merieux, Lyon, Francia)®.

Los pasos de la técnica de aplicacion de MULTITEST son los siguientes:
retirar la pelicula protectora adherente, limpiar con alcohol la cara anterior del
antebrazo, quitar los capuchones protectores de cada cabeza precargada, sujetar
el antebrazo estirando la piel, orientar la parte en T de MULTITEST hacia la
cabeza del sujeto, y apoyar firmemente el dispositivo, ejerciendo una presion
homogénea de las 8 cabezas sobre la piel del sujeto (instrucciones del

fabricante).
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3.3.- TESTS CUTANEOS APLICADOS A LOS PACIENTES EN LA SEGUNDA
Y TERCERA FASES DEL ESTUDIO.

Tras conocer, en la primera fase del estudio, las tasas de respuesta a los
dos paneles antigénicos y a las distintas combinaciones de antigenos del panel
mas eficaz, la siguiente combinacién de antigenos administrada por técnica de
Mantoux fue aplicada a los pacientes en la segunda y tercera fases del estudio
(los fabricantes y las diluciones fueron los mismos que en la primera etapa del
estudio):

1. PPD.
2. C. albicans (lotes 960905, 970224 y 971009).
3. Toxoide tetanico (lotes J-05, K-07 y K20).
Los tres antigenos fueron aplicados en el brazo izquierdo, con una

disposicion triangular.

3.4.- MEDICION E INTERPRETACION DE LAS RESPUESTAS A LOS TESTS
CUTANEOS. CRITERIOS DE POSITIVADAD DE LAS RESPUESTAS.

La aplicacion y lectura de los tests cutaneos se llevé a cabo en el Hospital de
Dia del Servicio de Enfermedades Infecciosas del Hospital Universitario Virgen
del Rocio por dos miembros del personal de enfermeria que habian sido
previamente entrenados. Los tests fueron leidos a las 48 horas. La base de la
lectura la constituy6 la presencia o ausencia de induracion, que se determiné
mediante palpacién. Para los cuatro antigenos por técnica de Mantoux se
considerd positiva una induraciéon con un diametro transversal > 5 mm y para los

antigenos administrados por MULTITEST una induracién > 2 mm.
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3.5.- DEFINICIONES DE REACCION POSITIVA A UN PANEL ANTIGENICO Y
DE ANERGIA EN LA PRIMERA FASE DEL ESTUDIO.
Fueron las siguientes:

1. ANERGIA VERDADERA: cuando no se especificaba a cual de los paneles,
se considerd a un paciente como verdadero anérgico cuando no presentd
respuesta positiva a ninguno de los once antigenos administrados
simultaneamente (los cuatro administrados por técnica de Mantoux y los
siete de MULTITEST).

2. REACCION POSITIVA A MULTITEST: se consideré a un paciente reactor a
MULTITEST (respuesta positiva a MULTITEST) cuando presenté al menos
una induraciéon positiva a cualquiera de los siete antigenos de los que
consta.

3. ANERGIA A MULTITEST: se consider6 a un paciente como anérgico a
MULTITEST cuando no present6 ninguna induraciéon positiva a ninguno de
los siete antigenos administrados mediante esta técnica.

4. REACCION POSITIVA AL PANEL DE ANTIGENOS APLICADOS POR
TECNICA DE MANTOUX: Se consideré a un paciente reactor al panel de
antigenos administrados por técnica de Mantoux (respuesta positiva a dicho
panel) cuando presenté una induracion positiva a cualquiera de los cuatro
antigenos administrados por esta técnica.

5. ANERGIA AL PANEL DE ANTIGENOS APLICADOS POR TECNICA DE
MANTOUX: se consideré6 a un paciente como anérgico a los antigenos

administrados por técnica de Mantoux cuando no presenté ninguna induracién
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positiva a ninguno de los cuatro antigenos administrados mediante esta
técnica.
En esta fase se calculé ademas un score (suma en mm de las induraciones

positivas) para cada panel antigénico.

3.6.- DEFINICION DE ANERGIA EN LA SEGUNDA Y TERCERA FASES DEL

ESTUDIO.

» ANERGIA: En estas fases, se consideré a un paciente como anérgico cuando
no presenté ninguna induracién positiva a ninguno de los tres antigenos
administrados (PPD, C. albicans y toxoide tetanico, administrados por técnica
de Mantoux).

» REACCION POSITIVA: Se consider6 a un paciente reactor al panel de
antigenos administrados por técnica de Mantoux (respuesta positiva a dicho
panel) cuando presenté una induracion positiva a cualquiera de los tres

antigenos administrados.

3.7.- MEDICION DE LOS PARAMETROS ANTROPOMETRICOS.

La medicién directa de los parametros antropométricos se realiz6 en el
Hospital de Dia en la misma fecha de la aplicacion de los tests cutaneos. El peso
en kg y la altura en cm fueron obtenidos con un medidor de talla y bascula
convencionales. Para la medicién de la circunferencia del brazo y el pliegue
cutaneo ftricipital, el mismo personal que procedié a la lectura de los tests
cutaneos fue el encargado de realizar la medicion, tras haber sido entrenado en

este cometido.
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El pliegue cutaneo tricipital en mm fue medido siempre con el mismo
calibrador de pliegues cutaneos (lipocalibre) siguiendo la siguiente técnica: en
posicion erecta y con el brazo no dominante relajado, paralelo al cuerpo del
sujeto y flexionando el codo 90°, se midié con una cinta métrica la distancia entre
el acromion y el olécranon en la cara posterior del brazo, marcando el punto
medio. A continuacién, se pellizcé con los dedos pulgar e indice la piel y la grasa
subcutanea. Una vez asido el pliegue se colocaron los extremos del calibrador en
el pliegue dos cm distal a los dedos. Se realizaron tres mediciones consecutivas
del pliegue, dejando que los tejidos recuperasen su elasticidad, y se tomé6 el valor
medio. El lipocalibre que se utilizé6 fue el tipo Harpeden (Cambridge Scientific
Industries), uno de los tres lipocalibres aceptados para la toma de los pliegues
junto con el tipo Langer y el tipo McGaw'®18,

La circunferencia del brazo en cm se midié en el mismo punto utilizando una
cinta métrica inextensible y flexible, teniendo cuidado de no comprimir dicha
186-188'

cinta

A partir de estos cuatro parametros antropométricos se dedujeron otros

parametros que se detallan en el apartado 4.2.2.5.

3.8.- DETERMINACIONES ANALITICAS.

Siempre que fue posible se cité a los pacientes para la realizacion de los
tests cutaneos el mismo dia que tenian cita para la extraccion de muestras de
sangre para los estudios analiticos necesarios: subpoblaciones linfocitarias, carga
viral, perfil proteico nutricional (albimina, prealbimina, transferrina), beta-2-

microglobulina y antigenemia p-24. En los casos que no fue posible, fueron
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consideradas validas las determinaciones analiticas obtenidas dentro de 60 dias
antes y 30 dias después de la fecha de realizacion de los tests cutaneos. Las
extracciones de muestras de sangre coincidieron con las realizadas para el
seguimiento clinico protocolizado de los pacientes con infeccién por el VIH.

El andlisis de la antigenemia p24 se realiz6 en suero utilizando un método de
enzimoinmunoanalisis cuantitativo, realizando una acidificacion de la muestra
para la disociacién de inmunocomplejos (ELISA, Cultek).

Las subpoblaciones de linfocitos T fueron cuantificadas por
inmunofluorescencia directa usando anticuerpos monoclonales de la serie T y
examen por citometria de flujo (Ortho Diagnostic Systems).

La cuantificaciéon de la carga viral se realiz6 mediante la determinacion en
suero de ARN del VIH utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa (HIV-
Monitor, Amplicor, Roche). Los resultados se expresaron como copias de
genoma por mL, calculando posteriormente el logaritmo decimal (logi) del
numero de copias por mL. El limite inferior de deteccién de la técnica fue de 100
copias/mL. A los pacientes con carga viral indetectable se les asigné un valor de

50 copias/mL.

3.9.- PROTOCOLO DE RECOGIDA DE DATOS.

La recogida de datos se realizé en un formulario previamente disefiado, un
modelo del cual figura al final de esta seccién. Los datos de filiacion fueron
recogidos al solicitar los tests cutaneos en las Consultas de Enfermedades
Infecciosas. El resto de los datos de la primera parte del formulario se obtuvieron

de la historia clinica del paciente. Los datos de la segunda parte del formulario
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fueron cumplimentados por el personal del Hospital de Dia encargado de la

lectura de los tests cutaneos.

4.- VARIABLES ANALIZADAS

4.1.- VARIABLES ANALIZADAS EN LA PRIMERA FASE DEL ESTUDIO.
En la primera parte del estudio las variables estudiadas fueron:

1. ANERGIA VERDADERA.

2. REACCION POSITIVA AL PANEL DE ANTIGENOS ADMINISTRADOS POR
TECNICA DE MANTOUX.

3. ANERGIA AL PANEL DE ANTIGENOS ADMINISTRADOS POR TECNICA
DE MANTOUX.

4. REACCION POSITIVA A MULTITEST.

5. ANERGIA A MULTITEST.
Estas variables se han definido en el apartado 3.5. En esta fase se
analizaron también las respuestas positivas a los distintos antigenos
individuales de cada panel antigénico y las respuestas positivas a distintas
combinaciones de tres de los cuatro antigenos de los que consta el panel
de antigenos aplicados por técnica de Mantoux: PPD-C. albicans—toxoide
tetanico; PPD-C. albicans—antigeno del virus de la parotiditis; PPD-toxoide
tetanico—antigeno del virus de la parotiditis.

6. RECUENTO DE LINFOCITOS T CD4+ (por pL).
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4.2.- VARIABLES EN LA SEGUNDA FASE DEL ESTUDIO.

4.2.1.- Variable dependiente:
ANERGIA (se ha definido previamente en apartado 3.6).

4.2.2.- Variables independientes: Las variables independientes pueden ser

clasificadas en cinco grupos:

4.2.2.1.- Variables demograficas y epidemiolégicas:

. SEXO.

EDAD: edad en afios en el momento de aplicar los tests cutaneos.

GRUPO DE RIESGO: la presencia o no de anergia en los distintos grupos de
riesgo para la infeccién por el VIH fue analizada de dos formas. En primer
lugar se comparé la presencia de anergia en los distintos grupos de riesgo
para la infecciéon por el VIH: hemofilicos, homosexuales, heterosexuales y
UDI.

UDI: En segundo lugar, se agruparon en un mismo grupo los pacientes No
UDI (hemofilicos, homosexuales y heterosexuales) y se compararon respecto
a la presencia de anergia con los pacientes UDI (el grupo de riesgo que
menos porcentaje de anergia presento).

4.2.2.2.- Variables que reflejan la alteracion del sistema inmune

producida por el VIH:

5. ESTADIO DE LA INFECCION: Se dividieron los pacientes en dos grupos

comparando la presencia de anergia en los pacientes que estaban
clasificados previamente en estadio clinico A frente a aquellos en estadio

clinico B 6 C, segun la clasificacion de los CDC de 1993'%.
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6. SIDA: diagnéstico o no previo de SIDA, segun dicha clasificacion de los CDC
de 1993,

7. RECUENTO DE LINFOCITOS T CD4+: El numero de linfocitos T CD4+ por
uL se estratificé en cuatro grupos: menos de 50 por pL, de 50 a 199 por pL,
de 200 a 499 por plL, e igual o mayor a 500 por pL.

8. PORCENTAJE DE LINFOCITOS T CD4+ (respecto al total de linfocitos del
paciente).

9. RECUENTO DE LINFOCITOS T CD8+ (por uL).

10. COCIENTE CD4+/CD8+: Cociente entre el nimero de linfocitos T CD4+ y el
namero de linfocitos T CD8+.
4.2.2.3.- Variables que miden la actividad del VIH:

11. ANTIGENO P24: positivo o negativo.

12. BETA-2-MICROGLOBULINA (en mg/L).

13.LOGARITMO DE LA CARGA VIRAL: Representa el log1o de la carga viral. A
aquellos pacientes con carga viral por debajo del limite de deteccién de la
técnica se le asignoé una carga viral de 50 copias/mL, lo cual corresponde a un
logipde 1,7.
4.2.2.4.- Variable relacionada con el tratamiento antirretroviral:

14. TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL: Indica si los pacientes llevaban mas de
un mes o no con tratamiento antirretroviral en el momento de recibir los tests
cutaneos.
4.2.2.5.- Variables antropométricas y relacionadas con el estado

nutricional del paciente. Estas variables pueden ser subdivididas en cinco

grupos:
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A.- Parametros antropométricos basicos:

15. PESO: La relacién entre el peso del paciente y la presencia o no de anergia
cutanea se estudié de dos formas. En primer lugar se considerd el peso en kg
del paciente como una variable cuantitativa.

16.PESO (% DEL IDEAL): En segundo lugar, se analiz6 el porcentaje del peso
del paciente respecto al peso ideal segun su edad y sexo. Para ello se
siguieron los siguientes pasos'®:

a) Calculo del peso ideal del paciente obtenido de las tablas confeccionadas
por Alastrué et al. para la poblacién espariola'®.

b) Calculo del porcentaje del peso del paciente respecto a su peso ideal:
Porcentaje = (peso medido / peso ideal) x 100.

c) Dado que para la mayoria de los parametros nutricionales, un porcentaje
menor del 75% respecto al ideal indica un grado de desnutricion al menos
moderado'®, el porcentaje calculado se estratificé en dos grupos:
porcentaje menor del 75% del peso ideal, y porcentaje igual o mayor al
75% del peso ideal. Esta estratificaciéon en menor y mayor al 75% se
utilizoé también en los restantes parametros nutricionales.

17.TALLA (en cm).

18.INDICE DE MASA CORPORAL: Al igual que con el peso, la relacién entre el
indice de masa corporal (IMC) del paciente y la presencia o no de anergia
cutanea se estudié de dos formas. En primer lugar se consideré el IMC en

kg/m? del paciente como una variable cuantitativa.
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19.INDICE DE MASA CORPORAL (% DEL IDEAL): En segundo lugar, se

analizé el porcentaje del IMC del paciente respecto al IMC ideal segin su

edad y sexo. Para ello se siguieron los siguientes pasos:

a)

b)

d)

Calculo del IMC del paciente'®:

IMC = peso en kg / (talla en m)?

Calculo del IMC ideal del paciente obtenido de las tablas
confeccionadas por Alastrué et al. para la poblacién espariola'®.
Calculo del porcentaje del IMC del paciente respecto a su IMC ideal:
Porcentaje = (IMC medido / IMC ideal) x 100.

El porcentaje calculado se estratifico en dos grupos: porcentaje menor del

75% del IMC ideal, y porcentaje igual o mayor al 75% del IMC ideal.

20.CIRCUNFERENCIA DEL BRAZO: En primer lugar se considerd la

21.

circunferencia del brazo (CB) en cm del paciente como una variable

cuantitativa.

CIRCUNFERENCIA DEL BRAZO (% DE LA IDEAL): En segundo lugar, se

analizé el porcentaje de la CB del paciente respecto a la CB ideal seguin su

edad y sexo. Para ello se siguieron los pasos ya mencionados para el céalculo

del peso ideal. El porcentaje calculado se estratificé en dos grupos: porcentaje

menor del 75% de la CB ideal, y porcentaje igual o mayor al 75% de la CB

ideal.

B.- Parametros que miden la reserva proteica muscular:

22. CIRCUNFERENCIA MUSCULAR DEL BRAZO: En primer lugar se considerd

la circunferencia muscular del brazo (CMB) en cm como una variable

cuantitativa.
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23.CIRCUNFERENCIA MUSCULAR DEL BRAZO (% DE LA IDEAL): En

segundo lugar, se analiz6 el porcentaje de la CMB del paciente respecto a

la CMB ideal. Para ello se requiere previamente la medicién del pliegue

cutaneo tricipital (PCT):

a) Calculo de la CMB del paciente'®:

CMB = CB encm - (PCT en cm x 3,1416)

b) Caélculo de la CMB ideal del paciente obtenido de las tablas
confeccionadas por Alastrué'®.

c¢) Calculo del porcentaje de la CMB del paciente respecto a su CMB ideal:
Porcentaje = (CMB medida / CMB ideal) x 100.

d) Estratificacién en dos grupos del porcentaje calculado: porcentaje menor
del 75% de la CMB ideal, y porcentaje igual o mayor al 75% de la CMB
ideal.

C.- Parametros que miden la grasa corporal:

24 PLIEGUE CUTANEO TRICIPITAL: Siguiendo la misma metodologia, en
primer lugar se considerd el PCT en mm como una variable cuantitativa.

25.PLIEGUE CUTANEO TRICIPITAL (% DEL IDEAL): En segundo lugar, se
analizd el porcentaje del PCT del paciente respecto al PCT ideal (para lo cual
se siguié la misma sistematica que para el peso ideal). El porcentaje calculado

se estratificé en dos grupos: porcentaje menor del 75% del PCT ideal, y

porcentaje igual o mayor al 75% del PCT ideal.

26. AREA GRASA DEL BRAZO: La relacion entre el area grasa del brazo (AGB)
en cm? del paciente y la presencia o no de anergia cutanea se analiz6 como

una variable cuantitativa. Para ello se siguieron los siguientes pasos'®:
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a) Calculo del area muscular del brazo de cada paciente (AMB):
AMB = (CMB)?/ 4n

b) Célculo del AGB:
AGB = n (CB/ 27)* - AMB.

27.INDICE ADIPOSO MUSCULAR DEL BRAZO: Al igual que hemos visto con
otros parametros, en primer lugar se considerd el indice adiposo muscular
(IAMB) como una variable cuantitativa.

28.INDICE ADIPOSO MUSCULAR (% DEL IDEAL): En segundo lugar, se
analizé el porcentaje del IAMB del paciente respecto al IAMB ideal. Para
ello fue preciso calcular previamente el AGB. Los pasos a seguir fueron:

a) Calculo del IAMB'®;
IAMB = AGB / AMB

b) Célculo del IAMB ideal del paciente obtenido de las tablas de
Alastrué®.

c) Célculo del porcentaje del IAMB del paciente respecto a su IAM ideal:
Porcentaje = (IAMB medido / IAMB ideal) x 100.

d) Estratificacién del porcentaje calculado en menor del 75% del IAMB ideal e
igual v mayor al 75% del IAMB ideal.

D.- Parametros que miden la reserva proteica visceral:

29. ALBUMINA: Dado que una cifra de alblimina en sangre menor de 3 g/dL
indica un grado de desnutricién al menos moderado'®, la cifra de albtimina se
estratificé en dos grupos: menos de 3 g/dL e igual o mayor de 3 g/dL.

30. PREALBUMINA: Cifra de prealbtimina en mg/dL.

31. TRANSFERRINA: Cifra de transferrina en mg/dL.
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E.- Indices pronésticos nutricionales:

32.INDICE PRONOSTICO NUTRICIONAL: Para cada paciente se analizé el

indice prondstico nutricional (IPN) de Mullen modificado en el momento de la

aplicacion de los tests cutaneos'"'*2, Para ello se siguieron los siguientes

pasos:

a) Calculo del IPN del paciente segun la siguiente féormula:

IPN (%) = 150 — (16,6 x ALBUMINA) — (0,78 x PCT) - (0,2 x

TRANSFERRINA).

b) Dado que los pacientes con un IPN mayor o igual a 50% tienen mayor

riesgo de complicaciones derivadas de la alteracion nutricional™"'%, el IPN

calculado se estratificé en dos grupos: IPN igual o mayor a 50% e IPN menor

de 50%.

33.PUNTUACION NUTRICIONAL: De cada paciente se obtuvo una puntuacion

basandose en el indice de Chang modificado’®'%. Para ello se siguieron los

siguientes pasos:

a) La puntuacion para cada paciente se obtuvo de la siguiente tabla:

Puntuacion nutricional segtn el grado de desnutricion

Determinacion Normal Leve Moderadal/grave
(1 punto) (2 puntos) (3 puntos)

Albumina (g/dL) >35 3-35 <3

IMC (% del ideal) >90 75-90 <75

CMB (% de la ideal) >90 75-90 <75
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b) Los pacientes se estratificaron en dos grupos: pacientes con puntuacion
de 6 a 9 puntos (grado de desnutricion al menos moderado) y pacientes

con puntuacion de 3 a 5.

4.3.- VARIABLES EN LA TERCERA FASE DEL ESTUDIO.
4.3.1.- Variable dependiente:

CAMBIO DE ANERGICO A REACTOR: indicé si los pacientes anérgicos seguian

como tales o bien se hacian reactores tras una segunda evaluacién con tests

cutaneos. Las definiciones de anérgico y reactor se recogen en el punto 3.6.
4.3.2.- Variables independientes: Se incluyeron las variables que en la

segunda fase del estudio demostraron su asociacion independiente con la

presencia de anergia y cuatro variables nuevas.

1) DIFERENCIA EN EL RECUENTO DE LINFOCITOS T CD4+: Es la diferencia
entre el recuento de linfocitos T CD4+ en el momento de la segunda
administracion de los tests cutaneos y el recuento de linfocitos T CD4+ en la
primera administracion de los mismos, en la cohorte de pacientes incluidos en
la tercera fase del estudio.

2) DIFERENCIA EN LA CARGA VIRAL: Es la diferencia entre el log1 de la carga
viral en el momento de la primera evaluacion con tests cutaneos y el logy de
la carga viral en la segunda administracién de los mismos.

3) DIFERENCIA EN LA CMB: Es la diferencia entre la CMB en el momento de
la segunda evaluacién con tests cutaneos y la CMB en la primera

administracion de los mismos.
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4) DIAS TRANSCURRIDOS: Representa el nimero de dias transcurridos entre

las dos evaluaciones.

5.- ANALISIS DE LOS DATOS
5.1.- BASE DE DATOS.

Toda las variables recogidas en el formulario y otras obtenidas mediante
calculos matematicos a partir de éstas fueron almacenadas en soporte
informatico en una base de datos disefiada con el programa DBASE V. Para
asegurar la confidencialidad de los datos séio tuvieron acceso a dicha base de

datos el doctorando y los directores del trabajo.

5.2.- TAMANO DE LA MUESTRA.

En la primera fase del estudio el tamafio de la muestra fue calculado para
detectar un incremento del 25% en la tasa de respuestas positivas de un panel
antigénico sobre el otro, asumiendo una tasa de respuestas positivas del 60%
con el panel antigénico menos eficaz'**'*'% Con una potencia del 95% y un
nivel de significacion del 0,05, el minimo tamario muestral requerido era de 264
pacientes (en cada uno de estos pacientes se aplicarian ambos paneles
antigénicos). El calculo se llevé a cabo mediante el programa estadistico Epi Info
version 6.04.

Con respecto a la segunda fase del trabajo se debe tener en cuenta que el
calculo del tamafio muestral en la estadistica multivariante no esta
completamente consensuado. De acuerdo con Silva'®, el nimero de sujetos

debe ser al menos igual a 10 veces el nimero de variables a considerar mas uno.
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En nuestro caso, el nimero de variables que se incluyeron finalmente en el
analisis multivariante fue de 25, por lo que el nimero minimo de pacientes a
estudiar hubiera sido de 250. Dado que el porcentaje de anérgicos en algunos

trabajos ronda alrededor del 30% 5015215419

, consideramos que un nimero de 75
anérgicos (el 30% de 250) seria bajo para nuestros propésitos, por lo que se
multiplicé por dos el nimero minimo de pacientes, hasta obtener 500.

En la tercera fase del estudio no se hizo calculo del tamafio de la muestra,

sino que se incluyeron a todos los pacientes anérgicos de la segunda parte del

estudio que se seguian revisando en las consultas de Enfermedades Infecciosas.

5.3.- ANALISIS ESTADISTICO EN LA PRIMERA FASE DEL ESTUDIO.

El test de McNemar para datos apareados fue usado para comparar las
respuestas obtenidas con los antigenos administrados por técnica de Mantoux
frente a las respuestas obtenidas por MULTITEST?®2%!, Este test fue utilizado
también para comparar las respuestas entre dos antigenos individuales, y para
comparar entre si las respuestas obtenidas individualmente con distintas
combinaciones de tres de los cuatro antigenos administrados mediante técnica de
Mantoux. Las respuestas positivas se expresaron en porcentajes, calculando el
intervalo de confianza del 95% (ICgs) de los mismos. El test de la t de Student fue
usado para analizar la relacién entre el recuento de linfocitos T CD4+ en el
momento de la realizacion de los tests cutaneos y la presencia de anergia con
cada uno de ambos paneles antigénicos. Un valor de P menor de 0,05 fue

considerado como indicador de significacion estadistica.
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5.4.- ANALISIS ESTADISTICO EN LA SEGUNDA FASE DEL ESTUDIO.

Se realizé6 en primer lugar un andlisis univariante de las diferencias
existentes entre los pacientes con y sin anergia cutanea en cuanto a las variables
estudiadas como posibles factores de riesgo para la aparicién de anergia. Dado el
alto namero de pacientes incluidos, se asumié que todas las variables

cuantitativas seguian una distribucién normal®®

, 'y fueron analizadas con el test
de la t de Student para dos muestras independientes. Para todas las variables
cuantitativas se calcularon la media, la desviacién estandar (DE), la mediana y el
rango. Las variables cualitativas fueron analizadas mediante el test de la Chi-
cuadrado, calculando las odds ratio y sus ICgs. Se consideré que una variable
tenia asociacion estadistica significativa con la aparicion de anergia cuando el
valor de P asociado a la prueba era menor de 0,05.

En segundo lugar se realiz6é un analisis de regresion logistica mdiltiple paso a
paso con el fin de determinar qué variables fueron predictoras independientes de
la aparicién de anergia cutanea en el paciente con infeccion por el VIH. Entraron
en el analisis aquellas variables que en el analisis univariante habian mostrado

una asociacion con la aparicién de anergia con una significacién de P menor de

0,05.

5.5.- ANALISIS ESTADISTICO EN LA TERCERA FASE DEL ESTUDIO.

Las medias del contaje de linfocitos T CD4+/uL, del logo de la carga viral y
de la CMB en el momento de la primera evaluacion fueron comparadas con las
medias de las mismas variables en el momento de la segunda evaluacion

mediante la t de Student para dos muestras apareadas. Posteriormente se
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calcularon las nuevas variables diferencia en el recuento de linfocitos T CD4+,
diferencia en la carga viral, diferencia en la CMB y dias transcurridos, definidas en
el apartado 4.3.2.

A continuacién se realiz6 un andlisis univariante con la variable cambio de
anérgico a reactor como variable dependiente y, como variables independientes,
las nuevas variables mencionadas y aquellas variables que se asociaron de
forma independiente con la presencia de anergia en la segunda fase del estudio.
Se consideré que una variable tenia asociacion con el cambio de anérgico a
reactor cuando el valor de P asociado a la prueba era menor de 0,05.

Finalmente se realizé6 un analisis de regresion logistica multiple paso a paso
con el fin de determinar qué variables fueron predictoras independientes del
cambio de anérgico a reactor. Entraron en el analisis aquellas variables que en el

analisis univariante habian mostrado una significacion de P menor de 0,10.

5.6.- PAQUETE ESTADISTICO.

Los datos de las tres partes de este trabajo fueron analizados mediante el

paquete estadistico SPSS para Windows (version 6.1, SPSS, Chicago).
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INFECCION VIH Y ANERGIA CUTANEA: HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

APELLIDOS;

NOMBRE:

SEXO:

EDAD:

N° HISTORIA:

RIESGO PARA LA INFECCION VIH:

1. UDl 2.HOMO 3.HEMO

4HETERO 5.0TRO/SIN
CD4: CD4 %: CDs:
CARGA VIRAL: B-2: ANTIGENO P24:| +
S | N S |N
ESTADIO CDC 93: SIDA : TRATAMIENTO:
ALBUMINA: PREALBUMINA: TRANSFERRINA:
A RELLENAR POR ATS DEL H. DE DIA: TESTS: EVALUACION:| 1 2
CONTRAINDICACION A TESTS CUTANEOS: ALERGIA AL HUEVO: EMBARAZO:
PESO: TALLA: CIRCUNFERENCIA] PLIEGUE:
FECHA TEST: FECHA LECTURA:
BRAZO DERECHO BRAZO IZQUIERDO
PPD
PR TE
TR DI
CA ES PAROT. TETANOS
GL B
CANDIDA




Analisis de las respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada en personas infectadas por el VIH Q1

IV. RESULTADOS
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1.- COMPARACION DE DOS METODOS PARA EL ESTUDIO DE LAS
RESPUESTAS CUTANEAS DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA EN
PACIENTES CON INFECCION POR EL VIH

1.1.- ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LA POBLACION.

Durante 15 meses (entre el 29 de noviembre de 1995 y el 4 de marzo de
1997), las respuestas cutdneas de hipersensibilidad retardada fueron
estudiadas en 418 pacientes con infeccion confirmada por VIH (ELISA y
Western blot) mediante la aplicacion simultanea del panel de cuatro antigenos
por técnica de Mantoux y del panel de siete antigenos liberados por
MULTITEST. De estos 418 pacientes, 59 no retornaron en 48-72 horas para la
lectura de las respuestas a los tests cutaneos, por lo que el estudio se
complet6 en 359 pacientes.

De los 359 pacientes, 276 fueron hombres (77%) y 83 mujeres (23%). La
edad media de los pacientes fue de 32 afios (DE 8 afios), la mediana 31 afios y el
rango 16-74 afos.

El grupo de riesgo para la adquisicion de la infeccion por el VIH se distribuy6
como sigue: 199 pacientes tenian antecedentes de ser UDI, lo cual supuso un
55% de los pacientes, 77 (22%) tuvieron practicas heterosexuales de riesgo, 73
(20%) eran varones homosexuales y 10 (3%) eran hemofilicos. El 32,7% de los
pacientes referia el antecedente de haber estado en prision.

La cifra media de linfocitos T CD4+ de los pacientes en el momento de la

aplicacién de los tests cutaneos fue de 387/ul (DE 256/uL), con una mediana

de 348/uL y un rango entre 2 y 1326/uL. Al estratificar por niveles de linfocitos T
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CD4+, los porcentajes de pacientes con cifra menor a 50/uL, de 50 a 199/uL, de
200 a 499/uL e igual o mayor a 500/uL, fueron, respectivamente, 8,9%, 17,3%,
42,9% y 30,9%.

De los 359 pacientes, 126 (35%) cumplian criterios de SIDA segln la
clasificacién de los CDC de 1993. La distribucién por estadios fue como sigue:
estadio A: 212 pacientes (59%); estadio B: 90 pacientes (25%); y estadio C: 57
pacientes (16%).

En el momento de la evaluacién con los tests cutaneos, 151 pacientes (42%)
estaban tomando tratamiento antirretroviral (monoterapia o biterapia con

analogos de los nucleésidos).

1.2.- PREVALENCIA DE ANERGIA CUTANEA Y COMPARACION DE LAS
RESPUESTAS A LOS DOS PANELES ANTIGENICOS.

La tabla | muestra las respuestas positivas de los pacientes a cada uno de
los dos paneles antigénicos, asi como los porcentajes de anergia verdadera y
estratificando los datos segun distintos niveles de linfocitos T CD4+. De los 359
pacientes, 94 (26,2%,; ICos: 21,7% — 30,7%) fueron verdaderos anérgicos, por lo
que 265 (73,8%,; ICgs: 69,3% — 78,3%) reaccionaron a alguno de los dos paneles.
Hubo 212 pacientes (59,1%; ICgs: 54% - 64,1%) que reaccionaron
simultaneamente a los dos paneles antigénicos. Analizando cada panel por
separado, hubo 256 pacientes (71,3%; ICgs: 66,7% — 75,9%) con una respuesta
positiva al panel de antigenos aplicados por técnica de Mantoux, y 221 (61,6%;

ICgs: 56,5% — 66,6%) con respuesta positiva a MULTITEST.



TABLA |. Respuestas de los pacientes con infeccion por el VIH a MULTITEST y al panel de cuatro antigenos

administrados por técnica de Mantoux, segun distintos niveles de linfocitos T CD4+.

Linfocitos T
MT (-) AM (-) AM (+) MT(+) MT(+) AM(+) | MT(+) AM(-) | MT(-) AM(+) P*
CD4+ por uL
<50
32 26 (81,2%) 4 (12,5%) 5 (15,6%) 3(9,3%) 2 (6,2%) 1 (3,1%) NS
n=
50 - 199
62 27 (43,5%) 33 (53,2%) 23 (37,1%) 21 (33,8%) 2 (3,2%) 12 (19,3%) <0,02
n=
200 - 499
154 34 (22,1%) 117 (76%) 103 (66,9%) 100 (65%) 3 (1,9%) 17 (11%) <0,003
n=
> 500
111 7 (6,3%) 102 (91,9%) 90 (81,1%) 88 (79,2%) 2 (1,8%) 14 (12,6%) <0,005
n=
Todos
359 94 (26,2%) 256 (71,3%) | 221 (61,6%) | 212 (59,1%) 9 (2,5%) 44 (12,3%) | <0,0001
n=

Los porcentajes entre paréntesis estan calculados respecto al nimero de pacientes en cada estrato de linfocitos T CD4+.

MT= MULTITEST,; AM = panel de antigenos administrados por técnica de Mantoux.

(+) = respuesta positiva; (-) = respuesta negativa.

*Los valores de P fueron determinados con el test de McNemar para datos apareados.
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El niumero de pacientes con una respuesta positiva a los antigenos aplicados
por técnica de Mantoux y simultaneamente anergia a MULTITEST fue de 44
(12,3%; 1Cgs: 9,5% - 15,6%), mientras que a la inversa, el nimero de pacientes
con una respuesta positva a MULTITEST y simultdneamente anergia a los
antigenos aplicados por técnica de Mantoux fue sélo de 9 (2,5%; ICgs: 0,9% -
4,1%) (P<0.0001, test de McNemar).

Como se observa en la tabla I, en todos los estratos de linfocitos T CD4+,
excepto en aquellos pacientes con recuento inferior a 50/uL, el panel de
antigenos por técnica de Mantoux produjo mas respuestas positivas que
MULTITEST, siendo estadisticamente significativas las diferencias. Si se
hubieran agrupado en un mismo grupo los pacientes con menos de 50 linfocitos T
CD4+/uL y los pacientes con 50-199/uL, el panel de antigenos aplicados por
técnica de Mantoux se mostraba superior a MULTITEST también en dicho grupo,

con diferencias significativas (P<0,05, datos no mostrados en la tabla).

1.3.- RELACION DE LAS RESPUESTAS A AMBOS PANELES ANTIGENICOS
CON EL CONTAJE DE LINFOCITOS T CD4+.

Con ambos paneles antigénicos se evidencié una asociaciéon entre el
nimero absoluto de linfocitos T CD4+ y la presencia o ausencia de respuesta
positiva al panel antigénico. Asi, la media de los linfocitos T CD4+ en los
reactores a MULTITEST fue de 468/uL versus 257/uL en los anérgicos a este
dispositivo (P<0.001). En los reactores a los antigenos por técnica de Mantoux, la
media de linfocitos T CD4+ fue de 458/uL versus 208/uL en los anérgicos a este

panel antigénico (P<0.001).
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Ademas, como se observa en la tabla I, el porcentaje de respuestas
positivas a cada panel aumenté progresivamente a medida que lo hacian los
niveles de linfocitos T CD4+, lo cual se correspondia con el aumento del
porcentaje de verdaderos anérgicos que se producia a medida que disminuia el

recuento de linfocitos T CD4+.

1.4.- ESTUDIO DE LAS RESPUESTAS A LOS ANTIGENOS INDIVIDUALES
DE AMBOS PANELES ANTIGENICOS.

Las respuestas totales y estratificadas por niveles de linfocitos T CD4+, a
cada uno por separado de los 11 antigenos administrados con los dos paneles,
se muestran en la tabla Il.

De los antigenos aplicados por técnica de Mantoux, C. albicans y toxoide
tetanico produjeron tasas de respuestas positivas parecidas: 52,4% (ICgs: 47,2% -
57,6%) para C. albicans y 47,4% (ICgs: 42,2% - 52,6%) para toxoide tetanico
(diferencia no significativa, test de McNemar). La tasa de respuestas positivas
para el antigeno del virus de la parotiditis fue del 37,9% (ICos: 32,9% - 42,9%), ¥
para la PPD del 26,2% (ICgs: 21,6% - 30,7%). Hubo una diferencia significativa en
la proporcion de respuestas positivas con C. albicans y toxoide tetanico,
respectivamente, respecto a la proporcion de respuestas positivas con el
antigeno del virus de la parotiditis (P<0,0001 para C. albicans versus antigeno del
virus de la parotiditis, y P<0,003 para toxoide tetanico versus antigeno del virus

de la parotiditis, test de McNemar).



TABLA Il. Respuestas de los pacientes con infeccién por el VIH a los distintos antigenos aplicados por técnica de Mantoux y por
MULTITEST, segin distintos niveles de linfocitos T CD4+.

Linfocitos T .
Tétanos C. albicans | Parotiditis PPD Tb Can Tet Tri Dif Est Pro
CD4+ por L
<50
32 3(9,3%) 2 (6,2%) 3(9,3%) 1(3,1%) 2 (6,2%) 1(3,1%) 2 (6,2%) 1(3,1%) 0 (0%) 0 (0%) 3(9,3%)
n=
50 - 199
g2 23 (37,1%) | 20 (32,2%) | 15(24.2%) | 4 (6,4%) 6 (9,6%) 13(21%) | 13(21%) | 1(1,6%) 5 (8%) 1(1,6%) 8 (13%)
n=
200 — 499
=154 71 (46,1%) | 88 (57,1%) | 62 (40,2%) |48 (31,1%) | 55 (35,7%) |45 (29,2%) |52 (33,7%) | 3 (1,9%) 6 (3,8%) 8 (5,1%) | 15 (9,7%)
> 500
11 73 (65,7%) | 78 (70,2%) | 56 (50,4%) |41 (36,9%)| 45 (40,5%) |41 (36,9%) | 48 (43,2%)| 6 (54%) |15 (13,5%) 7 (6,3%) | 14 (12,6%)
n=
Todos
359 170 (47,4%) | 188 (52,4%) | 136 (37,9%) | 94 (26,2%) | 108 (30,1%) | 100 (28%) | 115 (32%) | 11 (3,1%) 26 (7,2%) | 16 (4,5%) | 40 (11,1%)
n=

Los porcentajes entre paréntesis estan calculados respecto al nimero de pacientes en cada estrato de linfocitos T CD4+.
Antigenos de MULTITEST: Tb= tuberculina. Can= Candida. Tet= tétanos. Tri= Trichophyton. Dif= difteria. Est= Streptococcus (grupo C).

Pro= Proteus mirabilis.
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Si se tiene en cuenta unicamente a los pacientes no anérgicos al panel de
antigenos por técnica de Mantoux, las tasas de respuestas positivas para
Candida, toxoide tetanico, antigeno del virus de la parotiditis y PPD fueron: 73%,
66%, 53% y 36,7%. Se debe sefalar que de los 94 pacientes con respuesta
positiva a PPD, 79 (84%) fueron UDI.

Hubo 24 pacientes (6,7%) que reaccionaron a C. albicans sin respuesta a los
otros tres antigenos administrados por técnica de Mantoux. Diecisiete pacientes
(4,73%) reaccionaron a toxoide tetanico sin respuesta a los otros tres antigenos
administrados por técnica de Mantoux. Diez pacientes (2,8%) reaccionaron a
PPD sin respuesta a los otros tres antigenos administrados por técnica de
Mantoux. Finalmente, sélo 4 pacientes (1,1% del total de pacientes, 1,5% de los
reactores al panel de antigenos aplicados por técnica de Mantoux) reaccionaron
al antigeno del virus de la parotiditis sin respuesta a los otros tres antigenos
administrados por técnica de Mantoux.

Las respuestas positivas a cada uno de los siete antigenos liberados por
MULTITEST fueron como sigue: Tétanos 32% (ICgs: 27,2% - 36,8%), tuberculina
30,1% (ICgs: 25,3% - 34,8%), Candida 28% % (ICes: 23,3% - 32,6%), Proteus
11,1% (I1Cgs: 7,8% - 14,3%), difteria 7,2% (ICqs: 4,5% - 9,9%), Streptococcus 4,5%
(ICg5: 2,3% - 6,6%), y Trichophyton 3,1% (ICes: 1,3% - 4,9%).

Los diametros (media + DE) de las respuestas positivas a los antigenos
aplicados por técnica de Mantoux fueron: PPD 15,6 + 6 mm, antigeno del virus de
la parotiditis 11,6 + 6 mm, C. albicans 11,3 + 5 mm y toxoide tetanico 8,9 + 5 mm.
Por otro lado, los diametros de las respuestas positivas a los antigenos liberados

por MULTITEST fueron: tuberculina 7 + 4 mm, tétanos 6 + 3 mm, difteria 4 + 2
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mm, Candida 3,7 + 2 mm, Trichophyton 3,5 + 1 mm, Streptococcus 3,3+ 1 mm,y
Proteus 3 + 1 mm. La media del score (puntuacién obtenida sumando los
diametros de las respuestas positivas a los distintos antigenos de MULTITEST)
fue de 10 + 6 mm. La media del score obtenida del mismo modo para los
antigenos aplicados por técnica de Mantoux fue de 25,7 + 13 mm. Si se hubieran
considerado positivas las induraciones de 1-4 mm para los antigenos aplicados
por técnica de Mantoux (no sélo las que eran >5 mm), el score medio hubiera
sidode 24,5 + 14 mm.

En 13 pacientes la PPD mostr6 una respuesta de 1-4 mm. En todos ellos se
realiz6 un segundo test con PPD a la semana del primero buscando el efecto
booster, obteniendo en 9 de ellos (69%) una respuesta positiva a PPD (=5 mm).
Es de destacar que 7 de estos 9 pacientes tenian un respuesta positiva a la
tuberculina de MULTITEST.

Una comparacion directa de las respuestas a la tuberculina de MULTITEST
(old tuberculin) con la PPD aplicada por técnica de Mantoux mostré que 91
pacientes (25,3%) reaccionaron a ambos antigenos, 248 (69%) a ninguno de los
dos, 17 (4,7%) reaccionaron a la tuberculina de MULTITEST pero no a PPD,
mientras que 3 (0,8%) reaccionaron a PPD pero no a la tuberculina de
MULTITEST (P<0.003, test de McNemar). Usando la PPD como el estandar oro
para la deteccion de infeccién tuberéulosa, la tuberculina de MULTITEST tendria
una sensibilidad de 97%, una especificidad del 94%, un valor predictivo positivo
del 84% y un valor predictivo negativo del 99%.

A diferencia de lo ocurrido con la tuberculina, la comparacién directa de las

respuestas del antigeno de Candida de MULITEST con C. albicans aplicada por
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técnica de Mantoux, mostré una mayor superioridad de esta (itima para obtener
respuestas positivas. Hubo 95 pacientes (26,4%) que reaccionaron a ambos
antigenos, 166 (46,2%) a ninguno de los dos, 5 (1,4%) reaccionaron a Candida
de MULTITEST pero no a C. albicans aplicada por técnica de Mantoux, mientras
que 93 (25,9%) reaccionaron a C. albicans aplicada por técnica de Mantoux pero
no a Candida de MULTITEST (P<0.0001, test de McNemar).

Con el toxoide tetanico ocurri6 lo mismo que con Candida. Hubo 104
pacientes (29%) que reaccionaron a ambos antigenos, 178 (49,6%) a ninguno de
los dos, 11 (3%) reaccionaron a tétanos de MULTITEST pero no a toxoide
tetanico aplicado por técnica de Mantoux, mientras que 66 (18,4%) reaccionaron
a toxoide tetanico aplicado por técnica de Mantoux pero no a tétanos de

MULTITEST (P<0.0001, test de McNemar).

1.5.- ESTUDIO DE LAS RESPUESTAS A DISTINTAS COMBINACIONES DE
LOS ANTIGENOS DEL PANEL APLICADO POR TECNICA DE MANTOUX.

En el panel de antigenos aplicados por técnica de Mantoux, las tasas de
respuestas positivas a las posibles combinaciones de PPD mas dos de los tres
antigenos que la acompaian, fueron: 70,2% (ICes: 65,4% — 74,9%) para la
combinacion C. albicans-toxoide tetanico-PPD; 66,6% (ICos: 61,7% — 71,5%) para
la combinacion C. albicans-antigeno del virus de la parotiditis-PPD; y 64,6% (ICgs:
59,6% — 69,5%) para toxoide tetanico-antigeno del virus de la parotiditis-PPD
(ICgs: 68 - 77%).

La tabla Ill compara las respuestas a MULTITEST con las respuestas a cada

una de estas combinaciones de tres antigenos aplicados por técnica de Mantoux.



TABLA lll. Respuestas de los pacientes con infeccién por el VIH a MULTITEST versus tres combinaciones
diferentes de PPD mas dos de los tres antigenos que la acompaiian en el panel administrado por técnica

de Mantoux.

Combinaciones

de AM

Los porcentajes entre paréntesis estan calculados respecto al nimero total de pacientes.

MULTITEST

(+) () pP*

C. albicans-toxoide (+) 212 (59%) 40 (11%)

<0,0001
tetanico-PPD () 9 (2,5%) 98 (27%)
C. albicans- (+) 203 (56%) 36 (10%)
<0,03
parotiditis-PPD (=) 18 (5%) 102 (28%)
Toxoide tetanico- (+) 198 (55%) 34 (9%)

NS

parotiditis-PPD () 23 (6%) 104 (29%)

AM = panel de antigenos administrados por técnica de Mantoux.

(+) = respuesta positiva; (-) = respuesta negativa.

*Los valores de P fueron determinados con el test de McNemar para datos apareados (el cual analiza las

diferencias entre las casillas +/- y -/+).
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Como se observa en la tabla lll, las dos combinaciones que incluian a C.
albicans (C. albicans-toxoide tetanico-PPD y C. albicans-antigeno del virus de la
parotiditis-PPD) fueron superiores a MULTITEST para detectar respuestas
cutaneas de hipersensibilidad retardada (P<0.0001 y P<0,03 respectivamente,
test de McNemar), mientras que las respuestas obtenidas con la combinacion
toxoide tetanico-antigeno del virus de la parotidits-PPD no fueron
estadisticamente superiores a las obtenidas con MULTITEST.

Al analizar estos resultados estratificando por niveles de linfocitos T CD4+, la
combinaciéon de C. albicans-toxoide tetanico-PPD fue la Unica de las tres
combinaciones que fue superior a MULTITEST, y no en todos los estratos de
linfocitos T CD4+. Concretamente en el nivel de 200-499/uL y en el nivel de
>500/uL, fue donde las diferencias fueron significativas, y no se encontraron
diferencias en los pacientes con menor recuento de CD4+ (pacientes con menos
de 50 CD4+/uL y pacientes con 50-199 CD4+/ul), aunque debe mencionarse que
en el grupo con 50-199 CD4+/uL se rozé la significacion estadistica (P=0,06).

Estos datos se muestran con mas detalle en la tabla IV.



TABLA IV. Respuestas de los pacientes a MULTITEST versus la combinacion de C. albicans-toxoide

tetanico-PPD administrados por técnica de Mantoux al estratificar por niveles de linfocitos T CD4+.

C. albicans-
toxoide

tetanico-PPD

MULTITEST
() () p*
CD4 < 50/l (+) 3 1
NS
n=32 (-) 2 26
CD4 50 — 199/l (+) 21 9
NS (0,06)
N=62 () 2 30
CD4 200 — 499/pL (+) 100 16
<0,005
n=154 (-) 3 35
CD4 > 500/uL (+) 88 14
<0,005
n=111 (-) 2 7

*Los valores de P fueron determinados con el test de McNemar para datos apareados (el cual analiza las

diferencias entre las casillas +/- y -/+).

SOaviinNs3y

€0l



RESULTADOS 104

1.6.- EFECTO DEL CAMBIO DEL PUNTO DE CORTE PARA CONSIDERAR
UNA INDURACION COMO POSITIVA EN EL PANEL DE ANTIGENOS
APLICADOS POR TECNICA DE MANTOUX.

Si el punto de corte para considerar una induracién como positiva con los
antigenos administrados por técnica de Mantoux se hubiera bajado de 5 mm a 2
mm, las diferencias entre ambos paneles antigénicos serian aun mas evidentes.
Asi, el porcentaje de respuestas positivas para el panel de cuatro antigenos por
técnica de Mantoux aumentaria de 71,3% a 75% (ICgs. 71% - 80%), y para las
combinaciones de PPD mas dos de los tres antigenos de control aumentaria
como sigue: de 70,2% a 73% (ICos: 68% - 78%) para la combinacion C. albicans-
toxoide tetanico-PPD; de 66,6% a 71% (ICgs: 66% - 76%) para la combinacion C.
albicans-antigeno de parotiditis-PPD; y de 64,6% a 72% (ICes: 67% - 77%) para
la combinacién toxoide tetanico-antigeno de parotiditis-PPD (P<0,0001 para las

cuatro comparaciones de cada una de estas combinaciones con MULTITEST).

1.7.- ELECCION DE LOS ANTIGENOS A APLICAR EN LA SEGUNDA PARTE
DEL ESTUDIO.

Una vez analizada las respuestas a ambos paneles y a los distintas
combinaciones del panel mas eficaz, se eligié la combinacion de C. albicans-
toxoide tetanico-PPD aplicados por técnica de Mantoux para ser empleada en la
segunda parte del estudio, eliminando al antigeno del virus de la parotiditis, dada
su escasa aportacion a la bateria formada por los otros tres antigenos (sélo uno
de cada 100 pacientes era catalogado erréneamente como anérgico a los

antigenos aplicados por técnica de Mantoux al no afadir este antigeno).
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2.- ESTUDIO DE LAS VARIABLES QUE SE RELACIONAN DE MANERA
INDEPENDIENTE CON LA PRESENCIA DE ANERGIA CUTANEA EN LOS
PACIENTES CON INFECCION POR EL VIH

2.1.- ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LA POBLACION.

2.1.1.- Pacientes incluidos. Durante 14 meses (entre el 5 de marzo de
1997 y el 30 de junio de 1998), las respuestas cutaneas de hipersensibilidad
retardada fueron estudiadas mediante la aplicacién de C. albicans, toxoide
tetanico y PPD aplicados por técnica de Mantoux en 662 pacientes con
infeccién confirmada por VIH. De estos 662 pacientes, 83 no retornaron en 48-
72 horas para la lectura de las respuestas a los tests cutaneos, y otros 69
tuvieron incompleta la recogida de datos, por lo que el estudio se completd en
510 pacientes.

2.1.2.- Variable dependiente: anergia cutanea. Del total de pacientes,
176 (34,5%) fueron anérgicos, mientras que 334 (65,5%) fueron reactores a
alguno de los antigenos administrados.

2.1.3.- Variables independientes. En la tabla V y VI se resume el estudio
descriptivo de los parametros demograficos, epidemiolégicos, nutricionales,

inmunoldgicos, viroldgicos y terapéuticos de los pacientes.
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Tabla V. Parametros demograficos, epidemiolégicos, nutricionales,
inmunolégicos, virolégicos y terapéuticos en 510 pacientes con infeccion

por el VIH. Estudio descriptivo de los parametros cualitativos.

Parametros Porcentaje
Anergia

Si 34,5%
No 65,5%
Sexo

Mujer 21,6%
Hombre 78,4%
Grupo de riesgo

Hemofilicos 1,8%
Homosexuales 20,8%
Heterosexuales 17.6%
UDI 59,8%
Albimina (g/dL)

<3 7,8%
>3 92,2%
CB (% de la ideal)

<75 6,1%
=75 93,9%
CMB (% de la ideal)

<75 5,3%
>75 94.7%
IAMB (% del ideal)

<75 50%
>75 50%
IMC (% del ideal)

<75 8,4%
>75 91,6%
IPN (%)

>50 5,4%
<50 94,6%
PCT (% del ideal)

<75 49,6%
>75 50,4%
Peso (% del ideal)

<75 7.2%
>75 92,8%
Puntuacion nutricional (puntos)

6-9 10,5%
3-5 89,5%
Estadio infeccién VIH

B6C 50,7%
A 49.3%
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Tabla V (continuacién). Parametros demograficos, epidemiolégicos,
nutricionales, inmunolégicos, virolégicos y terapéuticos en 510 pacientes

con infeccion por el VIH. Estudio descriptivo de los parametros

cualitativos.
Parametros Porcentaje
Linfocitos T CD4+/uL
<50 9,6%
50-199 18,.2%
200 - 499 45,7%
> 500 26,5%
SIDA
Si 49 8%
No 50,2%
Antigeno p24
Paositivo 23%
Negativo 77%
Tratamiento antirretroviral
Si 52%
No 48%

CB=circunferencia braquial. CMB=circunferencia muscular del brazo. IAMB=indice
adiposo muscular del brazo. IMC=indice de masa corporal. IPN=indice pronoéstico
nutricional. PCT=pliegue cutaneo tricipital. UDI=usuario de drogas inyectadas.
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Tabla VI. Parametros demograficos, epidemioldgicos, nutricionales,
inmunolégicos, virolégicos y terapéuticos en 510 pacientes con infeccion

por el VIH. Estudio descriptivo de los parametros cuantitativos.

Parametros Media DE Mediana Rango
Edad (afios) 33 7 32 16 — 66
AGB (cm?) 16,6 9,3 14,2 4,07 - 66,05
Albumina (g/dL) 4,01 0,7 3,9 0,8-6
CB (cm) 27,5 3.2 28 15-40
CMB (cm) 236 33 23,6 129-355
IAMB 0,39 0,28 0,3 0,08 - 1,91
IMC (kg/m°) 23,06 3.2 228 16 — 40,2
PCT (mm) 12,6 6,7 11 4-39
Peso (kg) 67,2 11,02 67 40 - 118
Prealbumina (mg/dL) 22,03 6,7 218 1,1-43
Talla (cm) 170,5 8 172 147 — 192
Transferrina (mg/dL) 278,1 63,5 274 82 - 505
Linfocitos T Cd4+/ul. 348 255 320 1-1.816
Linfocitos T CD4+ (%) 19,4 10,3 19 0,2-57
Linfocitos T CD8+/uL 1.091 584 956 18 -5.038
Linfocitos T: Cociente CD4+/CD8+ 0,4 0,3 0,3 0,004 -2,1
Beta-2-microglobulina (mg/L) 2,3 0,9 2,2 08-83
Carga viral: copias ARN/mL 185.142 588.602 13.182 50 - 8.849.106
Carga viral: logo 4,01 1,38 4,12 1,69 — 6,94

AGB=érea grasa del brazo. CB=circunferencia braquial. CMB=circunferencia muscular
del brazo. IAMB=indice adiposo muscular del brazo. IMC=indice de masa corporal.
PCT=pliegue cutaneo tricipital.
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2.2.- FACTORES DE RIESGO PARA LA APARICION DE ANERGIA
CUTANEA EN LOS PACIENTES CON INFECCION POR EL VIH: ANALISIS
UNIVARIANTE.

Los resultados de este analisis se muestran en las tablas VIl y VIII.

2.3.- FACTORES DE RIESGO PARA LA APARICION DE ANERGIA
CUTANEA EN LOS PACIENTES CON INFECCION POR EL VIH: ANALISIS
MULTIVARIANTE.

Las variables que en el apartado anterior mostraron una asociacién
estadistica (con un valor de P menor de 0,05) con la presencia de anergia
cutanea fueron seleccionadas para el analisis multivariante. Los resultados de

este analisis se expresan en la tabla IX.
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Tabla VII. Factores de riesgo para la aparicion de anergia cutanea.

Analisis univariante de factores cualitativos.

Factores Prevalencia de anergia (%) | Odds ratio (ICgs) P
Sexo

Mujer 447 1,7(1,2-25) 0,002
Hombre 31,8 1

Grupo de riesgo NS
Hemofilicos 42,3 16 (0,7-3,6) NS
Homosexuales 38,7 1,4(0,9-19) NS
Heterosexuales 37,5 1,3(0,9-1,8) NS

ubl 31,1 1

UDI

No 38,3 1,4(1,07-17) 0,01

Si 31,1 1

Albumina (g/dL)

<3 61,1 29(1,1-76) 0,02

>3 35,3 1

CB (% de la ideal)

<75 87 14,4 (6 — 34,5) <0,00001
>75 31,6 1

CMB (% de la ideal)

<75 92,5 26,5(8,1—-86,9) <0,00001
>75 31,7 1

1AMB (% del ideal)

<75 35,1 1,01 (0,7-14) NS

>75 34,8 1

IMC (% del ideal)

<75 52,2 22(1,4-37) 0,001
>75 32,7 1

IPN (%)

> 50 59,3 32(14-7) 0,002
<50 31,5 1

PCT (% del ideal)

<75 40,9 1,7(12-22) 0,0009
>75 29,4 1

Peso (% del ideal)

<75 45,5 1,5(0,6 - 3,5) NS

>75 36 1

Puntuacién nutricional (puntos)

6-9 64,3 35(1,5-7.8) 0,001
3-5 34,2 1

Estadio infeccion VIH

B6C 53,9 4,1(3-5,6) <0,00001
A 22,1 1

Linfocitos T CD4+/ul. <0,00001
<50 90,7 70,3 (29,1 - 170,1) <0,00001
50-199 55,2 89(52-152) <0,00001
200 — 499 277 2,8(1,7-4,5) 0,00002
> 500 121 1

SIDA

Si 58,1 57(41-79) <0,00001
No 19,5 1
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Tabla VII (continuacién). Factores de riesgo para la aparicion de anergia

cutanea. Analisis univariante de factores cualitativos.

Factores Prevalencia de anergia (%) | Odds ratio (ICys) P
Antigeno p24

Positivo 30,5 1,05(0,5-2) NS
Negativo 29,5 1

Tratamiento antirretroviral

Si 1.4 2,05(1,4-3) 0,0001
No 25,6 1

Tabla VIIl. Factores de riesgo para la aparicion de anergia cutanea.

Analisis univariante de factores cuantitativos.

Anérgicos No anérgicos

Factores n =176 (34,5 %) n = 334 (65,5 %) P

Media (DE) [mediana] {[Media (DE) [mediana]
Edad (afios) 333 (8,1) [32] 31,9 6,9 [31] 0.02
AGB (cm®) 157 (8,3) [12,7] 17,1 (9.8) [14,5] <0,05
CB (cm) 269 (34 [271 27,9 (3,5) [28] 0,001
CMB (cm) 29 (34 [231] 23,9 (3.3) [23,7] <0,001
IAMB 038 (0,24) [0,3] 0,39 (0,27) [0,31] NS
IMC (kg/m®) 24 (33) [22,2] 23,2 (34) [22,9] <0,001
PCT (mm) 126 (64) [11] 13,056 (7) [12] NS
Peso (kg) 64,7 (10,9) [65] 67,6 (11,6) [67] <0,001
Prealbumina (mg/dL) 209 (6,8) [20,5] 21,9 (5.,8) [21,6] NS
Talla (cm) 169,7 (8,4) [170] 1706 (7,7) [170] NS
Transferrina (mg/dL) 2657 (70,7) [264] 262,3 (52,6) [260] NS
Linfocitos T CD4+ (%) 13,3 (96) [12] 22,8 (9,5) [22,6] <0,001
Linfocitos T CD8+/uL 949,8 (635,4) [816,5] 1107,8 (578,5) [993] <0,001
Cociente CD4+/CD8+ 025 (0,23) [0,19] 0,46 (0,28) [0,41] <0,001
Beta-2-microglobulina (mg/L) | 2,6 (1,09) [2,5] 2,2 0,7) [21] 0,001
Carga viral: logso 462 (1,28) [4,84] 3,68 (1,15) [3,81] <0,001

Abreviaturas para las tablas VIl y Vill: AGB=area grasa del brazo. CB=circunferencia braquial.
CMB=circunferencia muscular del brazo. IAMB=indice adiposo muscular del brazo. IMC=indice

de masa corporal.

UDI=usuario de drogas inyectadas.

IPN=indice pronéstico nutricional.

PCT=pliegue cutaneo tricipital.




Tabla IX. Factores de riesgo que se asociaron de forma independiente con la presencia de anergia cutanea.

Variable Beta Error E P Odds ratio IC 95%
Estadio infeccion VIHB 6 C 0,8282 0,2735 0,0025 2,29 1,34 - 3,91
Linfocitos T CD4+/uL

200 — 499 0,5184 0,3503 0,1389 1,68 0,84 - 3,34

50-199 1,2230 0,3984 0,0021 3,40 1,56 - 7,42

<50 2,6684 0,8576 0,0019 14,42 2,68 -77,42
Log1o de la carga viral 0,3643 0,0946 0,0001 1,44 1,20-1,73
CMB -0,1308 0,0408 0,0013 0,88 0,81-0,95
Constante 0,1249 1,0090 0,9015

Inicial Final Diferencia gl P

-2 Log Verosimilitud 451,9785 363,577 88,401 6 <0,0001
Bondad de ajuste 347,134

Ecuacién de regresion que ajusta el modelo:

P=

1+e —(0,1249 + 0,8282 estadio B 6 C + 0,5184 CD4 200-499 + 1,2230 CD4 50-199 + 2,6684 CD4<50 + 0,3643 log carga viral - 0,1308 CMB)

CMB-= circunferencia muscular del brazo.
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De la tabla IX se deducen los siguientes hechos:

1. Los pacientes con estadio B 6 C tuvieron 2,29 veces mas riesgo de anergia
cutanea que los pacientes en estadio A.

2. A medida que el nivel de linfocitos T CD4+ disminuye, aumenta
sustancialmente el riesgo de anergia. Asi, con respecto a los pacientes con
una cifra de linfocitos T CD4+ igual o superior a 500/uL, un nivel de menos
de 50/uL multiplica el riesgo de anergia por 14,42; un nivel de 50-199 lo
multiplica por 3,40; y un nivel de 200-499 lo multiplica por 1,68 (aunque en
esta Ultima comparacion la diferencia no fue significativa: ICg5 0,84 — 3,34).

3. Por cada incremento en una unidad del log1o de la carga viral (o lo que es lo
mismo, al multiplicar por 10 la carga viral) la probabilidad de ser anérgico
aumenta un 44% (el riesgo de anergia se multiplica por 1,44).

4. Por cada cm que aumenta la CMB, el riesgo de anergia “aumenta” 0,88
veces, 0 lo que es lo mismo, disminuye un 14% (1/0,88=1,14).

5. Con el modelo multivariante obtenido se puede calcular la probabilidad de
anergia en funcién de las caracteristicas de los pacientes (factores de
riesgo incluidos en la ecuacion). Asi por ejemplo, la probabilidad de anergia
para un paciente en estadio C, con una cifra actual de linfocitos T CD4+
menor de 50/uL, una carga viral de 100.000 copias/mL (logio = 5) y una

CMB de 20 cm, seria, como se deduce de la ecuacion siguiente, del 94%:

1

p= = 0,04
1+ e (0,1249 + 0,8282 + 2,6684 + (0,3643 x 5) — (0,1308 x 20)
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3.- ESTUDIO DE LAS VARIABLES QUE SE RELACIONAN CON LA
RECUPERACION DE LAS RESPUESTAS CUTANEAS DE
HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA EN PACIENTES CON INFECCION POR
EL VIH PREVIAMENTE ANERGICOS.

3.1.- ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LA POBLACION.

3.1.1.- Pacientes incluidos. En esta tercera fase del estudio se repitieron
los tests cutaneos a los pacientes anérgicos de la etapa anterior tras un periodo
de 6 a 18 meses. Del total de 176 anérgicos de la segunda fase del estudio, a
156 pacientes se les repitieron y leyeron las respuestas al panel antigénico
formado por los mismos antigenos de la etapa anterior (C. albicans, toxoide
tetanico y PPD aplicados por técnica de Mantoux). Esta tercera etapa terminé el
30 de septiembre de 1999 (fecha en la que se le repitieron las pruebas cutaneas
al altimo paciente).

3.1.2.- Tratamiento antirretroviral. Los 156 pacientes recibieron HAART
durante el intervalo de tiempo entre la primera y segunda valoracién de las
respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada. En el momento de la
segunda evaluacion todos los pacientes estaban recibiendo HAART durante un
periodo continuado de al menos 3 meses.

3.1.3.- Variable dependiente: cambio de anérgico a reactor. De los 156
pacientes, 100 (64,1%; ICos: 56,6% - 71,6%) cambiaron de anérgicos a reactores
tras la segunda determinacién de las respuestas cutaneas de hipersensibilidad
retardada con los tests cutaneos, mientras que 56 (35,9%; ICos: 28,4% - 43,4%)

permanecieron anérgicos.
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3.1.4.- Respuestas positivas a PPD en la segunda evaluacion con tests
cutaneos. Siete de los 156 pacientes previamente anérgicos presentaron
respuesta positiva a PPD en la segunda evaluacién con tests cutaneos, lo cual
representa un 4,5% (ICgs: 1,2% - 7,7%) de los pacientes anérgicos en la primera
evaluacion y un 7% de los pacientes que cambiaron de anérgicos a reactor (ICgs:
1,2% - 12%).

3.1.5.- Estudio descriptivo de las variables que se analizaron para
investigar el cambio de anérgico a reactor. Se incluyeron las variables que
en la segunda fase del estudio demostraron su asociacién independiente con la
presencia de anergia y cuatro nuevas variables que ya han sido definidas en

Material y Métodos.

3.1.5.1.- RECUENTO DE LINFOCITOS T CD4+ EN LA PRIMERA
EVALUACION. La cifra media de linfocitos T CD4+ de los 156 pacientes de esta
fase en el momento de la primera evaluacion fue de 218/uL (DE 189/uL), la
mediana 183/uL y el rango de 1 a 915. Al estratificar por niveles de linfocitos T
CD4+, 34 pacientes (21,8%) tuvieron una cifra menor a 50 linfocitos T CD4+ por
ul, 49 (31,4%) tuvieron de 50 a 199 linfocitos T CD4+ por pL, 59 (37,8%) de 200
a 499 linfocitos T CD4+ por pL, y 14 (9%) tuvieron una cifra de linfocitos T CD4+
igual o mayor a 500 por plL.

3.1.5.2.- LOGARITMO DE LA CARGA VIRAL EN LA PRIMERA
EVALUACION. Los 156 pacientes tenian en el momento de la primera
evaluacion con los tests cutdneos una carga viral media de 362.275 copias de

ARN/mL (DE 952.452 copias/mL) mientras que la mediana era de 60.000
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copias/mL (rango 50 — 8.849.106 copias/mL). El logso de la carga viral medio fue
de 4,49 (DE 1,29) y la mediana 4,77 (rango 1,7 — 6,94).

3.1.5.3.- ESTADIO DE LOS PACIENTES EN EL MOMENTO DE LA
PRIMERA EVALUACION: De los 156 pacientes, 97 (62,2%) estaban clasificados
en estadio B 6 C de los CDC de 1993 en el momento de la primera evaluacion, y
59 (37,8%) estaban clasificados en estadio A.

3.1.5.4.- CMB EN EL MOMENTO DE LA PRIMERA EVALUACION: La
media de la CMB fue de 23,37 cm (DE 3,5 cm), la mediana 23,4 y el rango de 13
a354.

3.1.5.5.- DIFERENCIA EN EL RECUENTO DE LINFOCITOS T CD4+.
Hubo un aumento significativo del nimero de linfocitos T CD4+ en el momento
de la segunda evaluacién con tests cutaneos respecto a la primera evaluacion.
Asi, la media del nimero de linfocitos T CD4+ pasé de 218/uL a 295,8/uL (DE
211) en el momento de la segunda evaluacioén (P<0,001).

La media de la nueva variable (diferencia entre el nimero de linfocitos T
CD4+ en el momento de la segunda evaluacién con tests cutaneos y el nimero
de linfocitos T CD4+ en el momento de la primera evaluacién) fue de 77,5/uL
(DE 160/uL), la mediana 46/uLy el rango de -252 a 606/puL.

3.1.5.6.- DIFERENCIA EN LA CARGA VIRAL. Hubo una disminucién
significativa del log1o de la carga viral en el momento de la segunda evaluacion
con tests cutaneos respecto a la primera. Asi, la media del logi de la carga
viral pasé de 4,49 a 3,18 (DE 1,52) en la segunda evaluacion (P<0,001).

La media de la nueva variable (diferencia entre el log1o de la carga viral en

el momento de la primera evaluacion con tests cutaneos menos el log de la
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carga viral en el momento de la segunda evaluacién) fue de 1,31 (DE 1,49), la
mediana 1,12 y el rango de —2,92 a 4,86.

3.1.5.7.- DIFERENCIA EN LA CMB. La variacion en la CMB fue
insignificante. La media de la CMB pas6 de 23,37 cm a 23,39 en la segunda
evaluacion.

La media de la nueva variable (diferencia entre la CMB en el momento de la
segunda evaluacion con tests cutaneos menos la CMB en el momento de la
primera evaluacion) fue de 0,028 (DE 3,05 cm), la mediana 0,19 cm y el rango de
-12,1a 13,7 cm.

3.1.5.8.- DIAS TRANSCURRIDOS: La media de dias franscurridos entre
las dos evaluaciones fue de 351 dias (DE 110 dias), la mediana 346 y el rango de

182 a 533.

3.2.- FACTORES QUE INFLUYEN EN EL CAMBIO DE ANERGICO A
REACTOR EN LA INFECCION POR EL VIH: ANALISIS UNIVARIANTE.

Los resultados de este andlisis se muestran en las tablas X y XI.

3.3.- FACTORES QUE INFLUYEN EN EL CAMBIO DE ANERGICO A
REACTOR EN LA INFECCION POR EL VIH: ANALISIS MULTIVARIANTE.
Las variables que en el apartado anterior mostraron una asociacién con el
cambio de anérgico a reactor con un valor de P menor de 0,10 fueron
seleccionadas para el analisis multivariante. Los resultados de este analisis se

expresan en la tabla XII.
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Tabla X. Factores que influyen en el cambio de anérgico a reactor en la

infeccion por el VIH. Analisis univariante de factores cualitativos.

Factores* Cambio de anérgico a reactor |Odds ratio (ICgs) P
Estadio infeccién VIH

A 74,1% 21(1,04 -4,4) <0,04
B6C 57,3% 1

Linfocitos T CD4+/uL NS (0,071)
> 500 85,7% 5,3(1,03-27,5) <0,04

200 - 499 71,2% 22(09-53) NS (0,076)
50 -199 57,1% 1,2(0,5-2,9) NS

<50 52,9% 1

*Ambas variables fueron medidas en la primera evaluacion con tests cutaneos.

Tabla Xl. Factores que influyen en el cambio de anérgico a reactor en la

infeccion por el VIH. Analisis univariante de factores cuantitativos.

Cambio a reactor Persisten anérgicos

Factores N = 100 (64,1 %) n = 56 (35,9 %) P

Media DE Mediana Media DE  Mediana
Linfocitos T CD4+ en la 12 evaluacion | 246 205 220 167 143 144 0,01
Log+o de la carga viral (12 evaluacion) 4,36 1,29 4,63 4,74 1,26 4,96 NS (0,089)
CMB en la 12 evaluacion 23,5 3,5 23,3 231 37 23,8 NS
Diferencia en linfocitos T CD4+/ul 1141 162,5 92 122 1334 0 <0,001
Diferencia en logso de carga viral 1,68 1,45 1,61 0,62 1,3 0,24 <0,001
Diferencia en {a CMB (cm) 0,34 27 0,62 -0,54 3,57 -0,78 NS
Dias transcurridos 346 113 343 362 107 371 NS

CMB=circunferencia muscular del brazo.
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Tabla Xll. Factores que se asociaron de forma independiente con el

cambio de anérgico a reactor.

Variable Beta Error E P Odds ratio IC 95%
Diferencia en CD4 (por mm3) 0,0064 0,0019 0,0005 1,0065 1,0026 - 1,0101
Diferencia en log de cargaviral  0,5567 0,1562 0,0004 1,7450 1,2847 - 2,3699
Linfocitos T CD4+/mm’ basales 0,0005
50 -199 0,6935 0,5697 NS 2,0007 0,6550 - 6,1111
200 — 499 1,8326 0,5977 0,0022 6,2497 1,9367 - 20,1658
> 500 3,7642 1,0216 0,0002 43,1302 5,8232 — 319,4293
Constante -1,6495 0,5318 0,0019
Inicial Final Diferencia Gl P
-2 Log Verosimilitud 197,4290 169,857 27,572 2 <0,0001
Bondad de ajuste 164,554

Ecuacién de regresion que ajusta el modelo:

P=

1+e ~(-1,6495 + 0,0064 diferencia CD4 + 0,5567 dif. carga viral + 0,6935 CD4 50-199 + 1,8325 CD4 200-500 + 3,7642 CD4>500)
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De la tabla Xl se deducen los siguientes hechos:

1. Por cada aumento en 1 linfocito T CD4+/uL entre la primera y segunda
evaluacién con tests cutaneos, la probabilidad de cambiar de anérgico a
reactor se multiplica por 1,0065. Esto implica que, por ejemplo, un aumento
en 50 linfocitos T CD4+/uL multiplicaria por 1,4 la probabilidad de cambiar

50x0,0064

de anérgico a reactor (e = 1,4), un aumento en 100 linfocitos T

CD4+/uL multiplicaria por 1,9 la probabilidad de cambiar de anérgico a

100x0,0064

reactor (e = 1,9), y un aumento en 200 linfocitos T CD4+/uL lo

multiplicaria por 3,6 (2200084 = 3 6),

2. Por cada reduccién en un logaritmo de la carga viral entre la primera y
segunda evaluaciéon con tests cutaneos, la probabilidad de cambiar de
anergico a reactor se multiplica por 1,74 (o lo que es lo mismo, aumenta un
74%). Una reduccién mayor, por ejemplo, en 2 logaritmos de carga viral,
multiplicaria por 3 la probabilidad de cambiar de anérgico a reactor (%%
= 3).

3. Los pacientes que tuvieron mayores recuentos de linfocitos en la primera
evaluacién con tests cutaneos (cuando fueron diagnosticados de anérgicos)
tuvieron mayor probabilidad de cambiar de anérgicos a reactores en la
segunda evaluacion. Los pacientes anérgicos con recuento igual o0 mayor a
500 CD4/uL y los pacientes anérgicos con 200-499 CD4/uL, tuvieron 43 y 6
veces, respectivamente, mas probabilidades de dejar de ser anérgicos que

los pacientes con recuento de CD4 mas bajo (menos de 50 CD4/puL). Los

pacientes con 50-199 CD4/ulL tuvieron las mismas probabilidades de dejar
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de ser anérgicos que los pacientes con menos de 50 CD4/uL (odds ratio 2,
pero 1Cgs 0,6 — 6).

4. Con el modelo multivariante obtenido se puede calcular la probabilidad del
cambio de anérgico a reactor en funcién de las caracteristicas de los
pacientes. Asi por ejemplo, la probabilidad de cambiar de anérgico a reactor
para un paciente con un recuento basal cuando se diagnosticdé de anérgico
de 250 linfocitos T CD4+/uL, un aumento en 100 linfocitos T CD4+/uL en la
segunda evaluacién y una reduccién de 1,5 logaritmos de carga viral con

respecto a la primera evaluacion, seria del 84%.

1

p= =0,84
1+e —(—1,6495 + 0,0064 x 100 + 0,5567 x 1,5 + 1,8325)
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PRIMERA PARTE: COMPARACION DE DOS METODOS PARA EL ESTUDIO
DE LAS RESPUESTAS CUTANEAS DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA
EN PACIENTES CON INFECCION POR EL VIH

1.- PREVALENCIA DE ANERGIA CUTANEA EN LOS PACIENTES CON
INFECCION POR EL VIH.

La prevalencia de anergia en una poblacién depende del nimero de
antigenos que se utilicen para investigarla, del tipo de antigenos, de la
inmunidad previa de la poblacién a dichos antigenos, de la preparacién de los
mismos (diluciones), del criterio para considerar una reaccién como positiva, y
del estado clinico de los pacientes®1%170195.203206 b | tanto, a la hora de
analizar porcentajes de anergia cutanea en determinados grupos de pacientes,
se debe tener en cuenta si los antigenos empleados se han mostrado eficaces
para producir respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada en Ila

poblacién sana de cada area geografica'’.

Prevalencia de anergia en nuestro estudio. En la primera parte de
este trabajo hemos observado que el 26% de los pacientes con infeccién por el
VIH de nuestro medio no mostré ninguna respuesta positiva a los antigenos de
MULTITEST ni a los antigenos del panel aplicado por técnica de Mantoux, y
fueron considerados por lo tanto verdaderos anérgicos. MULTITEST ya habia
mostrado su eficacia para detectar las respuestas cutaneas de
hipersensibilidad retardada en la poblacién sana en nuestro medio’®. Los

antigenos del panel aplicado por técnica de Mantoux fueron seleccionados tras
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mostrar una tasa adecuada de respuestas positivas en un grupo de voluntarios
sanos de edad similar a la de los pacientes. Estos datos, unido al alto nimero
de antigenos empleados, hacen que el porcentaje de anergia obtenido en
nuestro estudio refleje correctamente la prevalencia de dicho fenémeno en la

poblacién de pacientes con infeccién por el VIH de nuestro entorno geografico.

Prevalencia de anergia en otros estudios. Ningun estudio sobre
hipersensibilidad retardada en pacientes con infeccién por el VIH ha
investigado la administracion conjunta de MULTITEST y un panel de antigenos
administrados por técnica de Mantoux, por lo que los porcentajes de anergia de
estos pacientes en la literatura estan basados en uno u otro método. Un

resumen de todos estos estudios se muestra en la tabla XiIll.



TABLA XIll. Resumen de los estudios que han evaluado la presencia de anergia cutanea en pacientes con infeccién por

el VIH.
Autor Pais Antigenos Induracion N° pacientes VIH+ CD4/pL (M=media, Anérgicos
(aio) positiva (mm) m=mediana)
Sears”” EE.UU. Tétanos 1:10 1 347 No aportado 20%
1987 Parotiditis (homosexuales)
Candida 1:100
Trichophyton 1:30
Selwyn™ EE.UU. MULTITEST 2 217 No aportado 27%
1989 PPD (PPD: 10) (UDI)
Greenspan“;8 EE.UU. PPD 5 55 No aportado Progresores a SIDA: 82%
1991 Candida (estadio B) No progresores: 8%
Parotiditis
Trichophyton
Graham ™ EE.UU. Parotiditis 2 109 67% con CD4>350 33%
1992 Candida 1:100 (PPD: 5) (UD)
PPD
French®” Australia |MULTITEST 2 72 <200 la mayoria 58%
1992 (estadios B 6 C)
Birx'" EE.UU. Parotiditis 5 1236 59,3% con CD4>500 5% si CD4>500
1993 Tétanos 1:10 30,4% con CD4 200-500 | 11% si CD4 200-500
Tétanos 1:100 10,3% con CD4<200 38% si CD4<200
Candida 1:10
Candida 1:100
Trichophyton 1:30
PPD
Markowitz ™ EE.UU. PPD 5 1171 M=438 (m=410) 43,9%
1993 Trichophyton 1:100 (estadio A 6 B)
Parotiditis
Candida 1:100
Guelar™" Espafia MULTITEST 2 322 de 742 PPD(-) |377 73%
1993 PPD (PPD: 5)

NOISNOsId

GCl



TABLA Xl (continuacién). Resumen de los estudios que han evaluado la presencia de anergia cutanea en pacientes con

infeccion por el VIH.

Autor Pais Antigenos Induracion N° pacientes VIH+ CD4/uL (M=media, Anérgicos
(afio) positiva (mm) m=mediana)
Moreno ™™ Espafia SK-SD' 1 374 m=467 30%
1993 Candida’ (PPD: 5) Anérgicos m=135
PPD' PPD(+) m=684
PPD(-) no anérgicos m=564
Pape '’ Haiti PPD 5 118 No aportado 1,7%
1993 Parotiditis (asintomaticos)
Candida
Trichophyton
Blatt™ EE.UU. Parotiditis 5 889 7,1% con CD4<200 59,4% si CD4<200
1993 Candida 1:500 (PPD: 10) 11,6% con CD4:200-400 16,3% si CD4200-400
Tétanos 1.5 81% con CD4>400 5,4% si CD4>400
Trichophyton 1:500 57% con CD4>600 total 10,6%
PPD
Villarino™ EE.UU. Tétanos 1:5 3 15 No aportado 20%
1994 Candida 1:100 (PPD: 5) (inmigrantes)
Parotiditis
PPD
Gordin' " EE.UU. MULTITEST 2 336 M=347 en anérgicos 37%
1994 (estadio B) M=358 en reactores
Todos CD4:200-500
Huebner™ EE.UU. Tétanos 1:5 3 479 M=349 31%
1994 Parotiditis (PPD: 5) (ambulatorios) Anérgicos M=155.
Candida sin diluir No anérgicos M=437
PPD
Webster™” EE.UU. Parotiditis 2 671, todos PPD(-) | M=331 73,8%
1995 Tétanos (PPD: 5) (22% con SIDA)
PPD

NOISNOSId

ocl



TABLA XIll (continuacion). Resumen de los estudios que han evaluado la presencia de anergia cutanea en pacientes con

infeccién por el VIH.

Autor Pais Antigenos Induracion N° pacientes VIH+ CD4/ul. (M=media, Anérgicos
(afio) positiva (mm) m=mediana)

Antonucci~’ Italia MULTITEST 2 2695 38,4% con CD4<200 61,2%
1995 PPD (PPD: 5
Caiaffa®” EE.UU. PPD 3 401 36% con CD4<350 36%.
1995 Candida 1:100 (UDI)

Parotiditis
Chin*™® EE.UU. PPD 1 491 20% con <200 36%
1996 Parotiditis 31% 200-400

Candida 1:100 49% con >400
Gourevitch™ EE.UU. PPD 2 160 No aportado 32,9%
1996 MULTITEST (UDD)
Janis®" EE.UU. MULTITEST 2 52 M=195, m=80 63%
996 PPD (PPD: 5) (hospitalizados) 63% con CD4<200
Graham™ EE.UU. |PPD 3 942 No aportado 43%
1996 Parotiditis (UDI)

Candida
Miller"*® Tanzania |MULTITEST 2 90 No aportado 43,3%
1996 (54% sintomaticos)
Markowitz ™ EE.UU. Parotiditis 1 1130 M=436, m=410 54%
1997 PPD (PPD: 5) (sin SIDA) 50% con CD4>400

50% con CD4<400
Hecker*™ Uganda | Candida 1:500 1 58, todos PPD(-) M=329 59%
1997 PPD (PPD: 5) 25% con CD4<200
Maas”™ Holanda |[MULTITEST Score > 3° 136 M=335 18,4%
1998 (asintomaticos) Anérgicos M=246
No anérgicos M=355

Wendland*™* Suiza MULTITEST 2 26 49% con CD4<250 50%
1999 51% con CD4>250

NOoIsSnosIa
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TABLA XIIl (continuacién). Resumen de los estudios que han evaluado la presencia de anergia cutanea en pacientes con

infeccion por el VIH.

Autor Pais Antigenos Induracién N° pacientes VIH+ CD4/uL (M=media, Anérgicos
(afio) positiva (mm) m=mediana)
Wilkinson®™ Australia | MULTITEST 2 28 (todos 6 meses de|M=192 82%
1999 AZT) ;
Klein®® EE.UU. |[Candida1:100 [2y5° 721 23% con CD4<200 41,3% si punto de corte 2 mm
1999 Tétanos 1:10 (PPD: 5) (mujeres) 48% con CD4 200-499 52,4% si punto de corte 5 mm
Parotiditis 29% con CD4>500
PPD
Kiein™" EE.UU. |[Candida1.100 |2° 436 17,3% con CD4 <200 38,7%
1999 Tétanos 1:10 (PPD: 5) (mujeres) 50,5% con CD4 200-500
Parotiditis 32,2% con CD4>500
PPD
Vigano®™® Italia MULTITEST 3 25 (nifios sintomaticos, | Clase 2: M=518 69% de los de clase 2
1999 clases 2y 3) Clase 3: M=109 100% de los de clase 3
Mezzaroma®'’ Italia MULTITEST 2 21 M=20 100%
1999 (todos estadio C)
Connick®™ EE.UU. |Candida 10 34 CD4 100-300 100%
2000 Parotiditis (todos con AZT) m=192
Trichophyton
PPD

'Se utilizaron concentraciones crecientes de PPD (2,5,25 U), de SK-SD (4,40,100 U) y de Candida (1:100 y 1:10) si no se obtenian respuestas positivas con la

dosis inicial.

2Score; suma en mm de los diametros de las induraciones = 2 mm partido por nimero de induraciones > 2 mm.
®Analiza los dos puntos de corte para considerar una induracién como positiva (2 y 5 mm).
“El autor refiere que analiza de nuevo los resultados con un punto de corte de 5 mm con resultados similares.
SK-SD=estreptocinasa-estreptodornasa. UDI=usuario de drogas inyectadas.

NOISNOsSId

8ci



DISCUSION 129

Como se observa en la tabla, el porcentaje de anérgicos varié
enormemente en los 32 estudios resefiados, recogiéndose porcentajes entre el
1,7% y el 100%. Asimismo, el niimero, dilucién y tipo de antigenos, el criterio
de positividad de la induracién, el marco geografico y las caracteristicas
clinicas y estado de inmunosupresion de los pacientes fue muy variable, lo que

condiciona las enormes diferencias en la prevalencia de anergia.

Anergia a MULTITEST. En nuestro estudio, el porcentaje de anérgicos a
MULTITEST fue del 38,4%. Esta cifra es similar al 37% descrito por Gordin'"
en 336 pacientes en estadio B con un recuento medio de linfocitos T CD4+ de
350/uL, y cercana al 32,9% descrito por Gourevitch'® en 160 usuarios de
drogas inyectadas (ambos estudios realizados en EE.UU.), y al 43,3% descrito
por Miller'® en 90 pacientes en Tanzania. Estudios en pacientes con un grado
de inmunosupresién mas severo que el de nuestros pacientes han mostrado
porcentajes de anergia a MULTITEST mucho mayores, como el 58%
observado por French en Australia, en 72 pacientes sintomaticos con recuento
de linfocitos T CD4+ inferior a 200/uL?”, el 63% observado por Janis en 52
pacientes hospitalizados con recuento medio de linfocitos T CD4+ de 195/uL
(mediana 80/uL)*"", y el 82% descrito por Wilkinson en Australia en pacientes
con recuento medio de linfocitos T CD4+ de 192/uL?"®. Cuando el grado de
inmunodepresion es muy severo, el porcentaje de anergia descrito con
MULTITEST ha llegado al 100%, como lo reflejado en un estudio con pocos
pacientes en Italia con recuento medio de linfocitos T CD4+ de 20/uL?'". A la

213

inversa, Maas, en Holanda“"", en un trabajo con 136 pacientes asintomaticos,
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ha descrito un porcentaje de anergia del 18,4%, cifra considerablemente

inferior a la recogida en nuestro trabajo.

Anergia al panel antigénico aplicado por técnica de Mantoux. Un
28,7% de los 359 pacientes de la primera parte de este trabajo fueron
anérgicos al panel de cuatro antigenos aplicados por técnica de Mantoux. Este
resultado es similar al 31% obtenido por Huebner en EE.UU. en un estudio con
los mismos antigenos que los aplicados por técnica de Mantoux a nuestros
pacientes (PPD, Candida, antigeno del virus de la parotiditis, toxoide tetanico)
en 479 pacientes ambulatorios con una cifra media de linfocitos T CD4+ de
349/uL'™. En Espafia, Moreno describié un porcentaje de anérgicos similar
(30%) pero empleando un panel antigénico distinto (PPD, Candida, SK-SD)".
Markowitz describe un porcentaje de anergia mayor (43,9%) en una poblacién
con menor grado de inmunosupresion que la nuestra (media de linfocitos T
CD4+ de 438/uL, mediana de 410/l y ningun paciente en estadio C)'*. La
explicacion de este resultado puede ser explicada por el empleo de
Trichophyton en vez de toxoide tetanico en ese estudio y la mayor dilucién de
Candida utilizada. Con el mismo panel que Markowitz pero en pacientes con
infeccién avanzada por el VIH, el porcentaje de anergia lleg6é al 100% en un
estudio reciente con pocos pacientes®®. A la inversa, en un estudio con el
mismo panel antigénico que el empleado por nosotros pero en pacientes poco
inmunodeprimidos, el porcentaje de anérgicos fue del 20%'®. Esta cifra ha
llegado ha ser tan baja como el 1,7% descrito en un estudio en Haiti en

pacientes con infeccion por el VIH asintomaticos ™.
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2.- RELACION DE LAS RESPUESTAS A AMBOS PANELES ANTIGENICOS
CON EL RECUENTO DE LINFOCITOS T CD4+.

En nuestro trabajo con ambos paneles antigénicos se evidencié un
incremento significativo en el porcentaje de anergia a medida que disminuyé el
recuento de linfocitos T CD4+ (ver tabla | en Resultados). Esta relacién inversa de
la presencia de anergia con el recuento de linfocitos T CD4+ ha sido ampliamente
reseﬁada15°’152'155'171'172’195’203’205’209'211'219’220. Por ejemplo, en un estudio en
nuestro pais"’o, la mediana de los linfocitos T CD4+ en los anérgicos, en los no
anérgicos con PPD negativa y en los no anérgicos con PPD positiva fue de
135/uL, 564/uL y 684/uL respectivamente. En otro estudio en EE.UU. con el
mismo panel de antigenos por técnica de Mantoux que el empleado por nosotros,
la media en los anérgicos fue de 155/uL mientras que en los rectores fue de
437/ul™.

En nuestro estudio el incremento en el porcentaje de anérgicos a menor
recuento de linfocitos T CD4+ fue particularmente intenso en los pacientes con
recuento inferior a 50/uL, donde mas del 80% de los pacientes fueron anérgicos a
uno o ambos paneles antigénicos (ver tabla | de Resulfados). Por el contrario, los
pacientes con infeccion por el VIH con recuento igual o mayor a 500 CD4+/ul,
tuvieron una tasa de respuestas positivas que puede considerarse muy similar a
la de la poblaciéon sana para el panel de antigenos aplicados por técnica de
Mantoux (92% de respuestas positivas) y algo inferior a la de la poblacién sana
para MULTITEST (81% de respuestas positivas). Las tasas de anergia cutanea
en las series histéricas en la poblacién sana usando distintos antigenos y

concentraciones varian del 5 al 10%33%7:185221.222
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Estas diferencias entre el panel de antigenos aplicado por técnica de
Mantoux y MULTITEST en los pacientes con recuento igual o mayor a 500
linfocitos T CD4+/uL pueden estar influidas por el menor volumen de cada
antigeno inoculado con MULTITEST (0,03 mL frente a 0,1 mL en los antigenos
aplicados por técnica de Mantoux). Este menor volumen podria ser pequefio para
producir respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada, al menos
detectables, en no pocos pacientes de este subgrupo con poca inmunosupresion
pero, al fin y al cabo, con posibilidades de alguna disfuncién cualitativa de la

inmunidad celular (la cual puede preceder a la caida en el recuento de linfocitos T

CD4+)134’135.

3.- ANALISIS DE LAS RESPUESTAS INDIVIDUALES A LOS ANTIGENOS DE
AMBOS PANELES ANTIGENICOS.

En nuestro estudio, dentro del panel de antigenos por técnica de Mantoux,
Candida y toxoide tetanico fueron los antigenos mas eficaces para poner de
manifiesto las respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada (52,4% y
47,4% de respuestas positivas respectivamente), con diferencia significativa con
las respuestas obtenida con antigeno del virus de la parotiditis y PPD (37,9% y
26,2% respectivamente).

La tabla XIV resume los estudios que han descrito las respuestas positivas a
los antigenos individuales de un panel antigénico aplicado por técnica de

Mantoux en los pacientes con infeccion por el VIH.
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TABLA XIV. Resumen de los estudios que describen las respuestas

individuales a los antigenos de un panel aplicado mediante técnica de

Mantoux en pacientes con infeccion por el VIH.

Autor Pais Antigenos Respuestas CD4/uL induracién
Afio Positivas M=media, positiva
m=mediana {mm)
Greenspan'™> |EE.UU. |PPD 6,8% No datos 5
1991 Candida 34,4%
Parotiditis 34,4%
Trichophyton 6,8%
Graham™ EE.UU. |PPD 13,8% 67% CD4>350 PPD 5
1992 Parotiditis 46,4% Resto 2
Candida 1:100 52,9%
Markowitz' >  |EE.UU. |PPD 5,5% M=438 5
1993 Trichophyton 1:100 [ 12,7% m=410
Parotiditis 34,3%
Candida 1:100 28%
Pape™’ Haiti PPD 53,4% No datos 5
1993 Parotiditis 12, 7%
Candida 53,4%
Trichophyton 34,7%
Blatt™ EE.UU. |PPD 1,8% 81% CD4>400 |PPD 10
1903 Parotiditis 61% Resto 5
Candida 1:500 53.2%
Tétanos 1:5 73,5%
Trichophyton 1:500 |33,2%
Villarino™ EE.UU. |PPD 27% No datos PPD5
1994 Tétanos 1:5 47% Resto 3
Candida 1:100 60%.
Parotiditis 21%
Huebner™ EE.UU. [PPD 12% M=349 PPD 5
1994 Tétanos 1:5 45% Resto 3
Parotiditis 35%
Candida sin diluir 57%
Caiaffa™” EE.UU. {PPD 12,2% 36% CD4<350 PPD5
1995 Candida 1:100 44 8% Resto 3
Parotiditis 40,4%.
Markowitz™® EE.UU. |PPD 6% M=436 PPD 5
1997 Parotiditis 42% m=410 Parotiditis 1
Kiein® EE.UU. |PPD 3,9% 23% CD4<200 PPD 5
1999 Candida 1:100 30,9% y 20,2:%,‘ Resto2y 5'
Tétanos 1:10 38% vy 30,5%
Parotiditis 32,9%y 21,8%'
Klein™’ EE.UU. |PPD 2,8% 17.3% CD4<200 [PPD 5
1999 Candida 1.100 28,6% Resto 2
Tétanos 1:10 42.2%
Parotiditis 33,7%
Connick®™ EE.UU. |Candida C 9% m=192 10
2000 Parotiditis 0%
Trichophyton 0%
PPD 0%

'Analiza 2 puntos de corte: 2 y 5 mm.
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Antigenos mas utilizados y mas eficaces de los paneles antigenos
aplicados por técnica de Mantoux. De los 12 estudios resefiados en la tabla, en
11 se utilizé Candida en el panel antigénico y en siete de ellos'+7:152154168,184209218
fue el antigeno con mayor tasa de respuestas positivas (en uno de esos estudios

obtuvo igual nimero de respuestas positivas que PPD'

y en otro igual numero
de respuestas positivas que el antigeno del virus de la parotiditis'®). En cinco de
los 12 estudios se utilizo toxoide tetanico, siendo en tres de ellos el antigeno con
mayor tasa de respuestas positivas'®'%2% E| antigeno del virus de la parotiditis
se utilizé en los 12 estudios, obteniendo la maxima tasa de respuestas en tres de

e”os158,168,195

(en uno de ellos con igual nimero de respuestas positivas que
Candida'® y en ofro fue el tnico antigeno que acomparié a PPD'®). Hay que
resefiar también que en un estudio en Haiti, PPD y Candida produjeron el mayor
porcentaje de respuestas positivas con igual nimero de respuestas cada una'’.
Cinco de los 12 estudios usaron Trichophyton como uno de los antigehos del
panel, obteniéndose tasas de respuestas positivas normalmente inferiores a
Candida, toxoide tetanico y antigeno del virus de la parotiditis'"-1%16819%.218 ppp
se utilizé en todos los estudios.

En cinco estudios en EE.UU.'1%41%5184197.205  gonde el panel antigénico
aplicado por técnica de Mantoux utilizé los mismos antigenos que nuestro panel
aplicado por la misma técnica, se describieron las respuestas individuales a cada
antigeno. En tres de ellos toxoide tetanico fue el que dio mayor tasa de
respuestas positivas *>'%2% (aunque se debe resefiar que dos de estos estudios
son del mismo autor y con una poblacién muy similar'®"?%®), siendo Candida la

mas eficaz en los otros dos trabajos >+ 184,
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Porcentajes de respuestas a cada antigeno del panel aplicado por
técnica de Mantoux. El porcentaje de respuestas positivas a Candida en los
estudios recogidos en la tabla XIV (exceptuando un estudio con pocos pacientes
con enfermedad avanzada por el VIH?'®) varié del 28% al 60%, obteniéndose
porcentajes similares al 52,4% encontrado por nosotros en tres de los estudios
(62,9%'2, 53,4%"" y 53,2%'%),

El porcentaje de respuestas positivas a toxoide tetanico varié del 38% al
75,5%, obteniéndose porcentajes similares al 47,4% encontrado por nosotros en
dos de los estudios (47% ' y 45%'5%).

Con respecto al antigeno del virus de la parotiditis el porcentaje vari6é del
12,7% a 61%, obteniéndose porcentajes similares al 37,9% obtenido en nuestro
trabajo en dos estudios (35%'**y 40%2%).

El porcentaje de respuestas positivas a PPD vari6 en los 12 estudios

resefiados en la tabla y en otros seis estudios mas 4515115719921

entre el 0% y el
53,4%. En nuestro trabajo se obtuvo un porcentaje del 26,2%, similar al 29%
descrito en nuestro pais por Moreno en 1993'® en un estudio donde el 84% de
los pacientes eran UDI, similar también al 27% descrito en inmigrantes en
EE.UU."™ y similar al 23% descrito en UDI en el mismo pais'*. Estas cifras
contrastan con el 15 -16% de respuestas positivas a PPD en pacientes con
infeccion por el VIH de nuestro pais informado recientemente por la SPNS™2.
Esta mayor proporcién de pacientes PPD positivos en nuestro estudio puede
obedecer a varios factores: una parte de los datos de los pacientes del informe de

la SPNS se obtiene de pacientes ingresados por lo que el riesgo de anergia y por

lo tanto de PPD falsamente negativa puede ser mayor; probablemente la tasa de
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infeccion tuberculosa en los pacientes con infeccion por el VIH en nuestro medio
sea superior a la del resto de Espafia (Andalucia es la comunidad autdbnoma con
mayor porcentaje de pacientes con infeccion por el VIH del total de pacientes con
tuberculosis®); y por Gltimo, un alto porcentaje (32,7%) de nuestros pacientes
referia el antecedente de estancia en prisién, factor que como se sabe se
relaciona con una alta incidencia de infeccion tuberculosa (un porcentaje mayor
del 50,6% de los reclusos fueron PPD positivos en un estudio en Instituciones
Penitenciarias en nuestro pais llevado a cabo en 1.998%). En nuestros pacientes,
como en otros estudios'®, la mayor parte de los pacientes infectados por el VIH

con PPD positiva fueron UDI (84%).

Influencia del grado de inmunizacién previa a los diferentes antigenos
con las tasas de respuestas positivas. Aparte de las diferencias en las
diluciones de los antigenos no estandarizados (Candida, toxoide tetanico), el
distinto punto de corte para considerar una reaccién como positiva y el distinto
grado de inmunosupresion de los pacientes, las diferencias en las respuestas
individuales a cada antigeno en todos estos estudios se explican también por el
diferente grado de inmunizacién previa de los pacientes en cada area geografica.
Por ejemplo, el estudio donde se obtuvieron mayor tasa de respuestas positivas a
toxoide tetanico (73,5%) es un estudio realizado en pacientes infectados por el
VIH del ejército americano donde todos los pacientes estaban previamente
vacunados con ese antigeno'>. El estudio que obtuvo mayor tasa de respuestas
positivas a PPD (53,4%) fue un estudio en pacientes infectados por el VIH

asintomaticos en Haiti, donde el 60-70% de la poblacion adulta tiene respuesta
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positiva a la PPD por exposicién a M. tuberculosis o a la administracion de rutina

de la vacuna con BCG™,

Respuestas a los antigenos individuales de MULTITEST. De los siete

antigenos administrados con MULTITEST, los tres antigenos con mayor tasa de

respuesta positiva en nuestro estudio fueron tétanos (32%), tuberculina (30,1%) y

Candida (28%).

La tabla XV resume los estudios que han descrito las respuestas positivas a

los antigenos individuales de MULTITEST en los pacientes con infeccién por el

VIH.

Tabla XV. Resumen de los estudios que describen las respuestas

individuales a los antigenos de MULTITEST en pacientes con infeccion por

el VIH.
Autor Pais Antigenos | Respuestas| CD4/uL Pacientes | Induracién
Aiio Positivas (media) | sintomaticos | positiva

Karisson'” |Suecia |Tétanos 71.8% No datos 0% 2 mm
1996 Candida 65,9%

Tuberculina |60%

Difteria 36%

Proteus 25%

Streptococcus | 18,8%

Trichophyton | 15,3%.
Miller ™ Tanzania | Tétanos 10% No datos 54% 2mm
1996 Candida 32%

Tuberculina | 32%

Difteria 9%

Proteus 6%

Streptococcus | 4%

Trichophyton | 7%
Maas”" Holanda |Tétanos 54% 335 0% 2mm
1998 Candida 60%

Tuberculina 15%

Difteria 54%

Proteus 64%

Streptococcus | 32%

Trichophyton |28%
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En los tres estudios que se muestran en la tabla se observa como
predominaron en dos de los estudios las respuestas positivas a tétanos, Candida

y tuberculina'17

, mientras que en el ofro predominaron las respuestas a
tétanos, Candida, Proteus y difteria®’®. Los resultados méas parecidos a los
obtenidos en nuestro trabajo (donde el 41% de los pacientes pertenecieron a los
estadios B 6 C) son los reflejados por Miller'®. En ese trabajo sobre 90
pacientes, de los cuales 54% tenian enfermedad sintomatica por el VIH, las tasas
de respuesta positiva a los antigenos que produjeron mayor numero de
respuestas fueron 32% para tuberculina, 32% para Candida y 10% para toxoide
tetanico. Estos resultados contrastan con el alto porcentaje de respuestas
observadas a los antigenos de MULTITEST en los otros dos trabajos resumidos
en la tabla, pero en estos trabajos todos los pacientes con infeccién por el VIH

reclutados estaban asintomaticos %213,

Respuestas a los antigenos individuales en pacientes con escaso
grado de inmunosupresiéon medida por el recuento de linfocitos T CD4+. En
nuestro estudio, en pacientes con recuento de linfocitos T CD4+ inferior a 50/ulL,
ningtin antigeno produjo una tasa de respuestas positivas mayor del 10%. En los
pacientes con recuento igual o mayor a 500 CD4+/pL, las respuestas a Candida,
toxoide tetanico, antigeno del virus de la parotiditis y PPD administrados por
técnica de Mantoux fueron del 70,2%, 65,7%, 50,4% y 36,9%, respectivamente.
Las series histéricas que han descrito las respuestas positivas a toxoide tetanico
entre controles normales han mostrado respuestas positivas del 50% al 90%,

dependiendo de la edad, concentracion del antigeno y tiempo desde la Gltima
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inmunizacién con toxoide tetanico®*%. Similarmente a toxoide tetanico, las
respuestas a Candida han variado en los controles historicos del 52% al 92%,
dependiendo de la dilucion del antigeno usado®3"*3222_Con respecto al antigeno
del virus de la parotiditis, las respuestas normales en controles histéricos han sido
resefiadas en el rango de 52% al 75%°"%?"?2_|as respuestas a Trichophyton en
los controles histéricos han variado del 28% al 53%%22'222 |o cual indica su
escasa utilidad el estudio de las respuestas cutaneas de hipersensibilidad
retardada comparado con los otros antigenos de control.

Segun estas cifras, las respuestas a Candida, toxoide tetanico y antigeno del
virus de la parotiditis administrados por técnica de Mantoux en los pacientes con
recuento igual o mayor a 500 CD4+/uL de nuestro estudio se podrian considerar
(sobre todo para los dos primeros) en el rango de la normalidad. Sin embargo,
estos antigenos produjeron una tasa de respuestas positivas mayor o igual al
80% en el grupo de voluntarios sanos de nuestro estudio, por lo que debe
considerarse que aun en el subgrupo de pacientes con infeccién por el VIH con
menor grado de inmunosupresion (medida por el recuento de linfocitos T CD4+)
existe una diferencia con respecto a la poblacién sana en el grado de respuesta
individual a cada uno de estos tres antigenos aplicados por técnica de Mantoux
(aunque como mencionamos antes, la respuesta conjunta al panel completo fue
superior al 90%).

Con respecto a PPD, la tasa de respuesta positiva en la poblacién normal
varia enormemente segun el grado de exposicion a M. tuberculosis (distinto
segun el area geografica y distinto en una misma zona segln determinados

factores de riesgo) y la frecuencia de vacunacién con BCG*. Nuestros pacientes
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con recuento igual o mayor a 500 CD4+/uL tuvieron una tasa de PPD positiva del
36,9%, superior al 29-30% estimado para la poblacion sana en Espafia'®"®, lo
cual se debe principalmente a la influencia ya comentada de la drogadiccion
parenteral y del antecedente de estancia en prisiéon en nuestros pacientes43.

Con respecto a los antigenos individuales de MULTITEST, las respuestas en
controles sanos han sido descritas en nuestro pais en 1476 personas'®. Los
antigenos con mayor tasa de respuestas positivas fueron tuberculina 77%,
Candida 58%, tétanos y difteria 37% cada uno, Strepfococcus 33,7%, Proteus
26,2% vy Trichophyton 13,2%. Las tasas de respuestas positivas a estos
antigenos en nuestros pacientes con recuento igual o mayor a 500 linfocitos T

CD4+/ulL fueron claramente inferiores para todos ellos excepto para tétanos (ver

tabla I1).

Resumen de los principales aspectos relativos a los antigenos
individuales de cada panel antigénico. De la informacién analizada de la
literatura en los parrafos anteriores y cotejada con nuestros datos podemos
destacar los siguientes aspectos con respecto a los antigenos individuales:

1. La tasa de respuesta a cada antigeno en la literatura es muy variable y
depende, entre otros, del grado de inmunosupresion de los pacientes y del
grado de sensibilizacion previa de la poblacién a dichos antigenos.

2. Junto con la PPD, los antigenos mas usados por técnica de Mantoux fueron
Candida y antigeno del virus de la parotiditis.

3. Los antigenos individuales usados por técnica de Mantoux mas eficaces

fueron Candida y toxoide tetanico.
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4. Los antigenos mas eficaces de MULTITEST fueron Candida, toxoide tetanico
y tuberculina.

5. Las respuestas a PPD estan muy influenciadas por la drogadiccién parenteral
y por el antecedente de estancia en instituciones penitenciarias.

6. AUn en los pacientes con menor grado de inmunosupresion se observa una
diferencia importante en las respuestas de cada antigeno individual respecto a

la poblacién sana.

4.- COMPARACION DE LA EFICACIA DE MULTITEST Y DEL PANEL DE
ANTIGENOS APLICADOS POR TECNICA DE MANTOUX PARA DETECTAR
LAS RESPUESTAS CUTANEAS DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA.
Como ya se comenté en Infroduccién, para el estudio de las respuestas de
hipersensibilidad retardada en los pacientes con infeccién por el VIH, los CDC
recomiendan el uso de los antigenos aplicados por técnica de Mantoux sobre
MULTITEST*®, recomendacién que se basa en ciertos inconvenientes
derivados de la técnica de administracion de MULTITEST3. Asi, ademas de los
referidos en la tabla XIV, en numerosos estudios se han analizado las respuestas
cutaneas de hipersensibilidad retardada en los pacientes con infeccion por el VIH
utilizando los antigenos aplicados por técnica de
Mantoux150'162'163'169'171’173’196'203'204'208'210'212'220. Sin embargo, al igual que los
referenciados en la tabla XV, otros muchos autores han utilizado MULTITEST por

su facilidad de administracion y menor riesgo de accidentes por puncién ya

comentados149'151 ,163,157,165,166,172,176,199,207,21 1,214—217,219,223—225_
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Comparacion de la eficacia de MULTITEST y del panel de antigenos
aplicados por técnica de Mantoux en nuestro estudio. Nuestro estudio es el
primero y Unico que ha comparado en los pacientes con infeccién por el VIH
ambos métodos para el estudio de las respuestas cutaneas de hipersensibilidad
retardada®®. En este trabajo, la aplicacién de un panel de antigenos por técnica
de Mantoux fue mas atil que MULTITEST para detectar las respuestas cutaneas
de hipersensibilidad retardada en los pacientes con infeccién por el VIH. Con la
aplicacién de PPD y tres antigenos de control aplicados por técnica de Mantoux
(Candida, antigeno del virus de la parotiditis y toxoide tetanico), un 10% menos
de pacientes fueron clasificados como anérgicos que con MULTITEST
(respuestas positivas a ambos paneles 71,3% y 61,6% respectivamente).

Ademas de las desventajas técnicas tedricas del método de aplicacién de los
antigenos con MULTITEST mencionadas en Infroduccién, los distintos volimenes
de antigeno en cada panel (como ya se comentd) y la distinta elaboracién de los
antigenos comunes a ambos paneles (Candida, toxoide tetanico, tuberculina)
deben haber jugado un papel en la menor potencia de MULTITEST para producir
respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada. Ello queda reflejado también
en el mayor diametro de las induraciones de los antigenos del panel aplicado por
técnica de Mantoux (score medio 24 mm) que de los antigenos de MULTITEST
(score medio 10 mm), y explicaria la diferencia en las respuestas a dos de los
antigenos comunes de ambos paneles (Candida y toxoide tetanico). Asi, pese a
que el tamafio para considerar a una induracién como positiva fue menor para los
antigenos de MULTITEST que para los antigenos aplicados por técnica de

Mantoux (2 y 5 mm respectivamente) la capacidad de producir respuestas
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positivas a dos de los antigenos comunes, Candida y toxoide tetanico, fue
claramente mayor con dichos antigenos aplicados por técnica de Mantoux que
dichos antigenos aplicados por MULTITEST (52,4% frente a 28% para Candida;
47,4% frente a 32% para toxoide tetanico).

Para el tercer antigeno comun en ambos paneles, sin embargo, detectamos
un mayor porcentaje de respuestas positivas con la tuberculina de MULTITEST
que con la tuberculina-PPD (30,1% frente a 26,2%, con 17 pacientes con
reaccion a la primera sin reaccion a la segunda frente a 3 pacientes con reaccién
a la segunda sin reaccién a la primera). Este fenémeno ha sido descrito
previamente tanto para pacientes con infeccion por el VIH como para pacientes
sin la infeccion®*®22!". Por ejemplo, en una serie de 403 pacientes con cancer, los
porcentajes de respuesta a la tuberculina de MULTITEST y a la PPD fueron
respectivamente 45% frente a 18%. En otro estudio con 77 controles sanos, los
porcentajes fueron 70% y 52% respectivamente, con 15 pacientes con reaccion a
la primera sin reaccion a la segunda frente a 1 con reaccién a la segunda sin
reaccion a la primera®. Finalmente, en un estudio con 304 pacientes
hospitalizados (15% con infeccién por el VIH) el 31,6% reaccioné a la tuberculina
de MULTITEST y el 19,7% a PPD, con 48 pacientes con reaccién a la primera sin
reaccion a la segunda frente a 12 con reaccién a la segunda sin reaccion a la
primera. En dicho estudio, 7 de 48 pacientes con infeccion por el VIH
reaccionaron a la tuberculina de MULTITEST, mientras que ninguno de ellos
reaccioné a PPD?"". Una explicacién para la mayor reactividad a la tuberculina de
MULTITEST puede ser que el uso de esa tuberculina pone de manifiesto

respuestas de hipersensibilidad retardada a antigenos que son comunes a M.
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tuberculosis y a otras micobacterias atipicas, por lo que una respuesta positiva
puede reflejar la sensibilizacion a micobacterias atipicas mas que la inmunidad a
M. tuberculosis*?". Este argumento podria ser una explicacion para la alta tasa
de respuestas positivas de la tuberculina de MULTITEST en la poblacién sana
espanola (77%).

El efecto de retestar con PPD (fenémeno booster o “de empuje”) a aquellos
sujetos con respuesta negativa a PPD pero con respuesta positiva a la
tuberculina de MULTITEST no ha sido estudiado. De nuestros 13 pacientes con
PPD inicial de 1-4 mm los cuales fueron retestados con PPD a la semana, 9
mostraron una respuesta positiva (=5 mm) en el retest, y de estos 9, en 7 la
tuberculina de MULTITEST habia sido positiva en el momento del primer test con
PPD. Dado que el efecto booster puede manifestarse no sélo con reacciones
débilmente positivas a la PPD inicial sino con reacciones igual a cero a la
misma*, es posible que una parte de los reactores a tuberculina de MULTITEST
sin reaccién a PPD sean pacientes con infeccion por M. tuberculosis que

requieran de un segundo retest con PPD para detectar dicha infeccion.

MULTITEST versus el panel de antigenos aplicados por técnica de
Mantoux en personas sin infeccién por el VIH. En personas sin infeccion por
el VIH hay tres estudios que han comparado la eficacia de MULTITEST y de un
panel de antigenos aplicados por técnica de Mantoux para producir respuestas
cutaneas de hipersensibilidad retardada. La mayor eficacia de los antigenos
administrados por el método de Mantoux sobre MULTITEST ha sido descrita por

Christou en un estudio con pacientes quirtirgicos en Canada?’. MULTITEST y
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cinco antigenos administrados por técnica de Mantoux (PPD, Candida, antigeno
del virus de la parotiditis, Trichophyton y SK-SD) fueron inoculados al ingreso a
237 pacientes que posteriormente fueron sometidos a cirugia. En dicho estudio el
score medio para MULTITEST fue de 7,7 mm y para el panel de antigenos
administrados por técnica de Mantoux 20,5 mm. El porcentaje de respuestas
positivas al panel de antigenos por técnica de Mantoux (al menos una induracion
>5 mm) fue del 81% y el de MULTITEST de 68,7%, si bien hay que tener en
cuenta que el criterio de positividad de MULTITEST fue un score >2 mm en
mujeres y >/ mm en hombres. Hubo un 40% de pacientes con score de
MULTITEST igual a cero a la vez que tenian un score mayor que cero con los
antigenos aplicados por técnica de Mantoux, frente a un 11% con resultado
inverso (score igual a cero con los antigenos aplicados por técnica de Mantoux y
score de MULTITEST mayor a cero).

Sin embargo, en otros dos estudios (uno en voluntarios sanos en Australia y
otro en pacientes con cancer en EE.UU, no hubo evidencia de que los antigenos
aplicados por el método de Mantoux fueran mas eficaces que MULTITEST32, E|
estudio australiano analizé6 las respuestas a MULTITEST y a un panel de 6
antigenos aplicados por técnica de Mantoux (Candida, antigeno del virus de la
parotiditis, Trichophyton, “tuberculina”, SK-SD y toxoide tetanico) en 77 pacientes,
con un criterio para considerar una induracion positiva de 2 mm con ambos
paneles. En este estudio no se dan las tasas de reacciones positivas ni de
anergia a cada panel, sino que se informa de una buen grado de correlacién entre
ambos paneles con respecto al ntimero de respuestas positivas por paciente®.

En el estudio americano, 403 pacientes con cancer fueron estudiados con
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MULTITEST y un panel de antigenos aplicados por técnica de Mantoux que
contenia Candida, dermatofitina, SK-SD, PPD y antigeno del virus de la parotiditis
(criterio para induracién positiva >5 mm para los antigenos aplicados por técnica
de Mantoux y >2 mm para los de MULTITEST). En ese estudio aunque mas
pacientes reaccionaron a MULTITEST (81% versus 72%), no hubo diferencia
significativa (el 14% reaccioné a MULTITEST sin reaccién al panel aplicado por
técnica de Mantoux y el 11,7% reacciond al panel aplicado por técnica de
Mantoux sin reaccion a MULTITEST)®. Estos dos dltimos estudios descritos, al
igual que el estudio de Christou??’, destacaron el mayor tamafio (mayor del doble)
del score de las respuestas positivas del panel aplicado por técnica de Mantoux

con respecto al de MULTITEST ya sefialado por nosotros.

Comentarios finales a la comparacion de MULTITEST versus el panel
de antigenos aplicados por técnica de Mantoux. Tras analizar estos estudios y
compararlos con nuestros resultados, puede concluirse que, si bien ambos
paneles en personas sanas o en pacientes sin alteracion de la inmunidad celular
pueden ser iguales de efectivos (los pacientes oncolégicos del estudio americano
podrian ser considerados no afectos de disfuncion de la inmunidad celular en
base al alto nimero de reacciones positivas a MULTITEST que manifestaron®),
en los pacientes con infecciéon por el VIH, MULTITEST es menos potente para

producir respuestas cutaneas detectables de hipersensibilidad retardada.
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5.- EFECTO DEL CAMBIO DEL PUNTO DE CORTE PARA CONSIDERAR
UNA REACCION COMO POSITIVA.

El punto de corte para considerar una reaccion positiva, en los estudios que
han empleado MULTITEST para el andlisis de las respuestas cutaneas de
hipersensibilidad retardada en los pacientes con infeccion por el VIH,
uniformemente han mantenido el criterio de 2 mm para considerar una reacciéon
como positiva. Sin embargo, los estudios que han empleado en estos pacientes
un panel de antigenos aplicados por técnica de Mantoux han utilizados distintos
puntos de corte para definir la positividad de la induracion en los antigenos que

acompaiian a la PPD. Asi, algunos autores han elegido como induracién positiva

155,169,171,173,195,204,220 152,162,197,208
'

un diametro >5 mm , otros un diametro >2 mm

154,184,196,209 »150,158,163,203,210,212

otros >3 mm , otros 1 mm o “cualquier induracién

Y
un estudio >10 mm?'®. El légico mayor porcentaje de respuestas positivas a
menor punto de corte queda bien reflejado en un estudio en pacientes con
infeccion por el VIH que analizé varios puntos de corte (1,2,3,4 y 5 mm)*®. En
ese estudio, la tasa de respuestas positivas para Candida, toxoide tetanico y
antigeno del virus de la parotiditis aumenté del 20,2%, 30,5% y 21,8%
respectivamente al 30,9%, 38% y 32,9% respectivamente, al bajar el punto de
corte de >5 mm a >2 mm.

Los CDC recomiendan un punto de corte de 5 mm® en base a que
reacciones menores de 5 mm han sido detectadas en respuesta al diluyente sin el
antigeno (la induracién puede ser una inflamacién inespecifica asociada con la

insercion de la aguja en la pie!)??. En nuestro estudio un diametro de 5 mm fue

considerado el criterio para definir una induracién como positiva, basandonos en
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las recomendaciones de los CDC® y en un estudio que realiz6 biopsias de las
induraciones positivas'’". En dicho estudio se analizaron las respuestas de
hipersensibilidad retardada en 1236 pacientes con infeccion por el VIH tras ser
estudiadas previamente en un grupo de 50 voluntarios sanos. Veinte de los 50
voluntarios fueron biopsiados, con una concordancia casi del 100% entre la
lectura de la induracion (=5 mm) y el resultado de la biopsia. De 29 induraciones
leidas como positivas con Candida 1:10 o toxoide tetanico 1:10, 26 (90%)
tuvieron un diagnéstico inequivoco en la biopsia de reaccion de hipersensibilidad
retardada. Las otros tres induraciones leidas como positivas tuvieron un resultado
en la biopsia “dudoso” en base a infiltrado mononuclear pero de bajo grado.
Ninguna de las induraciones leidas como positivas tuvieron una biopsia negativa.
De 11 biopsias del lugar de inoculacién con lecturas negativas, ninguna tuvo

hallazgos histopatolégicos positivos'’".

Efectos del cambio de punto de corte para considerar una induracion
positiva en nuestro estudio. Si el punto de corte para considerar una induracién
como positiva con los antigenos administrados por técnica de Mantoux se hubiera
bajado de 5 mm a 2 mm en nuestro estudio, las diferencias entre ambos paneles
antigénicos habrian sido aun mayores, y el porcentaje de respuestas positivas
para el panel de cuatro antigenos por técnica de Mantoux aumentaria de 71,3% a
75%, con lo que un 13% menos de pacientes serian clasificados como anérgicos
con los antigenos aplicados por técnica de Mantoux que con MULTITEST (en vez

de un 10% menos con el punto de corte en 5 mm).
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6.- ELECCION DE LA MEJOR COMBINACION DE LAS POSIBLES DE PPD
MAS DOS ANTIGENOS DE CONTROL.

Aunque actualmente los CDC no recomiendan el uso rutinario de los
antigenos de control para tomar decisiones respecto a la profilaxis
antituberculosa, con vistas a formular posibles recomendaciones en un futuro
respecto al uso de los tests cutaneos en los pacientes con infeccién por el VIH,
los CDC recomiendan que los estudios que se realicen en este sentido sean mas
uniformes y empleen, junto con PPD, una pareja de antigenos aplicados por
técnica de Mantoux a elegir entre Candida, antigeno del virus de la parotiditis y
toxoide tetanico, con un punto de corte de 5 mm (aunque se reconoce que para
clasificar correctamente como no anérgicos a algunos pacientes pueden hacer
falta mas de dos de estos antigenos)***,

En nuestro estudio, una vez demostrado que el panel de PPD mas tres
antigenos de control (Candida, antigeno del virus de la parotiditis y toxoide
tetanico) aplicados por técnica de Mantoux era mas eficaz que MULTITEST para
detectar las respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada en los pacientes
con infeccién por el VIH, se analizaron las respuestas a las combinaciones de
PPD mas dos de los tres antigenos de control para seleccionar la combinacion
mas eficaz de las tres posibles (C. albicans-toxoide tetanico-PPD, C. albicans-
antigeno del virus de la parotiditis-PPD, toxoide tetanico-antigeno del virus de la
parotiditis-PPD). De las tres combinaciones posibles, la combinacion que obtuvo
el mayor porcentaje de respuestas positivas fue la combinacién de C. albicans-
toxoide tetanico-PPD, con un porcentaje de 70,2%. Con esta combinacién sélo un

1% de los pacientes serian clasificados erroneamente como anérgicos con
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respecto a la combinacién de PPD mas los tres antigenos de control, ya que soélo
4 pacientes (1,1% del total, 1,5% de los reactores al panel de antigenos aplicados
por técnica de Mantoux) reaccionaron al antigeno del virus de la parotiditis sin
respuesta a los otros tres antigenos administrados por técnica de Mantoux.

Esta combinacion de C. albicans-toxoide tetanico-PPD siguié siendo
significativamente superior a MULTITEST para detectar las respuestas cutaneas
de hipersensibilidad retardada (40 pacientes reaccionaron a la combinacion C.
albicans-toxoide tetanico-PPD sin respuesta a MULTITEST frente a 9 con
reaccién a MULTITEST sin reaccion a la mencionada combinacién). Ademas esta
combinacién fue la Unica de las tres que fue superior a MULTITEST al estratificar
por el nivel de linfocitos T CD4+ (excepto en el subgrupo de pacientes mas
inmunodeprimidos con el menor recuento de linfocitos T CD4+, donde hubo

escasas respuestas positivas a ambos paneles).

Efecto de suprimir uno de los antigenos del panel aplicado por técnica
de Mantoux en otros estudios. La similar sensibilidad encontrada en nuestro
estudio con la combinacién de Candida-toxoide tetanico-PPD y el panel completo
Candida-toxoide tetanico-antigeno del virus de la parotiditis-PPD (70,2% y 71,3%
respectivamente) ha sido observada también en un estudio en 349 pacientes con
infeccién por el VIH en EE.UU. que us6 el mismo panel de antigenos aplicados
por técnica de Mantoux que nosotros'®. En dicho estudio, la adicion de antigeno
del virus de la parotiditis a la combinacién Candida-toxoide tetanico-PPD no
incrementd apenas la capacidad para detectar respuestas cutaneas de

hipersensibilidad retardada (69% de respuestas con el panel completo formado
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por Candida-toxoide tetanico-antigeno del virus de la parotiditis-PPD y 68% con la
combinacién Candida-toxoide tetanico-PPD). En otro estudio en mas de 300
pacientes hospitalizados pero sin infeccion por el VIH se obtuvieron datos
similares®, y aunque en dicho estudio se recomendé el uso de los tres antigenos
de control (C. albicans, toxoide tetanico y antigeno del virus de la parotiditis) para
valorar posibles falsos negativos de PPD debido a anergia, el porcentaje de
anergia a las combinaciones Candida-toxoide tetanico-PPD y Candida-toxoide
tetanico-antigeno del virus de la parotiditis-PPD fueron 18% y 16%,

respectivamente.

Consideraciones finales sobre los antigenos a emplear para la
deteccién de respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada en
pacientes con infeccion por el VIH. Considerando los datos obtenidos en
nuestro estudio y los datos de los dUltimos estudios comentados, las
recomendaciones de los CDC3** y teniendo en cuenta el coste econémico de los
diferentes antigenos (el antigeno del virus de la parotiditis tiene un coste mucho
mas elevado que el de los otros tres antigenos juntos), la combinacién Candida-
toxoide tetanico-PPD seria el panel antigénico mas aconsejable para utilizar en el
estudio de las respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada en los
pacientes con infeccién por el VIH en nuestro medio. Este panel fue el que

utilizamos en la segunda y tercera partes de este trabajo.
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SEGUNDA PARTE: ESTUDIO DE LAS VARIABLES QUE SE RELACIONAN
DE MANERA INDEPENDIENTE CON LA PRESENCIA DE ANERGIA
CUTANEA EN LOS PACIENTES CON INFECCION POR EL VIH.

Los factores que se relacionan con la presencia de anergia en los pacientes
con infeccién por el VIH no son bien conocidos, y hay muy pocos estudios que
hayan abordado este tema. Como se ha mencionado anteriormente, si es bien
conocida la relacién inversa que existe entre anergia cutanea en personas
infectadas por el VIH y el recuento de linfocitos T CD4+'015%
155,171,172,195.203,206.209211.219220 * gy embargo, existe un numero importante de
pacientes con infeccién por el VIH con anergia cutanea y recuento elevado de
linfocitos T CD4+ y viceversa, pacientes con respuestas cutaneas adecuadas de
hipersensibilidad retardada y recuento bajo de linfocitos T CD4+341491541%5  Agj
en un estudio que empleé PPD, Trichophyton, antigeno del virus de la parotiditis y
Candida en mas de 1.000 pacientes con infeccién por el VIH, aproximadamente
el 25% de los pacientes con mas de 600 CD4+/uL fueron anérgicos y
aproximadamente el 18% de los pacientes con menos de 100 CD4+/uL fueron
reactores’'®. Por lo tanto, otros factores no bien estudiados distintos al recuento
de linfocitos T CD4+ deben jugar un papel en la presencia de anergia cutanea en

los pacientes con infeccion por el VIH.

Estudios que han investigado la asociacién de anergia con factores
distintos al recuento de linfocitos T CD4+. Solo seis estudios en la literatura

han analizado con cierta profundidad los posibles factores distintos al recuento de
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linfocitos T CD4+ que se relacionan de forma independiente con la presencia de
anergia cutanea en los pacientes con infeccion por el VIH'52154195.203209.213

Markowitz'®® y Graham'? realizaron dos analisis muy parecidos de dichos
factores. Las variables analizadas fueron practicamente las mismas: recuento de
linfocitos T CD4+, drogadiccién parenteral, sexo, edad, estatus socioeconémico y
raza. El primero de dichos estudios analizé también el referir antecedente de
reaccién positiva a la PPD. En el primero de los estudios el recuento de linfocitos
T CD4+ y el antecedente de reaccion positiva a la PPD fueron los unicos factores
que se asociaron de forma independiente a la presencia de anergia, mientras que
en el segundo, el Gnico factor asociado fue el recuento de los linfocitos T CD4+.

En la misma linea que los estudios anteriores, Sears®® realiz6 un estudio en
pacientes homosexuales con infeccion por el VIH con escasas variables
predictoras. El recuento de linfocitos T CD4+ fue la Unica que se asoci6 de forma
independiente con la presencia de anergia cutdnea en un estudio que incluy6
ademas la edad, linfocitos totales, linfocitos T CD8+, seropositividad para
citomegalovirus, 1gG sérica y grado de promiscuidad.

Huebner'™ vy Caiaffa?® realizaron dos andlisis parecidos que se
caracterizaron por incluir mas variables relacionadas directamente con la
infeccién por el VIH. En ambos estudios los antigenos utilizados incluyeron a
Candida, antigeno del virus de la parotiditis y PPD (y toxoide tetanico en el
primero de dichos estudios). Las variables incluidas en ambos estudios fueron:
recuento de linfocitos T CD4+, drogadiccién parenteral, edad, sexo, raza, historia
de candidiasis oral, uso previo de zidovudina e historia de sintomas

constitucionales relacionados con la infeccion por el VIH (diarrea cronica,
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linfadenopatia cronica). Ademas el primero de dichos estudios incluyé las
variables historia de sarcoma de Kaposi, historia de neumonia por Pneumocystis
carinii, homosexualidad y anemia; y el segundo las variables SIDA previo,
antecedentes de profilaxis con isoniacida, indice de masa corporal y una serie de
variables relacionadas con el estatus socioeconomico. Las variables que
mostraron relacién independiente con la presencia de anergia en el primero de
los estudios fueron el recuento de linfocitos T CD4+, historia de sarcoma de
Kaposi, candidiasis oral, neumonia por P. carinii y raza blanca (para explicar la
asociacion entre raza blanca y anergia, el autor coment6 la hipétesis de que los
pacientes de raza blanca, la mayoria homosexuales, probablemente llevaran mas
tiempo infectados por el VIH y tuvieran mayor grado de inmunosupresién). Las
variables que mostraron relacién independiente con la presencia de anergia en el
segundo de los estudios fueron el recuento de linfocitos T CD4+, SIDA previo y
tratamiento con zidovudina.

Finalmente, mas recientemente, Maas®'®, utilizando MULTITEST, realiz6 un
estudio multivariante centrado en variables relacionadas con la alteracién de la
inmunidad celular producida por el VIH y variables que median la actividad del
virus. Las variables incluidas ademas del recuento de linfocitos T Cd4+ fueron el
recuento de linfocitos T CD8+, recuento de linfocitos T CD3+, la carga viral, la
antigenemia p24, presencia de cepas inductoras de sincitios y la reactividad de
las celulas T in vitro a diversos estimulos (fitohemaglutinina y anticuerpos
monoclonales especificos de los linfocitos T CD2+, CD3+ y CD28+). El modelo

multivariante final incluy6 el recuento de linfocitos T CD4+, la antigenemia p24 y
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la baja reactividad a los anticuerpos monoclonales como variables predictoras de
anergia.

Como puede apreciarse todos estos estudios comentados tienen dos
caracteristicas comunes. En primer lugar, todos incluyeron al factor mas conocido
que se relaciona con la presencia de anergia, el recuento de linfocitos T CD4+, y
en todos fue un predictor independiente para la misma. En segundo lugar, ningtn
estudio incluyé, a la vez, variables relacionadas con el deterioro de la inmunidad
celular producida por el VIH, variables que midieran el grado de replicacién viral y

variables que analizaran el estado nutricional de los pacientes.

Variables que se relacionaron de forma independiente con la presencia
de anergia cutanea en los pacientes con infeccién por el VIH en nuestro
estudio. Nuestro estudio es el primero que incluye simultaneamente variables
inmunolégicas, virolégicas y nutricionales en un modelo multivariante para la
investigacion de los factores que predicen la anergia cutanea en los pacientes
con infeccién por el VIH.

Numerosos factores entre una serie de parametros demograficos,
epidemiolbgicos, nutricionales, inmunolégicos, virolégicos y terapéuticos, fueron
analizados buscando su asociacién con la presencia de anergia cutanea. Aunque
muchos de estos parametros en el andlisis univariante se asociaron con la
presencia de anergia, tras el analisis multivariante, sélo cuatro de estos factores,
el estadio B 6 C de la infeccién por el VIH segun la clasificaciéon de los CDC de

1.993"® el nivel de linfocitos T CD4+, el logyo de la carga viral y la CMB, fueron
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predictores independientes de la presencia de anergia cutanea en los pacientes

con infeccion por el VIH (ver tablas VI, VIl y IX en Resultados).

Recuento de linfocitos T CD4+ como variable predictora de la presencia
de anergia. Al igual que en los seis estudios comentados anteriormente, en
nuestro estudio encontramos una potente relacion inversa entre el recuento de
linfocitos T CD4+ y la presencia de anergia. Asi, con respecto a los pacientes con
un recuento de linfocitos T CD4+ igual o superior a 500/uL, los pacientes con
menos de 50/uL tuvieron 14 veces mas riesgo de anergia; los pacientes con 50-
199 CD4+/uL tuvieron 3,4 veces mas riesgo; y los pacientes con 200-499
CD4+/L tuvieron 1,7 veces mas riesgo. Es de destacar el cambio en estas odds

ratio del analisis multivariante tras ajustar los resultados por las otras variables
predictoras con respecto a las odds ratio del andlisis univariante (70,3, 89y 2,8

respectivamente, tabla ViII).

Resultados parecidos ofrecen los otros estudios comentados: Huebner'™
encontré que los pacientes con menos de 200 CD4+/uL y aquelios con 200-500
CD4+/ulL tuvieron 15 y 3,7 veces, respectivamente, mas riesgo de anergia que los
pacientes con mas de 500 CD4+/pL. Markowitz'® encontré que los pacientes con
menos de 200 CD4+/uL tuvieron 9 veces mas riesgo de anergia que los
pacientes con mas de 600 CD4+/ul, Graham' encontré que aquellos con
menos de 200 CD4+/uL tuvieron 13 veces mas riesgo de anergia que un grupo

de personas sin infeccion por el VIH, y finalmente, Caiaffa®®

encontrd 2,7 veces
mas riesgo en los pacientes con menos de 350 CD4+/uL con respecto a aquellos

con mas de 500 CD4+/pL.
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La asociacién inicial entre anergia y tratamiento antirretroviral encontrada en
nuestro estudio en el andlisis univariante y perdida en el andlisis multivariante
estuvo probablemente confundida por el hecho de que el tratamiento
antirretroviral, en la mayoria de los casos, indica infeccidon mas prolongada por el
VIH e inmunosupresion mas pronunciada (en un analisis aparte los pacientes con
tratamiento  antirretroviral tuvieron recuentos de linfocitos T CD4+
significativamente mas bajos que los pacientes sin tratamiento: 273/uL versus

468/uL, P<0,001).

Estadio de la infeccion por el VIH como variable predictora de la
presencia de anergia. Otra de las variables que se relacionaron de forma
independiente con la presencia de anergia en nuestro estudio fue el estadio
previo de la infeccion por el VIH. Los pacientes en estadio B 6 C tuvieron 2,3
veces mas riesgo de ser anérgicos que los pacientes asintomaticos (estadio A).

Dado que en una mayoria de pacientes puede existir una relacion entre el
recuento de CD4+/ul y el estadio de la infeccién por el VIH, el que el estadio de
la infeccién sea un predictor independiente de los linfocitos T CD4+ explicaria la
situacion de aquellos pacientes que tuvieron en el pasado una caida en los
linfocitos T CD4+ que favorecio la aparicion de una infeccion oportunista (y por lo
tanto la clasificacién en estadio B 6 C) y que tras tratamiento antirretroviral
recuperan los linfocitos T CD4+; si en este momento se realizan tests cutaneos, la
aparicion de anergia indicaria que a pesar de la recuperacion del numero de
linfocitos T CD4+ la recuperacién funcional de la respuesta inmune es

incompleta'®’.
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En dos de los seis estudios comentados anteriormente se encontraron
resultados que indican que los pacientes en estadio avanzado tuvieron mas
riesgo de anergia independientemente del recuento de linfocitos T CD4+.
Huebner'®* encontré que los pacientes con antecedentes de sarcoma de Kaposi,
candidiasis oral y neumonia por P. carinii (entidades todas de los estadios grupos
B 6 C) tuvieron 11, 2 y 2 veces respectivamente mas riesgo de anergia que los

pacientes sin estas entidades. Caiaffa?®®

, por su parte, encontré que los pacientes
con diagndstico previo de SIDA segun la definicion de 1987 de los cDc*®
(muchos de los cuales podrian ser considerados en estadio C) tuvieron 4 veces

mas riesgo de anergia.

Carga viral como variable predictora de la presencia de anergia. La
replicacién del VIH ha sido implicada tanto directa como indirectamente en las
deficiencias de la funcién inmune de la infeccién por el VIH. La replicacion del VIH
podria empeorar la funcién inmune directamente a través de los efectos
inmunosupresores de las proteinas virales®® o indirectamente a través de un
aumento de la activaciéon del sistema inmunolégico (la replicaciéon del VIH se
correlaciona con niveles aumentados de mediadores de activacion celular, dicho
nivel aumentado se asocia a peor pronostico y existe una disminucién marcada
de estos mediadores tras la terapia antirretroviral®>"%%?),

En nuestro estudio, la replicacion del VIH medida a través de la
determinacién del log+o de la carga viral en el momento de la realizacién de los

tests cutaneos, fue un predictor independiente de anergia. En el andlisis

univariante, el log1o de la carga viral en los anérgicos fue de 4,62 (equivalente a
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41.687 copias/mL) frente a 3,68 (equivalente a 4.786 copias/mL) en los no
anérgicos. Tras el andlisis multivariante se observé que la probabilidad de ser
anérgico aumentaba aproximadamente 1,5 veces al aumentar un logaritmo la
carga viral (al multiplicar por 10 el nimero de copias de ARN/mL). Dado que la
carga viral puede tener una variacién importante en pocas semanas®®, la relacién
independiente de la carga viral medida en el momento de realizar los tests
cutaneos con la anergia puede indicar, posiblemente, que la carga viral medida
en ese momento refleja de algin modo el promedio de la carga viral en un
periodo de al menos meses anterior a tal mediciéon, periodo en el que la
replicacién mantenida del VIH provocaria la alteracién cualitativa de la inmunidad
celular manifestada en forma de anergia®®?".

La relacién encontrada en nuestro estudio entre la carga viral y la presencia
de anergia puede ser reflejo de los fendmenos inmunopatogénicos explicados en
la teoria de Clerici y Shearer'', la cual trata de explicar los mecanismos que
provocan la progresion a un estado avanzado de inmunosupresion en la infeccion
por el VIH. Este estado avanzado viene definido por la pérdida del control de la
replicacion viral por los linfocitos T CD8+, con el consiguiente aumento de la
viremia plasmatica y una caida mas rapida del niumero de las células T CD4+ en
los ganglios linfaticos y en la sangre. Este deterioro, segun estos autores,
reflejaria el cambio de una respuesta al VIH de tipo Th1 al tipo Th2. Como ya se
coment6é en Infroduccion, las células T CD4+ tipo Th1 segregan linfocinas (por
ejemplo, IL-2 e IFN-y) que favorecen tanto las respuestas citotéxicas como las
respuestas de hipersensibilidad retardada, mientras que las células T CD4+ tipo

Th2 producen linfocinas (por ejemplo IL-4 e IL-10) que promueven la sintesis de
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anticuerpos y suprimen las respuestas de hipersensibilidad retardada™"’. La

aparicion de anergia puede reflejar las fases precoces de este cambio, lo cual
sugiere un pobre prondstico "2,

Sélo uno de los seis estudios anteriores analizé la influencia de la carga viral
en la presencia de anergia cutanea, sin encontrar relacién con la misma?'®, Este
distinto resultado respecto a la relacién carga viral-anergia con respecto a lo
encontrado en nuestro trabajo puede obedecer principalmente al escaso grado de
inmunosupresién de los pacientes en el estudio comentado y al escaso ntimero
de pacientes anérgicos: el nimero total de pacientes en tal estudio fue de 136, lo
cual unido a que todos eran asintomaticos (un 31% seroconvirtieron durante el
periodo de estudio), hizo que el porcentaje de anérgicos fuera pequeiio (18%),
por lo que sdélo se incluyeron 25 anérgicos en dicho estudio. Ademas, la bateria
antigénica empleada fue MULTITEST, con lo que es posible, dado los resultados
de la primera parte de nuestro trabajo, que varios pacientes fueran falsos
anérgicos, lo cual podria influir en los resultados (es de destacar que los autores

compararon las respuestas a MULTITEST en los pacientes con un grupo de 24

voluntarios sanos sin encontrar diferencias significativas).

El estado nutricional en la infeccion por el VIH como variable
predictora de la presencia de anergia. La infeccion por el VIH lleva consigo,
ademas del deterioro inmunolégico, un importante déficit nutricional y una
progresiva pérdida de peso®™*>2%® Generalmente este tipo de desnutricion suele
ser mixta, es decir, proteico-caldrica, lo que implica no sélo una pérdida de

peso y una deplecion de la masa muscular, sino que se produce una alteracion
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de las medidas antropométricas y de los marcadores biolégicos?*?%*. Cuando
el cuadro de malnutricion es severo se define con el término de wasting
syndrome, condicion clinica en la que se produce una pérdida de la masa
corporal mayor del 10% del peso basal en ausencia de infeccién oportunista,
enfermedad tumoral, diarrea crénica asociada o cualquier otra causa capaz de
producir pérdida de peso'®2%,

Dos estudios realizados en nuestro pais han sefialado la importancia del
fenémeno de la desnutricion en estos pacientes. Asi, en uno de ellos, el 86,5%
de los pacientes infectados, en su primera visita ya estaban malnutridos, siendo
mucho mas grave esta malnutricion en estadios mas avanzados de la
enfermedad®®. Miralles ha estudiado el estado nutricional de 319 pacientes
seguidos en consultas encontrando que el 53% de los varones, y el 51% de las
mujeres estaban desnutridos*'.

A pesar de esta asociacion entre infeccién por VIH y la presenci’a de
desnutricidon, y a pesar de que la desnutricion es una causa bien conocida de
alteracion de la inmunidad celular y de la presencia de anergia®’324%24
ninguno de los seis estudios anteriores hizo una valoracién adecuada del
estado nutricional en los pacientes y tan sélo uno de los estudios hizo una
valoracién muy indirecta del mismo a través de la medicién del indice de masa
corporal, sin encontrar relacion con la presencia de anergia®®.

En la valoracion del estado nutricional proteico-calérico se miden una serie
de parametros nutricionales e indices antropométricos que dan idea de la

afectacion de los diferentes compartimentos corporales: compartimento proteico,

representado por las proteinas estructurales (musculares) y funcionales
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(viscerales); y compartimento graso, el cual constituye la reserva calérica®®. En
nuestro estudio, parametros de los compartimentos grasos, muscular y visceral
mostraron su relacién con la presencia de anergia en el analisis univariante. De
todos ellos, la CMB, parametro que mide el compartimento

muscular1 87,188,250,251,252’ fue el

parametro nutricional que mostrd asociacién
independiente con la presencia de anergia cutanea. Por cada cm de aumento en
la CMB el riesgo de anergia disminuia un 14% en los pacientes.

La asociacién inicial entre anergia y sexo encontrada en el analisis
univariante y no ratificada en el analisis multivariante fue probablemente
confundida por el hecho de que las mujeres tienen menor CMB que los

hombres'®. Asi, en un analisis aparte la media de la CMB en las mujeres fue de

20,4 cm frente a 24,3 cm en los hombres (P<0,001).

Una vez conocidos los factores que se relacionaron con el deterioro de la
inmunidad celular manifestado en forma de anergia cutanea, estuvimos en
condiciones de analizar si las posibles mejorias en las variables predictoras de
anergia, tras un periodo de terapia antirretroviral altamente activa, se
relacionaban con la recuperacién de las respuestas cutaneas de hipersensibilidad

retardada en los anérgicos.
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TERCERA PARTE: ESTUDIO DE LAS VARIABLES QUE SE RELACIONAN
CON LA RECUPERACION DE LAS RESPUESTAS CUTANEAS DE
HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA EN PACIENTES CON INFECCION POR
EL VIH PREVIAMENTE ANERGICOS.

1.- RECUPERACION DE LAS RESPUESTAS DE HIPERSENSIBILIDAD
RETARDADA TRAS LA TERAPIA ANTRRETROVIRAL

Las estrategias terapéuticas en los pacientes con infeccién por el VIH
tienen el objetivo final de restaurar, o al menos mantener, las respuestas de la
inmunidad celular contra las infecciones oportunistas®”. La terapia
antirretroviral con inhibidores de la proteasa en combinacién con inhibidores de
la transcriptasa inversa (HAART) resulta en una reducciéon drastica y
prolongada en la carga viral plasmatica y un incremento progresivo en el
numero de linfocitos T CD4+ circulantes en la mayoria de los pacientes
tratados'""'7®?3 | a disminucién de la morbilidad y la mortalidad que se
observa en pacientes con enfermedad avanzada por el VIH tras tratamiento
con HAART indica que el incremento en el contaje de células T CD4+
circulantes se asocia con una mejoria en la funcion de las células T'67:2542%

En los dltimos afios, un nimero importante de estudios realizados con
estimulos in vitro (a diferencia del estudio in vivo con pruebas cutaneas), han
investigado si esta supresion de la carga viral y el aumento de linfocitos T CD4+
tras HAART se traduce en la mejoria cualitativa de la funcién de las células

T204214.216-218253, 256258263 por g| contrario, son muy pocos los estudios que han
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estudiado la mejoria cualitativa en las células T mediante el estudio de pruebas

cutaneas.

Estudios que han analizado in vitro la recuperacion funcional de las
células T tras tratamiento antirretroviral. Estos estudios in vitro, realizados
con un pequefio numero de pacientes (de 15 a 49 pacientes), han demostrado
que tras meses de supresidon sostenida de la carga viral con HAART, el
porcentaje de células T CD4+ productoras de IL-2, IL-10 e IL-1228%' [ag
respuestas proliferativas a fitohemaglutinina y las respuestas a antigenos de

H204,21 6-218,253,259-263

recuerdo y proteinas del VI y la reactividad de las células T

CD4+ en respuesta a antigenos de citomegalovirus, M. tuberculosis, C.

albicans y Mycobacterium avium?'*%18.2%

, mejoraron ostensiblemente.

Estudios que han analizado mediante pruebas cutaneas Ila
recuperacion funcional de las células T tras tratamiento antirretroviral. Si
nos atenemos a trabajos que hayan evaluado la restauracién de las respuestas
de inmunidad celular tras tratamiento antirretroviral mediante el estudio in vivo
de las respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada en pacientes
previamente anérgicos, la informacién existente es muy limitada.

French, en dos estudios realizados en la época de los primeros analogos
de los nucleésidos??®* evaluaron las respuestas cutaneas de
hipersensibilidad retardada con MULTITEST antes y tras 6 meses de

tratamiento con zidovudina. En el primer estudio®®*, en 11 de 19 pacientes con

depresion persistente de las respuestas cutaneas de hipersensibilidad
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retardada medidas en varias ocasiones antes del tratamiento con zidovudina,
detectaron a los tres y seis meses de tratamiento una mejoria evidente en tales
respuestas. Los pacientes que no mostraron esta mejoria tenian enfermedad

207 analizaron aisladamente

por VIH mas evolucionada. En el segundo estudio
los cambios en la positividad de la tuberculina de MULTITEST, observando
como en el 40% de 64 pacientes con tuberculina negativa, esta se hizo positiva
(>2 mm) tras 3-6 meses de zidovudina, frente a un grupo de 29 pacientes sin
zidovudina donde la tuberculina permanecié negativa en casi todos ellos (como
grupo, estos 29 controles recibieron 153 tests con MULTITEST y sélo en cuatro
ocasiones en tres pacientes hubo un a respuesta a tuberculina). Los autores
concluyeron que los cambios en las respuestas cutaneas de hipersensibilidad
retardada no fueron consecuencia de la repeticién de los tests, sino efecto de la
restauracion de la inmunidad celular a antigenos micobacterianos con el
tratamiento.

En una linea parecida, ofro estudio®®

evalué la mejoria en las respuestas a
MULTITEST tras tratamiento con IL-2, como complemento del tratamiento
antirretroviral. La IL-2 es una citocina segregada por los linfocitos T activados que
causa aumento en la proliferacion y en la funcién de los linfocitos T CD4+, CD8+,
linfocitos B y células natural killer in vitro®, y cuya produccion y respuesta a la
misma son deprimidas por el VIH?®, Ciento quince pacientes con linfocitos T
CD4+ entre 200 y 500/uL en tratamiento antirretroviral fueron randomizados a
tratamiento con o sin IL-2. Tras un afio de tratamiento, la IL-2 mejor6 las

respuestas a MULTITEST en base a un incremento en el score en mm, pero no

en el niumero de reacciones positivas, pese a que los pacientes fueron vacunados
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con toxoide tetanico y difteria (antigenos que forman parte de MULTITEST). Los
autores concluyeron que el tratamiento con IL-2 mejoraba la inmunidad celular
pero no provocaba la restauracién de la inmunidad perdida.

En la época de la terapia con HAART, tres estudios han analizado la
restauracion de la inmunidad celular empleando MULTITEST para analizar las

d?'* estudi6 los cambios en

respuestas de hipersensibilidad retardada. Wendlan
las respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada en 26 pacientes
basalmente y tras 6 meses de HAART. Cinco de 13 anérgicos (38%)
reaccionaron a MULTITEST tras 6 meses de HAART. Mezzaroma?'’, también
con MULTITEST pero en pacientes mas severamente inmunodeprimidos (21
pacientes anérgicos, con menos de 50 CD4/uL y en estadio C de los CDC),
objetivé una marcada mejoria en el recuento de linfocitos T CD4+, una mejoria
discreta en las respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada (el 19% de
los anérgicos cambiaron a reactores) y una mejoria mas marcada en las
pruebas in vitro, tras 24 meses de HAART. Finalmente, en un estudio
reciente?'®, 25 nifios (edad media 10 afios) con infeccién por el VIH sintomatica
(16 en clase 2 y 9 en clase 3 de la clasificacion de los CDC de 1994%% para la
infeccién por el VIH en nifios) fueron evaluados con MULTITEST antes y
después de 12 meses de terapia con HAART. Dentro de los nifios en clase 2, la
positividad a MULTITEST cambié de un 31% a un 81% tras HAART, y dentro
de la clase 3, de un 0% a un 44%.

Empleando antigenos aplicados por técnica de Mantoux, hay muy pocos

datos con respecto a la restauracion de las respuestas cutaneas de

hipersensibilidad retardada tras HAART. Tan s6lo un estudio en 34 pacientes®'
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con una media de CD4 de menos de 200/uL analizé este fenémeno tras 12
meses de HAART. En dicho estudio se analizaron individualmente las
respuestas cutaneas a cada antigeno, obteniendo diferencias marcadas en las
respuestas a Candida (respuestas basales y a los 12 meses de 9% y 33%,
respectivamente), y al antigeno del virus de la parotidits (0% y 23%
respectivamente), sin cambios significativos en las respuestas a Trichophyton y
PPD. Hay que sefalar que el punto de corte para considerar una induracion
positiva en este estudio fue 10 mm. El nimero de pacientes anérgicos al panel

antigénico que dejaron de serlo no fue referido.

Consideraciones sobre los estudios que han analizado la recuperacion
funcional de las células T tras tratamiento antirretroviral. De los estudios
referidos se deben hacer las siguientes consideraciones:

1. La restauracién del sistema inmune tras el tratamiento antirretroviral se ha
estudiado principalmente con estudios in vitro.

2. Los escasos estudios con pruebas cutidneas han empleado casi
exclusivamente MULTITEST.

3. El nimero de pacientes en estos estudios ha sido muy pequerio.

4. No hay ninguin estudio que dé datos sobre el porcentaje de pacientes
anérgicos a un panel antigénico aplicado por técnica de Mantoux que dejan de

serlo tras HAART.

Porcentaje de pacientes que cambiaron de anérgicos a reactores en

nuestro estudio. Nuestro estudio es el primero que aporta datos sobre el
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porcentaje de pacientes anérgicos a un panel de antigenos aplicados por técnica
de Mantoux que dejan de serlo tras haber recibido terapia con HAART,
haciéndolo ademas en un grupo considerable de pacientes (comparado con el
numero de pacientes en los estudios comentados).

De 156 pacientes anérgicos a un panel formado por Candida, antigeno del
virus de la parotiditis y PPD, 100 (64%) reaccionaron a alguno de estos antigenos
tras una segunda evaluacion realizada entre 6 y 18 meses de la primera. Todos
los pacientes recibieron terapia con HAART en algin momento durante ese
periodo.

Aunque existen estudios que han analizado los cambios en las respuestas
cutaneas de hipersensibilidad retardada en el tiempo mediante antigenos
aplicados por técnica de Mantoux en los pacientes con infeccion por el VIH, en
dichos estudios los pacientes no recibieron tratamiento con HAART ni ninguna
modificacion terapéutica resefiable por los autores'¥?®° Con un panel
antigénico formado por PPD, Candida y antigeno del virus de la parotiditis (en

uno de dichos estudios ademas se incluyé a toxoide tetanico'®’

), los autores
encontraron en la primera evaluacién un porcentaje de anergia que varié entre el
36% y el 38% (nimero de pacientes con infeccién por el VIH incluidos: 401-491).
Tras una segunda evaluacion realizada tras un intervalo de tiempo que varié
entre 9 y 18 meses, y durante el cual no se describen cambios en el tratamiento
de los pacientes (ninguno de los cuales recibia HAART), el 15%%%, el 31%21%y el

36,1%'Y, respectivamente, de los pacientes anérgicos en la primera evaluacién

cambiaron a reactores.
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La terapia con HAART fue la principal diferencia entre los pacientes de
nuestro estudio y los de los estudios mencionados, y explicaria el mayor
porcentaje de pacientes que cambiaron del estado de anérgico al de reactor
(64%). Por lo tanto, aunque nuestro estudio no fue disefiado para comparar
pacientes con HAART y sin HAART, la comparacién con los estudios anteriores
sugiere que dicha terapia se asocia claramente con la restauracion de las
respuestas cutdneas de hipersensibilidad retardada en los pacientes con

infeccién por el VIH.

2.- RECUPERACION DE PACIENTES PARA QUIMIOPROFILAXIS
ANTITUBERCULOSA TRAS LA RECUPERACION DE LAS RESPUESTAS
CUTANEAS DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA.

La restauracion de las respuestas de hipersensibilidad retardada tras el
tratamiento antirretroviral permite recuperar un nimero de pacientes infectados
por M. tuberculosis que debido a anergia cutdnea no mostraron respuesta
positiva a la PPD en la primera evaluacion. Tras la mejoria funcional del sistema
inmune conseguida, esos pacientes son finalmente capaces de desarrollar una
respuesta positiva a una segunda evaluacion con PPD. En funcién de dicha
positividad a la PPD, los pacientes serian candidatos para recibir quimioprofilaxis

antituberculosa®.

Estudios que han analizado el efecto de retestar con PPD a pacientes
con infeccion por el VIH sin respuesta previa a la misma. El efecto de un

retest con PPD ha sido estudiado de dos formas en los pacientes infectados por
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el VIH. En primer lugar se ha valorado el porcentaje de pacientes que, tras un
primer test con PPD negativo, muestran una respuesta positiva tras un retest
efectuado un corto tiempo después (efecto booster®®), generalmente tras un
periodo de menos de un mes'*?%2'2 En estos estudios, el porcentaje de
pacientes con infeccién por el VIH recuperados para profilaxis, o lo que es lo
mismo, la rentabilidad del retest, varié en funcion de la prevalencia de la infeccién
tuberculosa en el marco geografico donde se desarroll6 el estudio (de un 2,7% a
un 7% en EE.UU."*2% y un 29% en Uganda®'2.

En segundo lugar, se ha analizado el efecto de un segundo test con PPD
tras un periodo de tiempo mas largo, donde es improbable el efecto booster*>'*®,
y donde la nueva positividad a la PPD en el retest puede indicar o bien la
adquisicién de una infeccién reciente por M. tuberculosis o bien la recuperacion
de la hipersensibilidad retardada a la PPD, la cual estaba deprimida en el
momento del primer test, tras una mejoria funcional del sistema inmune. El primer
supuesto se sospecharia mas en el caso de aquellos pacientes que en la primera
evaluacion eran PPD-negativos pero no anérgicos a los antigenos de control; el
segundo supuesto se sospecharia mas en aquellos pacientes que en la primera
evaluacion eran PPD-negativos y anérgicos a los antigenos de control™’.

Con relacién al primer supuesto, Selwyn, en EE.UU., encontr6é que un 11%
de pacientes UDI con infeccién por el VIH cambiaron de PPD-negativos a PPD-
positivos al afio del primer test'*. Por su parte, Antonucci, en Italia’’, observé

que de 604 pacientes PPD-negativos no anérgicos, tras un segundo test al afio,

un 2,2% convirtieron a PPD-positivos. La alta tasa de conversion referida en el
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primero de los estudios refleja el alto riesgo para la adquisicion de nueva

infeccion tuberculosa en el colectivo de pacientes UDI®.

Porcentaje de pacientes anérgicos que mostraron respuesta positiva a
PPD tras la segunda evaluaciéon en nuestro estudio. Con relacién al segundo
supuesto comentado arriba, en nuestro estudio, siete de los 100 pacientes
previamente anérgicos que cambiaron a reactores presentaron una respuesta
positiva a PPD, o lo que es lo mismo, tras la restauracién de las respuestas de
hipersensibilidad retardada, un 7% de los pacientes que cambiaron a reactores
fueron rescatados para recibir profilaxis antituberculosa.

Hay muy pocos datos en la literatura sobre el porcentaje de pacientes
anérgicos que al cambiar a reactores convierten la PPD. Tan sélo en uno de los
estudios descritos anteriormente?'®, de 54 pacientes anérgicos que al afo
cambiaron a reactores, s6lo 2 mostraron respuesta positiva a PPD (3,7%). Este
menor porcentaje respecto al 7% de nuestro estudio probablemente refleje la
menor prevalencia de la infeccién por M. tuberculosis en comparacién a nuestro

medio.

En resumen, la repeticion de los tests cutdneos fras un periodo de
tratamiento con HAART tiene la doble utilidad de dar informacién sobre la posible
restauracién funcional del sistema inmune y de rescatar un porcentaje importante

de pacientes que se benefician de la quimioprofilaxis antituberculosa.
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3.- ANALISIS DE LOS FACTORES QUE SE RELACIONARON CON LA
RECUPERACION DE LAS RESPUESTAS CUTANEAS DE
HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA EN PACIENTES CON INFECCION POR
EL VIH.

En nuestro estudio, intentamos confirmar la hipétesis, por la cual, cambios
en las variables que se relacionaban de forma independiente con la presencia de
anergia y que eran susceptibles de ser “mejoradas” con el tratamiento
antirretroviral, influian en la recuperacién de las respuestas cutaneas de
hipersensibilidad retardada en los pacientes con infeccién por el VIH.

Como era previsible, en el momento de la segunda evaluacién con tests
cuténeos y tras un periodo de tratamiento con HAART, se observé una mejoria
clara en el recuento de linfocitos T CD4+ y en el logso de la carga viral. Sin
embargo, aunque se ha descrito una mejoria en el estado nutricional medido por
aumento de peso tras HAART?Y, no observamos cambios en el estado
nutricional medido por la CMB, parametro que se asoci6é de forma independiente

con la presencia de anergia cutanea en la segunda parte de este trabajo.

Factores que se asociaron con el cambio de anérgico a reactor en
nuestro estudio. En el analisis univariado, observamos que los pacientes que
cambiaron de anérgicos a reactores tuvieron un mayor incremento en el recuento
de linfocitos T CD4+ y una mayor caida en la carga viral. También se observé
que aquellos pacientes con un recuento basal de linfocitos T CD4+ mas bajo en
el momento de la primera evaluacién con tests cutaneos o aquellos pacientes que

estaban clasificados estadios B 6 C de los CDC en la primera evaluacion, fueron
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mas susceptibles de permanecer anérgicos en la segunda evaluacion. Tras el
analisis multivariante, todos estos factores siguieron mostrando una relacion
independiente con el cambio de anérgico a reactor, excepto el estar clasificado en

estadioB 6 C.

Nivel basal de linfocitos T CD4+ y cambio de anérgico a reactor. La
asociacion entre el nivel basal de linfocitos T CD4+ y el cambio de anérgico a
reactor fue muy clara: los pocos pacientes anérgicos con recuento igual o mayor
a 500 CD4+/ulL en la primera evaluacion y los pacientes anérgicos con 200-499
CD4+/uL, tuvieron 43 y 6 veces, respectivamente, mas probabilidades de dejar de
ser anérgicos que los pacientes con el recuento de linfocitos T CD4+ mas bajo
(menos de 50 CD4+/uL). No hubo, sin embargo, diferencia entre los dos grupos
de pacientes con menores recuentos de linfocitos T CD4+: los pacientes con 50-
199 CD4+/ulL tuvieron las mismas probabilidades de dejar de ser anérgicos que
los pacientes con menos de 50 CD4+/uL (odds ratio=2, pero ICgs: 0,6 — 6).

Los tres estudios comentados anteriormente, en los que se describe la
variacién temporal de la anergia en la infeccion por el VIH'®"2%21° encontraron
también una correlacién clara entre la cifra basal de linfocitos T CD4+ de los
pacientes anérgicos en la primera evaluacion y el cambio a reactor. Asi, Chin?'°
observéd que el cambio de anérgico a reactor se produjo en el 18% de los
pacientes con recuento basal de linfocitos T CD4+ inferior a 200/uL, en el 24% de
aquellos con 200-400/uL, en el 44% de aquellos con 400-600/uL y en el 48% de

aquellos con mas de 600/uL. Datos similares ofrecié Klein'”, siendo los

porcentajes de 17,4% para los pacientes con recuento menor a 200/uL, 38,1%
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para aquellos con 200-500/uL, y 63,6% para aquellos con mas de 500/ulL.

Expresado de forma inversa, Caiaffa®®

, observo que, para cada nivel de linfocitos
T CDA4+, las odds ratio de permanecer anérgico en la segunda evaluacion
(utilizando a pacientes que fueron reactores en las dos visitas como categoria de
referencia) fueron 11,2 para aquellos pacientes con menos de 350 linfocitos T
CD4+/uL, 6,4 para aquellos con 350-500/uL y 2,4 (ICos 0,9 — 5,9) para aquelios
con mas de 500/ulL.

Estos datos dejan claro que la restauraciéon funcional de la inmunidad
celular, medida por la recuperacion de las respuestas cutaneas de
hipersensibilidad retardada tras HAART, depende del grado de inmunosupresion
del que se parte (medido por el recuento de linfocitos T CD4+) a la hora de iniciar
tal tratamiento.

El hecho de que en el modelo multivariante, los pacientes en estadio B 6 C,
los cuales en el andlisis univariante se asociaron con el cambio de anérgico a
reactor, no fuesen incluidos, se debe a que la relacion inicial encontrada estaba
probablemente confundida por el recuento de linfocitos T CD4+ (en un analisis

aparte se observé que los pacientes anérgicos de los estadios B y C tuvieron un

menor nivel de linfocitos T CD4+/uL, P=0,00002).

Relacion de los cambios en el recuento de linfocitos T CD4+ con el
cambio de anérgico a reactor. En los estudios mencionados en el parrafo
anterior no se comparé6 el cambio de anérgico a reactor con los cambios en el
recuento de los linfocitos T CD4+ ni en la carga viral entre las dos evaluaciones.

En nuestro estudio se observd que independientemente del recuento basal de
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linfocitos T CD4+, un incremento en el nimero de linfocitos T CD4+ entre las dos
evaluaciones se asocié con el cambio a reactor. Asi, por ejemplo, un aumento en
100 linfocitos T CD4+/uL en la segunda evaluacion multiplicaba casi por 2 la

probabilidad de cambiar a reactor.

Relacion de los cambios en la carga viral con el cambio de anérgico a
reactor. Del mismo modo, una reduccién en la carga viral tuvo el mismo efecto, y
asi por ejemplo, una reduccion en 1 logaritmo multiplicaba por 1,7 la probabilidad
de cambiar a reactor. En relacion con estos dltimos resultados, Wendland?', en
26 pacientes testados con MULTITEST basalmente y tras 6 meses de HAART,
también encontrd una asociacién independiente entre la reduccién de la carga
viral y la mejora en las respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada.

Los mecanismos posibles por los cuales la reduccién en la carga viral puede
provocar una mejoria en las respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada
independientemente de los cambios en los linfocitos T CD4+ se basan en la
correccion de los siguientes fendmenos:

1. Una elevada viremia plasmatica esta asociada con elevados niveles de factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), el cual puede alterar la fase del
reclutamiento celular de la respuesta inmune®'.

2. El VIH, por si mismo, puede inducir cambios en las funciones de las células
presentadoras de antigenos de la piel, por tanto alterando las respuestas de

hipersensibilidad retardada?®*.
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3. Los viriones del VIH o proteinas solubles como la gp160 pueden interaccionar
con los receptores de quimiocinas requeridos para el reclutamiento de las

células inflamatorias®®.

El que el aumento del nimero de linfocitos T CD4+ y la disminucion de la
carga viral sean independientes en su relacién con la restauracién funcional de la
inmunidad celular medida en forma de la recuperacion de las respuestas
cutaneas de hipersensibilidad retardada, da idea de la complejidad de los
mecanismos inmunopatogénicos en la infecciéon por el VIH, y se relaciona de
algun modo con las siguientes observaciones recogidas en la literatura:

1. Existen pacientes sin disminucion de la carga viral tras tratamiento con
HAART, los cuales, pese a ello, pueden tener un incremento llamativo en el
numero de linfocitos T CD4+, una mejora en las respuestas linfoproliferativas
in vitro, asi como curacion de infecciones oportunistas cronicas®!”2.

2. Pacientes que experimentan marcadas reducciones en los niveles de carga
viral tras tratamiento antirretroviral pueden no experimentar una restauracion
completa del recuento de linfocitos T CD4+'%, e incluso hasta un 20% de
pacientes pueden progresar rapidamente a SIDA pese a una baja replicacién
viral®’®.

3. Al revés, un 10-25% de pacientes con alta carga viral no muestran tal

progresion rapida a SIDAZ°.

Ausencia de relacion entre la carga viral basal y el cambio de anérgico a

reactor. El que la carga viral basal se relacione (como hemos visto en la segunda
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parte del estudio) de forma independiente con la presencia de anergia, pero no se

relacione con el cambio de anérgico a reactor, a diferencia del recuento basal de

linfocitos T CD4+ puede explicarse en varias etapas:

1. Una viremia elevada, a través de los mecanismos que ya hemos comentado
(efectos inmunosupresores de las proteinas virales y aumento de los
mediadores de activacion celular’%23%8) nyede provocar marcados defectos
en la funcion de las células T.

2. Un marcador precoz de este defecto inmune es la incapacidad para responder
a antigenos de recuerdo in vitro o in vivo (anergia a las pruebas cutaneas)'’>.

3. Estas alteraciones de las células T preceden a la disminucién de su nimero
en sangre periférica'341%,

4. Si en estos pacientes con anergia secundaria a la elevada carga viral, el
tratamiento antirretroviral consigue reducir la carga viral antes de que se
produzca un descenso significativo en las cifras de linfocitos T CD4+, estos
pacientes podrian recuperar las respuestas cutaneas de hipersensibilidad
retardada (es decir, no habria una relacion entre carga viral alta y el
permanecer como anérgico en una segunda evaluacion).

5. Por el contrario, los pacientes donde la anergia se debe a un deterioro mas
severo del sistema inmunolégico, donde aparte de las alteraciones
funcionales de los linfocitos T también hay una importante disminucién de su
ndmero, tendrian mas dificultades para recuperar las respuestas cutaneas de
hipersensibilidad retardada (es decir, existiria una clara relacion entre el nivel

basal bajo de linfocitos T CD4+ y el permanecer anérgico en la segunda

evaluacion).



DISCUSION 178

Tras el analisis de estos datos, podriamos considerar que la restauraciéon de
las respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada, la cual se asocia con el
aumento del numero de linfocitos T CD4+ y la disminucién de la carga viral tras
un periodo de terapia con HAART, es una forma util de obtener informacién sobre
la restauracion funcional o cualitativa del sistema inmune, que complementa la
informacién cuantitativa de los cambios en el recuento de linfocitos T CD4+ y en

la carga viral.
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1. La prevalencia de anergia cutanea, tras la aplicaciéon simultanea de dos
paneles antigénicos que liberan en su conjunto once antigenos, en los
pacientes adultos con infeccion por el VIH de nuestro medio sin evidencia de
infeccion oportunista ni neoplasia en el momento de la evaluacién, es del

26%.

2. La prevalencia de anergia cutanea y el grado de respuesta a cada uno de los
dos paneles antigénicos dependen claramente del grado de inmunosupresion

de estos pacientes.

3. El panel antigénico aplicado por técnica de Mantoux formado por PPD y tres
antigenos de control, C. albicans en diluciéon 1:10, toxoide tetanico en dilucién
1:5 y el antigeno del virus de la parotiditis, es superior al dispositivo de
puncién multiple intradérmica MULTITEST para producir respuestas cutaneas

detectables de hipersensibilidad retardada.

4. Esta mayor eficacia del panel antigénico aplicado por técnica de Mantoux
sobre MULTITEST se produce tanto con un punto de corte, para considerar
una induracién como positiva para los antigenos del primer panel, de 5 mm
como con un punto de corte de 2 mm, el cual aumenta alin mas las

diferencias con MULTITEST.
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5. Los antigenos del panel aplicado por técnica de Mantoux que producen una
tasa mayor de respuestas positivas son C. albicans y toxoide tetanico. Las
respuestas positivas a PPD varian entre el 3% y el 37% segun el nivel de
linfocitos T CD4+ de los pacientes. De los siete antigenos liberados por
MULTITEST, tétanos, tuberculina y Candida producen la mayor tasa de

respuestas positivas.

6. De las tres posibles combinaciones de PPD mas dos de los tres antigenos de
control aplicados por técnica de Mantoux, la combinaciéon mas eficaz es la de
C. albicans-toxoide tetanico-PPD (s6lo uno de cada 100 pacientes es
catalogado erréneamente como anérgico al panel administrado por técnica de
Mantoux al no afiadir el antigeno del virus de la parotiditis). Esta combinacion
también es superior a MULTITEST para detectar las respuestas cutaneas de

hipersensibilidad retardada.

7. En los pacientes con infeccién por el VIH, son factores de riesgo
independientes para la aparicion de anergia cutanea al panel formado por
PPD, C. albicans y toxoide tetanico aplicados por técnica de Mantoux, el nivel
de linfocitos T CD4+, el estar clasificado previamente en estadio B 6 C, el

logaritmo de la carga viral y la circunferencia muscular del brazo.
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8. El 64% de los pacientes anérgicos a dicho panel recuperan la capacidad de
producir respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada en una segunda
evaluacién con el mismo panel a los 6 — 18 meses y tras recibir tratamiento

con terapia antirretroviral de alta eficacia.

9. Los factores que se asocian de forma independiente con la recuperacion de
las respuestas cutdneas de hipersensibilidad retardada en los pacientes
anérgicos son el nivel de linfocitos T CD4+ en la primera evaluacion, la
diferencia del logaritmo decimal de la carga viral entre las evaluaciones
primera y segunda, y la diferencia del recuento de linfocitos T CD4+ entre las

dos evaluaciones.

10.Tras la restauracion de las respuestas cutaneas de hipersensibilidad
retardada, un 7% de los pacientes que cambian de anérgico a reactor son
rescatados para recibir profilaxis antituberculosa al detectarse en ellos una

reaccién positiva a PPD.
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