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Introducciéon

1. INTRODUCCION

Desde la primera descripcion del Sindrome de la Inmunodeficiencia
humana Adquirida (SIDA) en 1981 (1-3), se han buscado parametros
objetivos que sirvieran para constatar el control clinico y realizar el
seguimiento y el pronéstico de los sujetos infectados por el VIH. Los mas
utilizados han sido los marcadores de replicacion del virus_y los

marcadores inmunolégicos (sobre todo el nivel de linfocitos CD4+). Estos

han permitido monitorizar la historia natural de la infeccién por el VIH-1,
predecir la evolucién clinica y evaluar la respuesta a los diferentes
tratamientos antirretrovirales. Sin embargo, la mayoria de los marcadores
utilizados inicialmente tenian poca sensibilidad, reproducibilidad vy
especificidad. Desde hace pocos afios la aplicacion de técnicas de
biologia molecular, concretamente la reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR), ha hecho posible la deteccion de secuencias especificas del VIH-1

Actualmente los principales marcadores para el estudio de la
replicacion viral o de la inmunodeficiencia en pacientes infectados por el
VIH-1 sin tratamiento previo o para valorar la eficacia o la reconstitucion
inmunolégica después de tratamientos antirretrovirales son la carga viral
plasmatica y los niveles de las subpoblaciones de linfocitos T en sangre
periférica. El linfocito T CD4+ es la célula diana de la infeccion por el VIH.
Es un buen marcador ya que refleja el estadio de la infeccion. Los niveles
de CD4, su porcentaje y el cociente CD4/CD8 son los marcadores mas
utilizados, no solamente porque son los que mejor indican la progresion
de la infeccion, sino porque también indican el inicio del tratamiento
antirretroviral de la profilaxis primaria de las enfermedades oportunistas.

El porcentaje de linfocitos CD4 es menos variable que los niveles

31

Eliminado: dentro de las
secuencias de la célula
huésped




Introduccién

absolutos, habiéndose podido constatar como marcador de riesgo de
progresion o de respuesta al tratamiento (4).

La cuantificacion del virus VIH-1 se denomina carga viral (CV) y su
aplicacion clinica a partir del afio 1996 (en el que fue incluida dentro de la
rutina en el control de la evolucibn de la enfermedad) ha permitido
establecer el nivel de actividad replicativa del VIH-1 a lo largo de toda la
historia natural de la infeccion y nos ha proporcionado una herramienta
muy importante para la monitorizacion de la eficacia del tratamiento
antirretroviral. Su aplicacion se limitd en un principio exclusivamente a la
deteccidn en sangre periférica, considerandose limites de deteccion
alrededor de 200-500 copias/ml, y que posteriormente con el empleo de
terapias de alta potencia (TARGA) fue necesario mayor precision, la cual
fue posible gracias a los sistemas de deteccién ultrasensible por los que
se pudo bajar el umbral hasta 20-50 copias/ml, siendo considerados
indetectables niveles inferiores a este rango.

Tanto los niveles de linfocitos en sangre periférica como la carga
viral periférica han demostrado su efectividad como predictores de la
evolucién en pacientes con o sin tratamiento (5-7). Pero la evidencia de
que niveles indetectables del virus no suponian un control total de la
enfermedad, llevd a plantear la posibilidad de que diferentes tejidos
constituyesen reservorios virales. La persistencia de reservorios latentes
del VIH-1 representa una gran barrera en la erradicacién del virus,
constituyendo una fuente de produccién de virus en situaciones en que el
tratamiento antirretroviral se interrumpe o disminuye de intensidad.
Estudios recientes han demostrado la persistencia de replicacidn virica en
pacientes con niveles indetectables de ARN virico en plasma (8;9). Asi, se
iniciaron estudios donde se analizaban liquido cefalorraquideo (LCR) y
diferentes ubicaciones de tejido linfatico, tales como la mucosa rectal y el
tejido linfatico amigdalar. En el sistema nervioso central (SNC), estudios

anatomopatolégicos sugieren que las células de la microglia son dianas
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Introducciéon

para la replicacién del VIH-1, por lo que se ha propuesto que el SNC sea
un lugar de replicacion (10).

En cuanto al tejido linfatico, se descubrieron contradicciones entre
los cambios obtenidos en la replicacion viral (11-16) y los niveles de
linfocitos (17-19) al compararlos con los observados en sangre periférica
de pacientes antes y después del tratamiento. Incluso se ha descrito la
presencia de carga viral en tejido amigdalar con carga viral plasmatica
indetectable (14;20). Estos pacientes tenian una menor duracién de la
supresion viral en plasma que los pacientes con carga viral indetectable
en tejido amigdalar(15). Nokta y cols.(19) observaron que el porcentaje
medio de células T CD4+ es mayor en los ndédulos linfaticos que en
sangre periférica. No obstante, el porcentaje medio de células T CD8+ fue
mayor en sangre periférica que en los nédulos linfaticos y, por tanto, el
ratio CD4:CD8 fue mayor en los ndédulos linfaticos. A pesar de estas
discrepancias encontraron una fuerte correlacion entre las células
virgenes (naive) y las células memoria (tanto CD4+ como CD8+) entre los
nddulos linfaticos y la sangre periférica (19).

Todos estos datos contradictorios entre los nédulos linfaticos y la
sangre periférica implica que el estudio del tejido linfatico, a pesar de que
puede no ser importante para la practica clinica rutinaria, es crucial para

los estudios de la reconstitucién inmunologica con terapias basadas en la

inmunologia_(vacunas terapéuticas) o de la valoracion de la contribucion
de los nodulos linfaticos en la replicacion viral residual después de la
supresion de la viremia durante largos periodos de tiempo (13). Sin
embargo, la obtenciéon del tejido linfatico para realizar estos estudios
plantea una serie de problemas.

Las biopsias de los nodulos linfaticos fueron realizadas en edades
tempranas de la epidemia de SIDA, para determinar linfomas no Hodgkin,
sarcomas de Kaposi o infecciones oportunistas. Se obtuvieron resultados
variables en los recuentos celulares en el nédulo linfatico y diferentes

patrones histopatolégicos. Como consecuencia, fueron propuestas
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diversas clasificaciones que se relacionaron con el pronéstico de la
enfermedad. No obstante, la biopsia de nédulos linfaticos es una técnica
invasiva y dificil de repetir muchas veces por lo que se han buscado otras
técnicas para obtener tejido linfatico. Bart y cols. (17) realizaron punciones
con aspiracion con aguja fina guiadas por ecografia, aunque tienen el
inconveniente de que se necesita una técnico experimentado para
realizarla y no se puede obtener informacioén sobre la arquitectura del
ndédulo. Estos problemas se han podido resolver mediante la obtencién de
tejido linfatico por biopsia amigdalar. Esta técnica es poco invasiva y se
puede reproducir un nimero moderado de ocasiones. Mediante el estudio
de las biopsias amigdalares se han realizado algunos de los mas
relevantes avances en este campo (21).

En este trabajo hemos estudiado la aportacion del analisis del
tejido amigdalar para predecir la evolucion clinica y evaluar la respuesta a
los diferentes tratamientos antirretrovirales. Para ello analizamos la
relacién entre la carga viral y los niveles de linfocitos T en tejido amigdalar
y en plasma, asi como las respuestas linfoproliferativas y los cambios
anatomopatolégicos en pacientes infectados por el VIH-1 sin tratamiento y
si los cambios que se producen en ambos compartimentos después de la

terapia antirretroviral son similares.
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2. FUNDAMENTOS VIROLOGICOS

2.1. HISTORIA

Las primeras descripciones del SIDA se realizaron a finales de
1981 a partir de la observacion de una alta incidencia de enfermedades
como el sarcoma de Kaposi y la neumonia por Pneumocistis carinii en
pacientes homosexuales de San Francisco. Estos pacientes jévenes y
previamente sanos sufrian una serie de enfermedades similar a la
observada en pacientes sometidos a tratamientos inmunosupresores. El
curso de la enfermedad se caracterizaba por una inmunosupresion de
instauracion rapida que provocaba la muerte del paciente en pocos meses
(1-3).

Posteriormente se describié también en adictos a drogas por via
parenteral (22) y hemofilicos (23;24). La aparicion de la enfermedad en
estas tres poblaciones hizo sospechar que un agente infeccioso la
transmitia a partir de la sangre y hemoderivados.

En 1983, el grupo de Luc Montangnier, del Instituto Pasteur de
Paris, aisloé un retrovirus a partir de linfocitos de sangre periférica de un
paciente con el sindrome de linfadenopatia generalizada persistente. Este
virus presentaba linfotropismo por las células T y lo denominaron virus
asociado a linfadenopatia (LAV)(25). De forma paralela, el grupo de Gallo
y cols.(26), del National Helth Institute de EEUU, y Jay Levy (27), de la
Universidad de California, aislaron varias cepas de retrovirus en pacientes
con SIDA y las denominaron virus linfotropico de células T humanas tipo
Il (HTLV-I) y virus asociado a SIDA (ARV), respectivamente.
Posteriormente un Comité Internacional de Taxonomia acufié la
denominacion virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y, por
homologia genética, lo clasificé en la subfamilia Lentiviridae de la familia

Retroviridae.
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La asociacion etioldégica entre el virus y la enfermedad quedd
demostrada por seroepidemiologia al detectar la presencia de anticuerpos
especifica en el 90% de los pacientes con SIDA y sélo en el 0,2% de los
casos control. A finales de 1984 se desarrollaron los primeros tests de
deteccion de anticuerpos anti HTLV-IIl mediante técnica de ELISA
(28;29).

En 1986 se detect6é un segundo retrovirus en pacientes con SIDA
en el Africa Central que se denominé VIH-2 (30).

El SIDA constituye la manifestacion mas grave del amplio espectro
clinico que comporta la infeccién por VIH. En 1986, la OMS y los Centres
Disease Control (CDC) aportaron la definicion de SIDA en los siguientes
términos: entidad caracterizada por enfermedades oportunistas indicativas
de inmunodeficiencia celular, en ausencia de otras causas conocidas de
inmunodeficiencia distintas a la infeccién por el VIH. Durante los afios 80,
la incidencia de SIDA creci6 de forma progresiva hasta convertirse en una
pandemia. Considerando, ademas, que el SIDA representa Unicamente la
“‘punta del iceberg” de la infeccién por el VIH, el numero de individuos
infectados se estima, en la actualidad, en mas de 40 millones de personas
infectadas por el VIH en el mundo, si bien teniendo en cuenta la carencia
de infraestructura sanitaria en zonas subdesarrolladas esta cifra podria

ser superior.
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2.2. RETROVIRUS

2.2.1. Clasificacion de los retrovirus VIH

Se pueden clasificar en virus oncogénicos, lentivirus vy

espumavirus, o también por su aspecto al microscopio electrénico o por

sus efectos biologicos (tabla ).

RETROVIRUS ONCOVIRUS LENTIVIRUS ESPUMAVIRUS
Huésped Hombre. HTLV-I, | Hombre.VIH-1, Practicamente en
HTLV-Il.  Aves vy| VIH-2. todas las especies
mamiferos Mamiferos
superiores.
Propiedades Oncogénesis Efecto citopatico. | Efecto citopatico
biolégicas Latencia
Efecto patégeno Transformacioén Inmunodeficiencia. Desconocido
tumoral: leucemias, | Cuadros
cancer neurolégicos.
Trastornos
autoinmunes

Tabla I. Clasificacién y principales propiedades de los retrovirus

Los espumavirus se caracterizan por su capacidad para producir un
efecto citopatico esponjoso muy similar en los cultivos de tejidos, pero es
dudosa su existencia y su papel bioldégico en seres humanos. Los
lentivirus acompafan Unicamente, hasta ahora, a entidades que no son
malignas, sobre todo a procesos neurologicos, a enfermedades por
inmunocomplejos y encefalitis y artritis. Son de activaciéon lenta sélo al
compararlos con virus causantes de infecciones agudas, como los virus
gripales, pero no si se comparan con otros retrovirus.

Los retrovirus asociados a procesos malignos son los oncovirus:
HTLV-l y HTLV-Il, algunos virus muy afines del mono, el virus de la

leucemia felina, el virus de la leucemia bovina, el virus de la leucemia del
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gibdén y muchos virus murinos y aviarios. Estos virus pueden también
causar enfermedades benignas.

Los retrovirus humanos pueden considerarse como una categoria
exclusiva de retrovirus. Se hallan clasificados dentro del grupo de los

lentivirus.

2.2.2. Origen del VIH-1 y VIH-2

Es posible que el VIH-1 se haya diseminado a partir de alguna
region del Africa central, donde la infeccion es endémica y cuya
prevalencia en la poblacion general, sobre todo en algunas areas
urbanas, es muy alta. Un nuevo retrovirus animal, denominado SIV, cuya
homologia genética con VIH-1 es del 20-60%, se ha identificado en
primates en cautividad en EEUU y en primates salvajes en el Africa
ecuatorial. Finalmente, el ultimo retrovirus humano identificado se ha
denominado VIH-2, es endémico en algunos paises del Africa del oeste y
guarda un mayor parecido con el SIV que con el VIH-1. Es también capaz
de producir en el hombre un cuadro clinico similar al del SIDA, pero

parece menos agresivo que el VIH-1.
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2.3.CARACTERISTICAS VIROLOGICAS DEL VIH-1

2.3.1. Morfologia y estructura

El VIH-1 es un virus ARN monocatenario formado por una
estructura esférica de 80 a 100 nm, con una disposicién en tres capas:

12. Interna o nucleoide que contiene el ARN gendmico, una ADN
polimerasa ARN dependiente y una ribonucleasa H; estos dos enzimas
forman el complejo enzimatico conocido por transcriptasa inversa.

28 Una capside proteica de simetria icosaédrica, formada por las
denominadas proteinas del core del virus codificadas por el gen gag. El
conjunto del acido nucleico y la capside se denomina nucleocapside.

32. Un envoltorio constituido por una bicapa lipidica derivada de la
célula huésped donde se insertan las glucoproteinas, en 72 proyecciones
externas, codificadas por el gen env y antigenos de histocompatibilidad de

clases | y Il que derivan de la célula huésped (31;32).
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Proteasa

apd

hlembrana
lipidica

Imtegrasa

Figura 2. Estructura de la particula de VIH.

2.3.2. Genoma virico

El genoma virico lo constituye un ARN monocatenario de polaridad
positiva, que presenta dos copias unidas por el extremo 5. Como virus
retroide, se encapsida la fase ARN, que se replica mediante la accién de
la transcriptasa inversa, una enzima contenida en el viriébn, que cataliza la
formacion de provirus en forma de doble cadena de ADN, que se integra
en el genoma de la célula huésped.

Los virus VIH poseen una gran riqueza de genes y proteinas
reguladoras, que condicionaran la interaccion virus-célula y por
consiguiente la patogenia de la enfermedad.

Principalmente el ARN esta formado por tres genes estructurales:
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la replicacion virica, tat, y rev y cuatro genes que codifican proteinas

accesorias: nef, vif, vpr y vpu (33) (tabla II).

Producto Proteina L
Genes Nombre . Funcién
(precursor) virica
Estructurales |Gag p55 p17 Proteina miristilada de la matriz virica.
p24 Proteina principal de la capside virica.
. Proteina de la nucleocapside.
P Empaquetamiento del ARN virico.
5 Proteina de la nucleocapside. Unién a Vpr.
p! e
Encapsidacion virica.
Proteasa: procesamiento postraduccional de las
Pol p160 p10 )
poliproteinas Gag y Gag-Pol.
Transcriptasa inversa: transformacion del ARN
p50 ) )
virico en ADN provirico.
15 RNasa H: eliminacion del molde de ARN una
p
vez transcurrida la trascripcion inversa.
Integrasa: insercion del ADN provirico en el
p31
cromosoma de la célula infectada.
gp120 Glucoproteina de  envoltura  (superficie).
Env gp160 (gp125 en VIH-|Interaccion  virica con receptor CD4 'y
2) correceptores celulares.
gp41 Glucoproteina de envoltura (transmembrana).

(gp36 en VIH-|Anclaje de gp120 y fusién de membranas virica

2) y celular.
Reguladores tat Tat (p14) Activador de la transcripcion: sintesis de ARNm.
Exportacion (transporte) de ARN virico del
rev Rev (p19) .
nucleo al citoplasma.
Accesorios Regulacion negativa de la presencia de CD4 y
MHC-I en la membrana celular. Interferencia en
nef Nef (p27)
la activacion de linfocitos T.
Estimulacion de la infectividad de viriones.
Transporte del Complejo de Preintegracion al
vpr Vpr (p15) . )
nucleo. Bloqueo del ciclo celular.
Bloqueo del CD4 en el reticulo endoplasmico
vpu celular, evitando la interaccién con gp120 de
Vpu (p16) A . -
(en VIH-1) nueva sintesis. Incrementa la liberacion de
viriones de la célula infectada.
vif Vif (p23) Infecciosidad de viriones extracelulares.

Tabla Il. Relacién de los genes del VIH: proteinas codificadas y funciones.
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En la forma de provirus, el genoma virico esta flanqueado por unas
secuencias repetitivas de terminacion larga (LTR) que permiten la
integracién del virus dentro del genoma de la célula huésped. En ellas es
donde se localizan los elementos que inician, dirigen y regulan la

expresion del genoma virico (34-36).

2.3.2.1. Genes estructurales.

Estos son gag, que codifica las proteinas del core (p17, p24 y p15);
pol que codifica la transcriptasa inversa (Tl) y otras endonucleasas, como
la RNasa H y la integrasa (IN), y las dos secuencias repetidas de
terminacion larga (LTR) comunes a todos los retrovirus; y env, que

codifican las glicoproteinas de la membrana (gp120 y gp41).

2.3.2.2. Genes requladores.

El gen tat codifica las proteinas que activan la expresion de los
genes virales y de algunos genes celulares y el gen rev codifica las
proteinas que favorecen la formacion del ARNm viral no ensamblado o de
ensamblaje Unico; en su ausencia s6lo se forman pequefios ARNmM
doblemente ensamblados. La proteina rev se localiza en el nucleo vy, al
parecer, aumenta el transporte de ARNm mayores que codifican proteinas
estructurales para el citoplasma. Por el contrario, dicha proteina
disminuye la disponibilidad del ARNm para el propio rev y para otras
proteinas reguladoras. Estas proteinas son estructuralmente distintas en

cada virus, pero poseen funciones similares.

2.3.2.3. Genes accesorios.

citoplasma (a pesar de que también se asocia en parte a la membrana
celular) y se expresa abundantemente en fase precoz de la replicacion
virica. Estudios recientes han demostrado que juega un papel importante

en la replicacion del VIH y en su patogénesis. Se ha descrito que
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disminuye la expresién del receptor CD4 y del HLA de clase | en la
superficie celular protegiendo las células infectadas de los fenémenos de
superinfeccién y de su reconocimiento por los linfocitos citotoxicos (37).
También aumenta la infectividad al mejorar la eficacia de la transcripcion
inversa (38).

El gen vif codifica una proteina de 23 kD predominante en el
citoplasma, aunque también se puede encontrar asociada a membranas.
Su deleccion implica una importante disminucién de la infectividad del
VIH, por este motivo se hace la hipoétesis que tendria un papel en la

maduracion de las particulas viricas (39). Recientemente, se ha

descubierto _que la funcién de vif es la inactivacion de la molécula

APOBEC3G. Esta molécula implica una defensa natural frente a

retrovirus.

El gen vpr, situado entre vif y tat, sintetiza una proteina de 15 kD.
Han sido descritas dos funciones: trasladar el complejo de preintegracion
virico al nucleo de las células en fase de ausencia de division (40) y
detener las células en division en la fase G2 del ciclo celular (41). La
entrada del complejo de preintegracion dentro del nucleo es un paso
esencial en la replicacion de los retrovirus y es necesario para la
integracién posterior del provirus dentro de la célula huésped. Se ha
descrito recientemente que los cultivos celulares parados en fase G2

producen significativamente mas viriones que aquellos en fase G1 (42).

El gen vpu codifica una proteina de 16KD asociada con las | -

- [ Con formato

dos funciones: aumenta la liberacion del virion a partir de las células

infectadas (43) y esta relacionado con la degradacién selectiva del CD4+

en el reticulo endoplasmatico (44)

El gen vpx codifica una proteina de 113 aminoacidos, homéloga de | -
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2.4. TROPISMO DELVIRUS VIH

El tropismo celular del VIH-1 se basa en la interaccién especifica
de la glucoproteina mas externa de la superficie virica, gp120, y la
molécula CD4 de la superficie celular. La principal diana son los linfocitos
T que expresan en su superficie la molécula CD4 (31;45-47). Esta
molécula también se encuentra, en menor proporcion, en los monocitos,
macroéfagos, linfocitos B (48-50) y células dendriticas de los ganglios
linfaticos (51). Los linfocitos T CD4+ sostienen la infeccion productiva,
mientras que los monocitos/macrofagos no se afectan por el efecto
citopatico del VIH y se cree que constituyen una fuente de infeccion
cronica (52). Por su parte, las células dendriticas y las células epiteliales
genitales actian como transmisoras del virus a los linfocitos T mediante

un contacto intercelular.

2.4.1. Co-receptores

La sola expresion de la molécula CD4 en la superficie celular no es
suficiente para producir la entrada del VIH (53). Los receptores de
quimiocinas que pertenecen a la familia de la proteinas G de unién
(CXCR4, CCR5, CCR1, CCR2 a/b, CCR3) actuan como correceptores y
son indispensables para la fusién del VIH con la célula. Los dos
receptores principales para la infeccién in vivo son CCR5 y CXCR4. Las
cepas de VIH que usan el correceptor CCR5 (variantes R5) tienen
tropismo macrofagico, no infectan las lineas celulares de células T no
activadas y son variantes menos virulentas no productoras de sincitios
(54;55). Las cepas que usan el correceptor CXCR4 (variantes X4) tienen
tropismo por las células de la linea linfoide, son variantes inductoras de
sincitios y aparecen en estadios mas avanzados de la enfermedad

(56;57). Existen virus que pueden unirse a ambos tipos de receptores
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(variantes R5X4)(58;59). En las fases iniciales de la enfermedad se
observa un predominio de las variantes R5. Esto podria explicarse por la
presencia de la quimiocina factor-1 derivado del estroma (SDF-1), que
regula negativamente el receptor CXCR4 en los linfocitos de la lamina
propia y de las células dendriticas (60), los cuales expresan altas
concentraciones de CCRS5, confiriendo a las variantes R5 una importante
ventaja selectiva para su transmisién. El paso del predominio de las
variantes R5 al predominio de las variantes X4 supone un aumento de la
virulencia que causa una aceleraciéon en la destruccién del sistema
inmunoldgico.

Las alteraciones de estos receptores de quimiocinas pueden
determinar la resistencia a la infecciéon por el VIH o una progresién mas
lenta de la infeccidn lo que sugiere nuevas perspectivas terapéuticas en la
lucha contra esta infeccion (61).

Otras moléculas de la superficie celular intervienen en la adhesiéon
del virus a sus dianas. Aunque no pueden sustituir a la asociacidén
receptor-correceptor para la entrada del virus en la célula, colaboran de
forma significativa, sobre todo en aquellos casos en que se observa un
descenso en la expresion de los receptores para el VIH y son cruciales
para la captaciéon del VIH por parte de las células dendriticas y los
macréfagos. Estas moléculas son LFA-1, que se une al ICAM-1
expresado por el virus, DC-SIGN y un tipo de proteoglicano conocido
como sindecano que fija las particulas viricas del VIH en la superficie de

las células endoteliales (62).

2.5. CICLO DE REPLICACION DEL VIRUS VIH

La persistencia y progresion de la infeccion por el VIH tiene lugar
por la replicacion del virus dentro de las células infectadas. El ciclo de

replicacion de los VIH se subdivide en etapas segun el orden cronoloégico
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como ocurre la infeccidén. Tras una primera etapa de adsorcion, fusion e
internalizacion del viribn que ocurre en la membrana celular, el virus
realiza la transcripcion inversa para la sintesis de ADN en el citoplasma.
Posteriormente, el complejo de replicacién es transportado al nucleo
donde el ADN se integra en los cromosomas. El ciclo prosigue con la
sintesis y procesamiento del ARN (franscripcién) y activa traduccién de
las proteinas virales y termina con la morfogénesis y salida de nuevos
viriones.

En estos diferentes pasos intervienen una serie de enzimas clave,
como la transcriptasa inversa (Tl) y la proteasa, que constituyen las
dianas de los farmacos antirretrovirales, y otras como la integrasa, que
podran serlo en un futuro cercano. Bloquear la entrada del virus en la
célula es otro de los puntos clave para el tratamiento de la infeccion por el
VIH. En este momento, disponemos de los inhibidores de la fusidon y estan

en estudio los antagonistas de los receptores de quimiocinas.

2.5.1. Adsorcion, fusién e internalizacién del virién,

El ciclo de replicacion del VIH-1 comienza con la entrada del virus
en la célula se realiza en cuatro pasos: la adherencia del virus a la
superficie celular, la unién al receptor CD4, la interaccion del complejo
CD4-glucoproteina de la cubierta del virus con el correceptor v,
finalmente, la fusion del virus con la membrana celular.

Al ponerse en contacto el virus con su receptor de alta afinidad, la
molécula de CD4 (47;63;64), en la superficie de las células susceptibles,
primariamente los linfocitos y monocitos/macrofagos. En esta fase se
produce la unién de la gp120, el receptor CD4 y los co-receptores CC o
CXC, teniendo lugar unos cambios estructurales que originan la fusién del
dominio transmembranoso de la gp41 y la membrana de la célula

huésped. La fusion de la envoltura del virus y la membrana citoplasmatica
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celular permitira el paso de la nucleocapside, complejo formado por las
proteinas gag y pol y el genoma virico.

En el intervalo que va desde la exposicidn de la preestructura hasta
que se completa la formacién de la estructura de fusion, el virus es
vulnerable a las moléculas (inhibidores de la fusion) que actian sobre los

intermediarios estructurales (65).

2.5.2. Transcripcion inversa para la sintesis de ADN

Después de la fusion de la cubierta virica con la membrana de la
célula, se produce la internalizacion de la nucleocapside viral dentro del
citoplasma y la desencapsidacién del genoma viral.

El ARN genémico se transcribe de forma inversa para generar una
copia de ADN por el complejo enzimatico de la transcriptasa inversa que
posee tres actividades diferentes: ADN-polimerasa dependiente de ARN,
ADN-polimerasa dependiente de ADN vy ribonucleasa H. La ADN-
polimerasa dependiente de ARN sintetiza una copia de ADN de cadena
sencilla a partir del ARN, la ribonucleasa destruye el ARN original y la
segunda polimerasa sintetiza una segunda cadena de ADN usando como
plantilla la primera cadena. La copia de ADN se transporta al nucleo v,
posteriormente, se integra en el genoma celular para seguir el proceso de
replicacion.

La transcriptasa inversa es incapaz de corregir las incorporaciones
incorrectas de nucleotidos durante la sintesis de ADN, lo cual provoca la
aparicién de errores de transcripcion con tasas de error estimadas de 10°
a 10™ incorporaciones incorrectas por nucleétido copiado. Esto le confiere
al VIH una de sus caracteristicas mas determinantes, su elevada

variabilidad genética.
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2.5.3. Integracion

Una vez sintetizado el ADN proviral, se acopla a una serie de factores
viricos y celulares, formando el complejo preintegracion, que se transporta
hasta la cubierta celular y se traslada al interior del nucleoplasma, donde
la doble cadena de ADN proviral se integra dentro del genoma de la célula
huésped. El transporte se realiza a través de un mecanismo que implica al
gen Vif; este ultimo tiene la capacidad de asociarse a la vimentina, que
forma parte de unos filamentos intermediarios que unen las membranas
celular y nuclear (66). Por tanto, Vif actia como conectivo entre el
complejo preintegracion y las moléculas motoras del microtubulo para el
transporte activo hacia el nudcleo. Vpr facilita la captacion nuclear del
complejo de preintegracion y provoca la detencion de la mitosis celular en
la fase G2/M para favorecer la maxima expresion y replicacion del virus.

La reaccion de integracion mediada por la integrasa) (35)comienza
con el ensamblaje de un complejo estable con secuencias de ADN
concretas en los extremos de las LTR. EI ADN no integrado se degrada
por parte de las ADNasas celulares en un periodo de 5 a 15 dias y

constituyen un reservorio potencial de VIH (67;68).

2.5.4. Transcripcion

Después de la integracion, el genoma puede estar latente o bien ser
fuente de produccién continua de virus, dependiendo de la presencia de
factores celulares o viricos necesarios para la activacion del iniciador
virico. La activacion de los linfocitos o la diferenciacion de los monocitos
para una gran variedad de antigenos, mitégenos, citocinas y virus puede
resultar en la activacion de la replicacion y la produccion de virus.

El ADN integrado, denominado provirus, es la forma replicativa del

VIH. La replicacion comienza mediante la transcripcién del genoma viral.
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En esta fase, el provirus integrado mimetiza un gen celular y depende por
completo de los mecanismos celulares para su expresion.

En la LTR del provirus se encuentran una serie de puntos de unién
para los factores celulares de transcripcion, los cuales regiran la puesta
en marcha desde el provirus integrado y su desarrollo segun el tipo celular
(35).

Entre los diferentes factores celulares que interaccionan con las
secuencias reguladoras situadas en el LTR, el factor nuclear kappa B
(NF-kB) es el principal elemento regulador de la trascripcion del VIH en
linfocitos CD4+ a partir del estado de latencia (69-71). El NF-kB no se
encuentra en forma activa en los linfocitos CD4 en estado de reposo y se
genera uUnicamente en los procesos de activacion inmunologica. Esto
explica que la replicacion del VIH dependa de forma absoluta de la
activacion de los linfocitos infectados (72;73)

La sintesis de un ARN mensajero maduro y funcionante del VIH se
realiza mediante la ARN polimerasa Il (ARNPII). La transcripcién del
provirus genera un ARN de longitud completa que funciona como ARN
mensajero y como ARN gendmico. La transcripcidon completa del genoma
virico requiere la participacion de la proteina tat que actua aumentando la
tasa de transcripcion del genoma del VIH y permite la sintesis de la
totalidad del ARN virico. Tat actia como un trasactivador directo en
cooperacion con otros factores celulares, en especial el NF-kB, y permite
la elongacion completa del ARN mensajero del virus (73).En ausencia de
tata no hay transcripcion del ARN virico completo.

Ademas de Tat, intervienen otras proteinas viricas, Rev, Nef y Vpr.
La proteina Rev, de localizacién preferentemente nuclear, interviene en el
transporte del ARN sintetizado al citoplasma y en su procesamiento en
ARN de distintos tamafios. Rev se une de manera especifica a una
estructura de ARN llamada elemento de respuesta a Rev (ERR),
localizado en el gen Env. Nef contiene una regién de localizacion nuclear

y una secuencia rica en leucina que actia como sefial de exportacion
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nuclear, la cual permite que Rev se asocie a los mecanismos de
exportacion del nudcleo. La unidon Rev/ERR incrementa, asimismo, la
produccién de ARN mensajero de tamafio completo o con un Unico sitio
de unién. Estos ARN sirven para codificar las proteinas estructurales y los
de tamano completo sirven, ademas, como genoma viral. La Vpr activa la

transcripcion.

2.5.5. Traduccion

Después de su sintesis, las proteinas viricas deben ser procesadas
antes de ensamblarse en lo que seran las particulas viricas maduras. En
este proceso participan diversas proteinas y proteasas viricas, asi como
una proteasa celular que interviene en la traduccién del Env.

Las proteinas del Env gp120 y gp41 se sintetizan como una
poliproteina precursora (gp160) a partir de un ARN subgendmico del que
se han eliminado las secuencias codificadoras de Gag, Pro y Pol. La
ruptura del precursor gp160 en las dos subunidades individuales, gp120 y
gp41 tiene lugar en el aparato de Golgi por la acciébn de una proteasa
celular.

En el momento en que se ha completado la oligomerizacién, la
poliproteina ya es competente para la interaccion con el receptor CD4.
Esta interaccion puede inhibir el transporte del complejo a la membrana
celular para la fase de ensamblaje. El VIH posee una proteina accesoria,
Vpu, que se traduce junto con las proteinas de la cubierta desde un ARN
mensajero comun y que produce la degradacion de la molécula CD4 v,
posiblemente, de otras proteinas transmembrana desde el reticulo
endoplasmatico. Aunque el Env no esta directamente implicado en la
degradacion, actia reteniendo la molécula CD4 en el reticulo
endoplasmatico. La degradacién se inicia por la interaccion de la proteina

Vpu con la molécula CD4. Vpu recluta una proteina que se une a una
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proteina celular, SKp1, que es componente de un complejo ligasa que
tiene como objetivo la molécula CD4 y pone en marcha la sefial para su
degradacién por parte de las proteasomas del citoplasma.

Las proteinas estructurales y las enzimas que componen el core se
traducen a partir de dos poliproteinas precursoras, Gag y Gag-Pol,
sintetizadas en el reticulo endoplasmatico a partir del ARN genémico. Gag
codifica las proteinas estructurales asociadas al core viral: la proteina
matriz que reviste la cara interna de la membrana viral, la proteina de la
capside que construye la particula del core en forma de cono, la proteina
de la nucleocapside que interactia con la cadena simple de ARN
genoémico viral y la p6, una proteina que interviene en la incorporacién de
la proteina Vpr y en las fases finales de la liberacion del virién naciente de
la membrana celular. ElI gen Pol codifica varias enzimas viricas, entre
ellas la Tl, la integrasa y la proteasa (74). Estos precursores se trasladan
en ribosomas libres por el citoplasma hacia la membrana, donde se unen
unos con otros e interactuan con la glucoproteinas del Env a través de
una serie de procesos de ensamblaje y maduracion que dan como

resultado una particula virica infecciosa.

2.5.6. Acoplamiento

La formacién de particulas VIH infecciosas y su liberacion de las
células infectadas es un proceso complejo que requiere no solo el
procesamiento y la expresion coordinada de las proteinas precursoras de
Gag, Pol y Env, sino que también depende de la actividad de varias
proteinas accesorias del VIH como Vif, Nef y Vpu. La particula virica que
emerge de este proceso mide unos 80-100 nM de diametro, contiene dos
copias idénticas de ARN gendmico viral, varias moléculas de ARNt, la
proteina de la nucleocapside, TIl, integrasa, proteasa y las proteinas

accesorias del VIH en una estructura densa en forma de cono
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denominada core. El VIH surge de la superficie celular en un proceso en
el que participa parte de la membrana celular para recubrir la particula
virica madura. Asociadas a la membrana se encuentran las proteinas de
la cubierta virica gp41 y gp120 (74). La proteina accesoria Vif se ha
asociado a un aumento de la cantidad de Env que se incorpora a los
viriones.

Los determinantes del acoplamiento de la capside estan contenidos
en los precursores Gag y Gag-Pol, que en ausencia de otras proteinas
pueden formar particulas cuasiviricas. El acoplamiento a partir del
precursor Gag se desarrolla en varias fases: la interaccion del precursor
con la membrana celular, la interaccion de los precursores entre si y la

emergencia del virién en la superficie celular.

2.5.7. Salida de la célula y maduracion

AT TR T YT

La liberacion de la particula virica desde la célula huésped requiere
la fision de la membrana, la cual no parece ligada a ninguna proteina
virica, por lo que debe estar implicado un componente celular.

La molécula CD4 de la superficie celular puede unirse al virus
recién liberado y hacer que se reinfecte de forma no productiva la misma
célula. Para evitar que esto suceda, después de la activacion de la célula
tiene lugar un proceso de endocitosis del receptor CD4. La proteina Nef
aumenta el indice de endocitosis de CD4, regulando negativamente la
cantidad de CD4 localizado en la superficie celular y el complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il. Con ello protege a la célula de la lisis
mediada por los leucocitos T citotdxicos y aumenta la infectividad del
virus, que esta relacionada con la capacidad del virus de disminuir la
expresion de su propio receptor.

La particula virica liberada necesita madurar para la formacion de

virus infectivo. Para ello, las proteinas de Gag y Gag-Pol acopladas
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dentro de la particula virica en formacioén son procesadas por la proteasa,
que fragmenta las poliproteinas precursoras para producir las proteinas
del virus maduro. Minimas inhibiciones de la proteasa producen intensos
déficit en la infectividad del virus. La proteasa es sélo parcialmente activa
en la forma precursora; su activacion prematura dentro de la célula
huésped provocaria la liberacion temprana de los componentes de los
precursores, lo cual impediria su correcto acoplamiento. EI mecanismo de
control de la actividad autocatalitica de la proteasa que impide su

activacion temprana no se conoce por completo.
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3. FUNDAMENTOS INMUNOLOGICOS E INMUNOPATOLOGICOS

3.1. INTRODUCCION

Para analizar la inmnopatologia del SIDA es necesario situar la
relacion entre el virus y el huésped en un doble contexto: por una parte se
ha de considerar la interacciébn entre un virus y una célula; en este
“microcosmos” es importante analizar y comprender los mecanismos de
adaptacion del virus a su célula diana. Existe sin embargo un segundo
nivel de complejidad, en el que se enfrentan poblaciones virales formadas
por miles de millones de particulas y un sistema inmunitario dotado de
numerosos mecanismos de defensa y de amplios repertorios de
respuesta antimicrobianas. En este “macrocosmos”, el VIH debe ser
capaz de adaptarse mediante mecanismos de escape que permiten eludir
la respuesta inmunoldgica (75).

El estudio de la inmunopatogenia de la infeccién por el VIH no sélo
es trascendente para el conocimiento de los mecanismos de esta
enfermedad, sino que puede ofrecer alternativas terapéuticas

inmunoldégicas o llevar al desarrollo de una vacuna eficaz (76).

3.1.1. Moléculas de superficie y clasificacién de los linfocitos T

Los linfocitos T detectan la presencia de sustancias extrafas
gracias a proteinas de superficie que se denominan receptores de célula
T. Ademas, los linfocitos funcionales y maduros expresan varias proteinas
caracteristicas de superficie, ademas de los que son las que permiten
detectar. Muchas de estas proteinas se conocen con las iniciales CD (del
inglés "cluster of differentiation") seguidas de un nimero de identificacion

particular. Estas proteinas son muy utiles para distinguir los distintos tipos
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de células, y a menudo participan de modo directo en funciones celulares
inmunitarias.

Por ejemplo, los receptores de superficie de la célula T siempre se
expresan junto con otros cinco polipéptidos de superficie transmembrana
que se conocen en conjunto como complejo CD3. Como estas proteinas
son casi exclusivas de la linea T y son mas faciles de detectar sirven para
identificar linfocitos T en tejidos extratimicos. Otras dos proteinas,
llamadas CD2 y CD7 son también exclusivas de los linfocitos T y
aparecen en una etapa mas temprana del desarrollo de la célula T en el
timo.

Casi todos los linfocitos maduros que se encuentran en la sangre
periférica y en o6rganos linfoides secundarios son CD2+CD3+CD7+. No
obstante, dentro de este grupo hay poblaciones con funciones
inmunitarias diferentes y que expresan sus propios marcadores de
superficie distintivos. Estas supoblaciones se conocen con frecuencia
como subgrupos de células T. Los dos subgrupos mas importantes
pueden distinguirse por dos proteinas adicionales conocidas como CD4 y
CD8. La mayoria de los linfocitos T que expresan proteina CD8 se
superficie tienen actividad citotoxica. Los linfocitos T citotoxicos tienen
una importancia extrema en la defensa contra las infecciones virales. En
contraste, los linfocitos T que expresan proteina CD4 casi nunca son
citotéxicos sino mas bien funcionan como células T cooperadoras vy
promueven la proliferacion, maduraciéon y funcion inmunitaria de otros
tipos celulares.

Los linfocitos T virgenes y de memoria permanecen de ordinario en
estado de reposo, y en dicho estado no exhiben una actividad
cooperadora o citotoxica significativa. No obstante, cuando son activadas
pueden realizar varios ciclos de division mitética para producir multiples
células hijas pasando unas a estado de reposo y otras se convierten en
células con actividad cooperadora o citotoxica. Estas células efectoras

muestran varios tipos de proteinas de superficie (como CD25, CD29,
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receptores de transferencia y un grupo de proteina CMH conocido como
proteinas CMH clase IlI) que no se encuentran en las células en reposo, y
también pueden expresar cantidades aumentadas de algunos marcadores

constitutivos de la célula T (como CD2).

3.2. INMUNOSUPRESION PRODUCIDA PORELVIRUSVIH,

La caracteristica paradigmatica de la infeccion por el VIH es la
deplecién progresiva de la subpoblacion de linfocitos CD4 colaboradores-
inductores. Dado que estas células desempefian un papel central en el
desarrollo de la respuesta inmunitaria, las manifestaciones clinicas de la
enfermedad se producen por la inmunosupresion producida. Las
alteraciones inmunoloégicas que se asocian con la infeccion por el VIH son
muy amplias y afectan a diversos brazos efectores interdependientes del
sistema inmunologico, incluidos elementos de la inmunidad humoral y

celular.

3.2.1. Propiedades inmunosupresoras de los productos viricos

Algunas proteinas de los retrovirus poseen un efecto directo
inmunosupresor independientemente de la infeccion virica. Asi, un
péptido de una region altamente conservada de la glucoproteina
transmembrana de la envoltura del VIH gp41 puede inhibir in vitro la
respuesta proliferativa de los linfocitos a estimulos antigénicos y a
mitégenos, debido a la induccién de apoptosis (77). No se sabe con
certeza si este fendbmeno contribuye a la inmunosupresion global que se
observa en la infeccion por el VIH, pero la posibilidad de que las proteinas

retrovirales tengan capacidad inmunosupresora siembra la duda de si
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hubiese que incluir secuencias de tales proteinas como inmundgenos en

futuras vacunas.

3.2.2. Alteraciones de los linfocitos T

La infeccion por el VIH-1 tiene dos efectos draméticos sobre el
sistema inmune: una pérdida progresiva de linfocitos T CD4+, que
provoca un deterioro importante de la inmunidad celular, y una activacion
de los linfocitos T CD4+ y CD8+ (78). Se cree que ambos efectos tienen
un papel relevante en el desarrollo del SIDA (79;80). La replicacion de
VIH es el principal responsable de este proceso, y junto con el recuento
de linfocitos T CD4+, son los marcadores pronésticos mas importantes
para valorar la progresion de la enfermedad (7). El estudio de otras
subpoblaciones de linfocitos para el seguimiento y tratamiento de los
pacientes infectados con VIH-1 no ha sido establecido definitivamente
(78).

3.2.2.1. Alteraciones de los linfocitos CD4+

Las alteraciones que se observan en los linfocitos T durante la
infeccion por el VIH son tanto cualitativas como cuantitativas. Las
alteraciones cualitativas se hacen aparentes tras la primoinfeccién y antes
de que el descenso de linfocitos T sea evidente. Existe un trastorno en el
reconocimiento de antigenos solubles, aunque aun responden a
mitdgenos.

La alteracion central se produce en la funcion de las células
colaboradoras y no se debe a una hiperfuncién de las células supresoras.
Otras anomalias observadas en la infecciéon por el VIH consisten en el

descenso de la produccion de linfocinas, la disminucion en la expresion
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de los receptores de interleucina 2 (IL-2), la disminucion de la
alorreactividad y la reduccién de la capacidad para estimular los linfocitos
B.

Las alteraciones cuantitativas son el resultado de la deplecién
progresiva de la subpoblaciéon de linfocitos T colaboradores CD4+. Los
linfocitos T CD4+ de sangre periférica se encuentran infectados en una
proporcion pequefia mientras que en los ganglios linfaticos existe una alta
proporcion de células infectadas, aunque soélo una parte minima replica
activamente el genoma proviral que contiene. Esa pequeina proporcion de
CD4 infectados daria lugar a la produccién diria de 10" viriones que
ocasionaria la destruccion de 10® CD4 cada 36 horas por un efecto
citopatico directo y la infeccion de un numero similar de células,
especialmente linfocitos destinados a restituir los linfocitos destruidos.

Dentro de la pérdida progresiva de linfocitos T CD4+, se infectan
preferentemente las que tienen fenotipo memoria y son las primeras en
afectarse. Aunque después ocurre una disminucién progresiva de los
niveles absolutos tanto de las células virgenes como de las memoria,
existe una reduccion mayor en la proporcion de las células virgenes a
medida de que la enfermedad progresa (81). Esta deplecion no puede
atribuirse exclusivamente al efecto citotdxico directo del virus, pues solo
una minoria de estas células se encuentran infectadas incluso en fases
avanzadas de la infeccion. Otros factores que pueden contribuir a la
deplecion de linfocitos CD4 son los siguientes: a) la formacién de sincitios,
en que una célula infectada se fusiona por medio de sus glucoproteinas
de superficie gp120 con moléculas CD4 de células no infectadas,
formando células gigantes multinucleadas; b) como células CD4+ no
infectadas espectadoras que han fijado en sus receptores gp120 libres,
volviéndolas vulnerables al ataque inmunitario; ¢) descenso de la
produccién por infeccion por el VIH de las células pluripotenciales
medulares o deplecion timica producida por el VIH; d) mecanismos

autoinmunes, en virtud de los cuales anticuerpos con reactividad cruzada
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o la respuesta inmunitaria celular contra el virus producen la destruccién
de células no infectadas; e) efecto de superantigeno, en que ciertas
proteinas viricas producirian la estimulacion, y deplecidén udltima, de
linfocitos T con receptores especificos; f) apoptosis, en que el virus (0 sus
productos) provocaria la muerte celular programada (79).

Dentro de la pérdida progresiva de linfocitos T CD4+, las células
con fenotipo memoria se infectan preferentemente y son las primeras
afectadas; a pesar de que después existe una disminucion progresiva
tanto de los linfocitos virgenes y memoria, a medida que progresa la
enfermedad ocurre una reduccidén preferencial de las células virgenes
(81).

Por ultimo, los linfocitos también representan un importante
reservorio para la infeccién persistente. En una persona infectada, se
estima que aproximadamente 10° linfocitos CD4 contienen provirus
integrado en el genoma de forma latente, susceptible de replicacién
completa si la célula se activa (82). Puesto que estas células no expresan
proteinas viricas hasta que se activan, el provirus permanece "escondido”
para el sistema inmunolégico y no sera sensible a los farmacos que
inhiben la replicacion viral, lo cual representa un obstaculo insalvable para
la erradicacion del virus. Varios modelos han definido que los linfocitos
CD4+ presentan un recambio (turnover) muy elevado desde el inicio de la
infeccidbn que va a condicionar paulatinamente su descenso en sangre
periférica. Estos modelos son la base para el inicio precoz del tratamiento

antirretroviral (83).

3.2.2.2. Alteraciones de los linfocitos CD8+
Las alteraciones de los linfocitos T CD8+ ocurren de forma

temprana después de la infeccion y recuentos altos caracterizan la fase

asintomatica, mientras la homeostasis de las células CD3+ esta
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preservada y los niveles de linfocitos T CD4+ permanecen estables por
encima de 500 x 10° células/l (84;85). Estos linfocitos T CD8+, que
expresan altos niveles de antigenos de activacion, tales como HLA-DR y
CD38, son predictores de la tasa de disminucion de los linfocitos T CD4+
y se correlacionan con la persistencia de la replicacién viral in vivo
(86;87). Ademas, los linfocitos T CD8+ pertenecientes a individuos
infectados por el VIH-1, los cuales presentan una importante reduccion de
su potencial proliferativo, presentan una clara expansion de la
subpoblacion con pérdida de expresion de la molécula CD28; este
aumento se correlaciona negativamente con los niveles de linfocitos T
CD4+ (88).

3.2.3. Alteraciones de los linfocitos B

Las alteraciones que se producen en los linfocitos B son también
cualitativas y cuantitativas. En las fases precoces de la infeccion, la
alteracion mas caracteristica consiste en la activacion policlonal de los
linfocitos B, que clinicamente se traduce en concentraciones elevadas de
IgG e IgA, en la presencia de inmunocomplejos circulantes y en un
numero elevado de linfocitos B en la sangre periférica que segregan
inmunoglobulinas espontaneamente. Estas alteraciones no parecen
deberse al efecto directo del virus. Aunque las células B pueden expresar
escasamente el receptor CD4 y han sido infectadas in vitro, no existen
datos concluyentes de que estas células se infecten in vivo. Por tanto, el
virus (o sus productos) deben interaccionar con los linfocitos B no
infectados para estimularlos. Otros factores que pueden contribuir a esta
estimulacion policlonal pueden ser la infeccion concomitante por otros
virus, tales como el citomegalovirus o el virus de Epstein-Barr.

Las alteraciones funcionales de los linfocitos B consisten

principalmente en la afectacion de la produccién de anticuerpos ante
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estimulos antigénicos, que puede estar mediada por la hipofuncion de los
linfocitos T colaboradores. La vulnerabilidad de los enfermos infectados a
padecer infecciones pidégenas y la falta de respuesta a la inmunizacion
que muestran estos individuos puede deberse a la alteracion de la

inmunidad humoral (89).

3.2.4. Alteraciones de los monocitos/macréfagos

El VIH infecta células de linaje monocito/macréfago que expresan
el receptor CD4 y la molécula correceptora CCR5. Sin embargo, so6lo una
minoria de estas células muestra infeccion productiva in vivo, por lo que la
hipofuncion de los linfocitos T colaboradores puede contribuir también a
las alteraciones observadas en los macrofagos. Asimismo, el VIH infecta
(y se replica) en células progenitoras medulares de la estirpe
monocito/macrofago, fendmeno que puede contribuir a la pancitopenia
que se observa en muchos de los pacientes seropositivos.

Los macréfagos, al contrario que los linfocitos CD4+, son
relativamente resistentes al efecto citopatico del virus y pueden constituir
un reservorio para la persistencia de la infeccidon. Los macréfagos, por
otro lado, pueden diseminar la infeccion por el VIH al sistema nervioso
central, atravesando la barrera hematoencefalica (90).

La capacidad de los macréfagos como célula presentadora de
antigenos se ve afectada, en particular, en las fases avanzadas de la
enfermedad. Esta alteraciéon puede traducirse en una incapacidad para
establecer una respuesta inmunitaria adecuada tanto frente al VIH como a
otros patégenos. Estas anomalias parecen deberse a la activaciéon crénica
in vivo de los macréfagos, ya sea por viriones completos, proteinas viricas
o linfocinas. Por este motivo, puede observarse en pacientes con sida una

expresion aumentada del receptor de IL-2 e IL-1 (91).
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3.2.5. Otras alteraciones

Las células natural killer (NK) constituyen un componente esencial
en la vigilancia inmunolégica contra las células infectadas por virus, las
células alogénicas y las células tumorales. Las células NK son linfocitos
granulares grandes que reconocen antigenos en las células, con la
posterior lisis de estas células. Estas células NK son normales en nimero
y desde el punto de vista fenotipico, pero defectivas desde el punto de
vista funcional, por lo que no destruyen las células diana (92).

La aparicion de fendmenos autoinmunes forma parte de Ia
alteracion inmunolégica que se produce en los enfermos infectados por el
VIH. En la mayoria de los pacientes seropositivos pueden detectarse
inmunocomplejos circulantes. Algunas de las manifestaciones clinicas que

aparecen en estos enfermos pueden deberse a estos fenémenos (93).

3.2.6. Cambios inmunoldgicos en sangre periférica después de
TARGA

Una supresion estable de la replicacion del VIH después del
TARGA se asocia con unos beneficios clinicos e inmunoldgicos en la
mayoria de los pacientes, a pesar de que el grado de reconstitucion
inmune es soélo parcial, sobre todo una vez que el sistema inmune ha sido
gravemente dafiado, lo que ocurre en pacientes con infecciébn avanzada
por el VIH-1 (94-100). Si la supresion de la replicacién de VIH-1 se inicia y
se mantiene durante los estadios iniciales de la infeccion asintomatica,
cuando la homeostasis de los linfocitos T CD3+ todavia esta preservada y
los niveles de linfocitos T CD4+ se mantienen estables con > 500 x 10°
células/l, se acepta que se puede conseguir una normalizacion completa

de las subpoblaciones y la funcién de los linfocitos T (78).
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La supresion de la replicacion del VIH-1 durante 12 meses en las
fases iniciales de la infeccién crénica por el VIH-1 resulta en un sustancial
aumento en el numero de linfocitos T CD4+ y una disminucién del numero
de linfocitos T CD8+. Sin embargo, los niveles no llegan a igualarse a los
de los controles no infectados. El descenso de los linfocitos T CD8+
ocurre principalmente como resultado por la reduccion de las
subpoblaciones activada (CD38) y memoria (CD45RA-CD45R0O+). Para
conseguir resultados mas importantes es mejor la terapia triple que
incluso logra disminuir el porcentaje de linfocitos T CD4+ activados
(CD38). La efectividad de la terapia triple en reducir la activacion de los
linfocitos T es consistente con su mayor eficacia en la supresion de la
replicacion del VIH-1, reduciendo los niveles de ARN plasmaticos a
niveles indetectables en el 91% de los pacientes (78). Los niveles de
linfocitos T CD8+CD38+ y el ARN plasmatico de VIH-1 se correlacionan
tanto antes como después de 1 afio de terapia y tanto en pacientes en
fases iniciales (78;86) como avanzadas (95) de la infeccion.

Incluso en las fases iniciales de la infeccion crénica existe un
descenso de los linfocitos T CD8+CD28+ vy, por lo tanto, una expansion
de los linfocitos T CD8+ que no expresan CD28, lo que indica una
alteracion de la funcién inmune (88). Este incremento también se ha
observado en otras situaciones con hiperactivacion tales como las
infecciones virales crénicas, las enfermedades autoinmunes y el cancer; e
incluso en personas mayores (101). Se cree que la ausencia del antigeno
de superficie CD28 y la falta de una respuesta proliferativa en condiciones
de cultivo reflejan una estadio de maduracion mas tardio de las células
como resultado de una estimulacion antigénica repetida u un aumento del
numero de ciclos de divisiones celulares (102). También se ha descrito un
aumento de la expresion de CD57 acompafiando al descenso de
expresion de CD28 en los linfocitos T CD8+. Se cree que el fenotipo
caracterizado pro CD57+CD28- podria representar un estadio terminal

diferenciado no proliferante de linfocitos T (103). El tratamiento
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antirretroviral iniciado en etapas iniciales induce un aumento significativo
en la expresion de CD28 en los linfocitos T CD8+ sin afectar el porcentaje
de células CD8+CD28-CD57+. El aumento de linfocitos T CD8+CD28+
observados en pacientes tratados indica probablemente la presencia de
nuevos linfocitos T CD8+ que expresan la molécula CD28 de novo mas
que una reduccién en el pool de linfocitos T CD8+ viejos (78).

En contraste con lo observado en pacientes con enfermedad
avanzada (94-100), los pacientes con infeccion temprana por el VIH-1
muestran pocas alteraciones en el compartimento de células
virgenes/memoria (78). Antes del tratamiento, el porcentaje de linfocitos T
CD4+ con fenotipos virgen o memoria, asi como el numero total de
linfocitos T CD4+ virgenes es similar a los pacientes sin infeccién; sin
embargo el ndmero total de linfocitos T CD4+ esta reducido. La triple
terapia aumento el numero absoluto de linfocitos T CD4+ virgenes vy
memoria, siendo al afio de tratamiento similar a la de las personas sin
infeccion. El niumero aumentado de linfocitos T CD4+ virgenes puede
deberse a un aumento de la produccién timica, a una expansion periférica
de los linfocitos virgenes sin cambio fenotipico o a una disminucion del
recambio celular. La mayor eficacia de la triple terapia para aumentar los
linfocitos T CD4+ memoria puede ser un reflejo de la mayor eficacia para
suprimir la replicacion del VIH-1 en los tejidos linfoides. De hecho, la
reduccion de la carga de VIH en los tejidos linfoides periféricos después
de TARGA en pacientes con infeccién avanzada permite la redistribucion
de los linfocitos T CD4+ memoria hacia la sangre, lo que provoca un
rapido aumento de linfocitos T CD4+ en estos pacientes tras tratamiento
(95-100). Sin embargo en pacientes con estadios iniciales de la infeccién
tratados con TARGA durante 3 meses hay una proliferacion de los
linfocitos T CD4+ memoria intrafoliculares, a pesar de que el ARN del VIH
es indetectable (104). Por lo tanto, tanto la redistribucién y la regeneracion
en periferia de los linfocitos T CD4+ memoria influyen en el aumento de

las células memoria circulantes observados en los pacientes con infeccion
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reciente y tratados con TARGA. El aumento de los linfocitos T CD8+
memoria y virgenes refleja un estado de activacion del sistema inmune.
Se ha sugerido que un aumento del porcentaje de CD8+CD38+ podria
usarse como un predictor temprano de la pérdida de los linfocitos T CD4+
(105).Después de 12 meses de tratamiento, las células memoria CD8+
alcanzan valores casi normales. No obstante, el porcentaje de CD8+ con
fenotipo virgen estaba reducido a pesar de que el nimero absoluto estaba
aumentado. Después de 12 meses de terapia, los valores de esta
subpoblacion todavia permanece mas alto que en pacientes no infectados
(78).

3.3. RESPUESTA INMUNITARIA FRENTE AL VIH

La fase inicial de la infeccion por el VIH se caracteriza por cifras
altas de viremia plasmatica que pueden alcanzar 10 viriones por mililitro.
La viremia se asocia a concentraciones elevadas de proteina p24 del core
viral en el suero. Sin embargo, tras la infeccion inicial, las cifras de viremia
y antigenemia descienden con rapidez, y sobreviene un largo periodo de
infeccion asintomatica (106). Esto sugiere que la respuesta inmunitaria
especifica frente al virus desempefia un papel en el control de la
replicacion viral y, por tanto, en la progresion de la enfermedad. En
consecuencia, un tema central consiste en determinar los componentes

protectores especificos de la respuesta inmunitaria humana frente al VIH.

3.3.1. Anticuerpos neutralizantes
El VIH induce la produccién de anticuerpos por parte de los

linfocitos B frente a las proteinas viricas, y algunos de estos anticuerpos

tienen capacidad neutralizante del virus. La respuesta de anticuerpos se
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observa tipicamente entre el mes y los tres meses posteriores a la
primoinfeccién, aunque en circunstancias excepcionales puede tardar
mas tiempo en desarrollarse (107).

Los anticuerpos "neutralizan" directamente el virus libre antes de
que penetre en la célula y pierda su envoltura. La diana primaria es una
estructura en asa dentro de una region relativamente hipervariable de la
glucoproteina gp120 denominada "dominio principal de neutralizacién" (V3
loop), asi como frente a epitopos de la regién implicada en la fijacion al
receptor CD4 (108).

Los anticuerpos neutralizantes se encuentran presentes durante
toda la infeccion por el VIH y, aunque los titulos son generalmente mas
bajos en las fases avanzadas de la infeccién, no ha podido demostrarse
una correlacion entre los titulos de anticuerpos neutralizantes y la
progresion de la enfermedad. Por otro lado, estudios detallados de la
primoinfeccion han puesto de manifiesto que los anticuerpos capaces de
neutralizar cepas infectivas del virus aparecen con posterioridad al
aclaramiento de la viremia, sugiriendo que otros mecanismos
inmunolégicos deben ser operativos para el control inicial del virus (109).
Se desconoce si la induccién aislada de anticuerpos neutralizantes puede
conferir proteccion frente a la infeccion natural por el VIH, pero
indudablemente puede ser un tema trascendente para el futuro desarrollo
de vacunas (110). La capacidad de los anticuerpos neutralizantes para
conferir proteccion frente a la infeccion por el VIH puede verse afectada,
en parte, por el alto grado de variacidén antigénica que muestra este virus.

La primera linea defensiva en las mucosas esta representada por
anticuerpos de la clase IgA secretora. Tales anticuerpos secretores se
han encontrado en la sangre, saliva y otros liquidos corporales de los
sujetos infectados con el VIH, pero queda por determinar su posible papel

protector en la respuesta inmunitaria contra esta infeccion.
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3.3.2. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

Otro mecanismo inmunoldgico para controlar la diseminacion de la
infeccion puede ser la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.
Se trata de un proceso mediante el cual los anticuerpos especificos contra
el virus se fijan directamente en proteinas viricas de la superficie de
células infectadas, sensibilizando a estas células para ser lisadas por
células que se fijan a la porcién Fc expuesta del anticuerpo. Las células
responsables de esta respuesta son las células NK, que expresan el
receptor CD16 para la porcién Fc de la IgG. En la mayoria de los
enfermos infectados por el VIH se han identificado anticuerpos que
pueden mediar esta respuesta. Estos anticuerpos aparecen tras la
seroconversion y se mantienen a lo largo del curso de la enfermedad. Se
ha postulado que la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
puede limitar la diseminacion del virus de célula a célula mediante este
mecanismo citotoxico. Sin embargo, la contribucibn de este proceso

inmunolégico en la progresion de la enfermedad no esta definida (111).

3.3.3. Linfocitos T citotoxicos

Los linfocitos T citotoxicos (LTC) representan un mecanismo
protector generado por el individuo frente a diversas infecciones viricas.
Los LTC pueden destruir las células infectadas, al reconocer péptidos de
8-9 aa de las proteinas viricas presentados en la superficie celular por las
moléculas HLA de clase | (A, B y C). El reconocimiento de este complejo
(péptido mas HLA de clase |) por parte de los LTC lleva a la lisis y a la
eliminacion de la célula infectada (112).

Aunque lo definitorio de la infeccion por el VIH es la aparicion
progresiva de un estado de inmunosupresion profunda, se ha detectado

una respuesta vigorosa especifica mediada por LTC en la sangre
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periférica de pacientes seropositivos. Estas respuestas no estan soélo
dirigidas contra las proteinas estructurales del virus, sino también frente a
la transcriptasa inversa y las proteinas reguladoras como vif y nef. Esta
respuesta estd mediada fundamentalmente por los linfocitos CD8+, que
pueden reconocer péptidos del VIH en la superficie de células infectadas
junto con moléculas HLA de clase | (A, By C) (113).

En numerosos modelos experimentales de infeccion viral se ha
demostrado un papel protector de los LTC, y existen algunos datos que
indican un efecto antiviral de los LTC en la infeccién por el VIH. En la
infeccion aguda por el VIH, pueden detectarse concentraciones altas de
LTC especificos del virus, y su apariciéon se correlaciona con el control de
la viremia (114). Algunos datos indirectos sugieren que la respuesta de
LTC puede retrasar la progresion de la enfermedad.

A medida que progresa la enfermedad se observa un descenso de
LTC, lo que puede contribuir al aumento de la viremia en fases avanzadas
de la infeccion. Mas recientemente, la aplicacion de la citometria de flujo
para el estudio de los LTC ha demostrado una correlacion inversa entre la
respuesta de LTC y la carga viral. Por ultimo, en pacientes infectados
"progresores lentos" puede detectarse una vigorosa respuesta de LTC, lo

que respalda el papel protector de este mecanismo defensivo (115).

3.3.4. Respuesta celular proliferativa

La inmunidad de células T contra los patbgenos viricos no solo
consiste en la aparicion de LTC, sino también en la proliferacion de
linfocitos T colaboradores y la producciéon de citocinas como respuesta
especifica frente a los antigenos viricos. La respuesta proliferativa de
células CD4+ se produce, generalmente, por el reconocimiento de
péptidos viricos asociados a moléculas HLA de clase Il (HLA-DR) en la

superficie de la célula presentadora de antigenos. Se ha demostrado una
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correlacion inversa entre la carga viral y la respuesta de células T
colaboradoras frente a las proteinas del Gag (proteinas estructurales del
core), lo cual demuestra el protagonismo de los linfocitos T colaboradores
en el control de la viremia. La intensidad de la respuesta de las células
colaboradoras se asocia a una respuesta paralela de los LTC y es
probable que el efecto antivirico de las células T colaboradoras esté
mediado por el incremento en la respuesta de los LTC.

En la mayoria de personas infectadas, la respuesta de las células T
colaboradoras no es muy intensa; en cambio, todos los pacientes con
primoinfeccion tratados antes de la seroconversidon con farmacos
antirretrovirales de alta eficacia desarrollan una respuesta potente de
células T colaboradoras especifica para Gag (116). Esta observacién ha
llevado a la hipotesis de que una proporciéon significativa de células T
colaboradoras especificas para el VIH se pierden en las fases precoces
de la infeccion debido al tropismo del VIH de infectar células CD4

activadas (117).,
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4. FUNDAMENTOS CLINICOS

4.1. HISTORIA NATURAL Y CLASIFICACION DE LA INFECCION POR
VIH-1

La infeccion por el VIH provoca una respuesta del sistema
inmunitario que limita la expansién de la infeccién, pero sin lograr
erradicarla. Tras un periodo de tiempo siempre largo, pero muy variable,
la infeccion, que afecta a las células CD4, acaba desarbolando el sistema
inmune y ocasionando una inmunodeficiencia, el SIDA.

El VIH, desde que entra en el cuerpo humano, establece una
latencia clinica pero no una latencia virica. Datos recientes apoyan la
hipotesis de que el VIH-1 prolifera en forma continua (83;118) desde el
momento en que infecta a un paciente, aunque a velocidades diferentes
segun el estadio evolutivo de la infeccion (119-123).

Se distinguen tres fases en la historia natural de la infeccién por el
VIH:

1) fase precoz o aguda de pocas semanas de duracion,

2) fase intermedia o cronica, con replicacién virica activa, de varios
afos de duracion, y

3) fase final o de crisis, que corresponde al complejo relacionado
con el SIDA y posteriormente con el SIDA.

Aunque, existen pacientes que presentan una evolucion diferente y

son los supervivientes de larga duracion.

4.1.1. Fase precoz o aguda
La infeccion aguda por el VIH puede ser asintomatica (en

ocasiones se manifiesta como un sindrome mononucleoésico que puede

reconocerse hasta en el 30-60% de los casos). A partir de ese momento
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el paciente puede persistir asintomatico o presentar una gran variedad de
manifestaciones clinicas, que comprenden desde la presencia de
linfadenopatias generalizadas hasta infecciones oportunistas graves o
neoplasias.

En la infeccién inicial, antes de que se produzca la respuesta
inmune, se produce durante unas semanas una rapida expansién del
virus con una carga viral elevada y una disminucion transitoria de
linfocitos CD4+. Durante esta fase la carga viral presenta unos titulos muy
elevados en plasma calculandose una proporcion de linfocitos CD4+
infectados de hasta uno de cada 10-100 linfocitos. Paulatinamente
aparecera antigeno p24 circulante y luego los diferentes tipos de
anticuerpos (2-6 semanas), lo que coincidira con la desaparicion del
antigeno p24. Durante este periodo puede darse una situacion de
inmunodeficiencia transitoria, capaz de facilitar la aparicion o la

reactivacion de determinadas infecciones oportunistas.

4.1.2. Fase intermedia o crénica

Pronto la respuesta inmune, sobre todo celular, hace desaparecer
estas manifestaciones, pero no el virus, que permanece en las células, y
se pasa a un periodo asintomatico. Durante esta fase la actividad
replicativa viral persiste, aunque a un nivel mas bajo. Aproximadamente
uno de cada 10.000 linfocitos CD4+ circulantes estarian infectados, pero
s6lo en el 10% de los mismos existe actividad replicativa medida por la
presencia de ARN viral (124).

Este periodo dura 2-14 afios con una mediana de 10 afios durante
la cual la persona es portadora del virus y, por tanto, capaz de infectar a
otras por los mecanismos de transmision establecidos. EI mantenimiento
de la respuesta inmune contra la infeccién, tanto con anticuerpos

neutralizantes como con una respuesta de células citotdxicas, es lo que
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hace permanecer al individuo asintomatico durante un dilatado periodo de
tiempo. A medida que avanza el curso de la infeccién aparecen signos y
sintomas caracteristicos de la enfermedad por el VIH, los cuales
dependen del grado de inmunosupresion y de los efectos directos del VIH,
sobre todo los que aparecen como consecuencia de su afinidad por el

sistema nervioso central.

4.1.3. Fase final o de crisis

Llega un punto en que la velocidad de replicacion viral y de
destruccion de los linfocitos CD4+ sobrepasa la capacidad del sistema
inmune para controlarlos y para regenerar la poblacion CD4+ iniciandose
una fase de deterioro mas rapido con disminuciéon progresiva de las
células CD4 y resurgimiento de antigenemia. El incremento de la actividad
replicativa del virus es enorme durante esta fase calculandose que uno de
cada 10 linfocitos CD4 circulantes puede estar infectado. La infeccion
avanzada del VIH o SIDA es el estadio final de la enfermedad. Se
caracteriza por la aparicion de una intensa alteracion del estado general
(wasting sindrome), de infecciones oportunistas y neoplasias que

amenazan la vida del enfermo.

4.1.4. Clasificacion de la infeccion por el VIH-1

En un principio la clasificacion de los Centers Disease Control
(CDC) constituia la guia para la clasificacion de la infeccion por el VIH-1,
pero en 1993 quedd6 sustituida. La clasificacion actual se basa en el
numero de CD4+ y la existencia de distintas situaciones clinicas que se

intuyen en dos categorias B y C (tabla IIl) (125).
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Categoria clinica
Cifra de linfocitos CD4 | A B o
>500/pl(=29%) A1 B1 C1
200-499/ul(14-28%) | A2 B2 c2
<199/ul(SIDA)(<14%) | A3 B3 C3

Tabla lll. Clasificacion de la infeccién por VIH y criterios de definicion de SIDA para

adultos y adolescentes (>13 afos)

La categoria clinica A se aplica a la infeccién primaria y a los
pacientes asintomaticos con linfadenopatias generalizadas persistentes o
sin ellas.

La categoria clinica B se aplica a pacientes que presenten o hayan
presentado sintomas debidos a enfermedades no pertenecientes a la
categoria C, pero relacionadas con la infeccion por VIH o cuyo manejo y
tratamiento puedan verse complicados debido a la presencia de la
infeccion por VIH.

La categoria clinica C se aplica apacientes que presenten o haya

presentado alguna de las 26 complicaciones que se reflejan en la tabla lll.
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P bh =

o

11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.

Candidiasis traqueal, bronquial o pulmonar.

Candidiasis esofagica.

Carcinoma de cervix invasivo

Coccidioidomicosis diseminada (en una localizacion diferente o ademas de los
pulmones y los ganglios linfaticos cervicales o hiliares)

Criptococosis extrapulmonar

Criptosporidiasis, con diarrea de mas de un mes

Infeccién por citomegalovirus, de un érgano diferente del higado, bazo o ganglios
linfaticos, en un paciente de edad superior a 1 mes

Retinitis por citomegalovirus

Encefalopatia por VIH

. Infeccién por virus del herpes simple que cause una Ulcera mucocutanea de mas

de un mes de evoluciéon, o bronquitis, neumonitis o esofagitis de cualquier
duracion, que afecten a un paciente de mas de 1 mes de edad

Histoplasmosis diseminada (en una localizacion diferente o ademas de los
pulmones y los ganglios linfaticos cervicales o hiliares

Isosporidiasis cronica(>1mes)

Sarcoma de Kaposi

Linfoma de Burkitt o equivalente

Linfoma inmunoblastico o equivalente

Linfoma cerebral primario

Infeccion por Mycobacterium avium-intracellulare o M. Kansasii diseminada o
extrapulmonar

TBC pulmonar

TBC extrapulmonar o diseminada

Infeccion por otras micobacterias, diseminada o extrapulmonar

Neumonia por Pneumocystis carinii

Neumonia recurrente

Leucoencefalopatia multifocal progresiva

Sepsis recurrente por especies de Salmonella diferentes de S. typhi

Toxoplasmosis cerebral en un paciente de mas de 1 mes de edad

26. Wasting syndrome

Tabla ll. Situaciones clinicas diagnodsticas de SIDA
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4.2. EPIDEMIOLOGIA

4.2.1. Mecanismos de transmision

El VIH no se transmite por el contacto casual ni incluso con el
contacto estrecho, no sexual, que se produce normalmente en la vida
diaria. La transmision a otra persona requiere la transmision de sustancias
corporales infectadas, como sangre, plasma o leche materna.
Especialmente, cabe esperar que el VIH esté presente en cualquier
liquido o exudado que contenga linfocitos; por ejemplo, se ha encontrado
en el semen, las lagrimas y las secreciones vaginales. Sin embargo, no se
ha descrito la transmisién por lagrimas, saliva, féomites, o aire.

Las células infectadas pueden alcanzar las células diana en un
nuevo huésped directamente (transfusiones sanguineas, inyecciones) o
después de la exposicibn de una membrana mucosa, es decir, por
contacto directo, estrecho, que rompe las barreras normales del cuerpo.
Probablemente esta transmisién por la mucosa sea mas facil en presencia
de tejidos inflamados o traumatizados (lesiones anorectales, vaginales).
La transmision heterosexual se ha documentado con mayor frecuencia del
hombre a la mujer, aunque las descripciones de casos de mujer a hombre
van aumentando. Aunque se han documentado transmisiones del VIH por
puncién accidental con una aguja en el ambito sanitario, este medio es
mucho mas dificil y mucho menos frecuente que con otros virus como el
de la hepatitis B.

También se han descrito recién nacidos y nifios con SIDA, la
mayoria de ellos hijos de madres con SIDA o con riesgo de contraerlo,
que recibieron multiples transfusiones sanguineas o que eran hemofilicos
que recibian componentes sanguineos. El VIH puede transmitirse via

transplacentaria o perinatalmente. Otra via de contagio es la lactancia.
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4.2.2. Grupos de riesgo

La mayor proporcion de infectados los encontramos en la franja de
edad de 20-49 afos, la mayoria son varones, homosexuales o
consumidores de drogas via parenteral. Otros grupos de riesgo, por orden
de frecuencia de la infeccidn, son: heterosexuales y receptores de sangre

o0 de componentes sanguineos transfundidos no controlados.

4.2.3. Distribucion geografica

La distribucion geografica se ha modificado considerablemente en
los 20 afios que han transcurrido desde el inicio de la epidemia; a pesar
de estabilizarse el SIDA en determinadas zonas geograficas no lo ha
hecho la infecciéon por VIH (o al menos no la prevalencia de infeccién), por
lo que debe seguir considerandose como una importante enfermedad
emergente en muchas regiones, especialmente en los paises de la
antigua Union Soviética, China y paises del sureste asiatico como India o
Vietnam.

En Africa, las pautas de incidencia son muy diferentes de las de
EEUU o de Europa. Mientras en Europa Occidental la incidencia ha
disminuido en los ultimos afos, el la Europa del Este ha aumentado. En la
mayoria de los paises subsaharianos, la tasa de adultos y nifios que
estan contrayendo la infeccién es mas elevada que antes, produciéndose
un efecto aceleracion caracteristico de las epidemias prolongadas. A
excepcion de Australia, casi no se han identificado casos en la region del

Pacifico occidental, incluso en ciudades conocidas por su turismo sexual.
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4.3. DIAGNOSTICO

4.3.1. Criterios de SIDA

En 1993 los CDC de EEUU publicaron la ultima revision de la
definicion de SIDA (125;126) (tabla Il). En esta nueva definicion se
considera afectos de SIDA a los pacientes infectados por el VIH que
presentan alguna de las 26 complicaciones que se relacionan en la tabla

[ll o que tienen menos de 200 linfocitos CD4/puL.

4.3.2. Diagnostico de la infeccion por VIH

El diagnostico de la infeccion por VIH-1 sélo puede establecerse de
modo definitivo por métodos de laboratorio, ya que las manifestaciones
clinicas, aunque sugerentes, son inespecificas en cualquier estadio de la
enfermedad. Las pruebas de laboratorio pueden clasificarse en directas si
pretenden en aislar el virus o identificar alguno de sus componentes
(proteinas, RNA o DNA), e indirectas si persiguen demostrar la respuesta
inmunitaria humoral o celular por parte del huésped. La investigacién de
anticuerpos en suero es la metodologia mas frecuentemente utilizada

para la identificacion de los individuos infectados por VIH-1.

4.3.2.1. Pruebas seroldgicas para deteccion de anticuerpos

Para detectar los anticuerpos frente al VIH-1 se utiliza primero una

prueba muy sensible de enzimoinmunoanalisis (ELISA) seguida de un test

de confirmacién mas especifico (Western-blot). La gran variabilidad del

virus limita en parte la sensibilidad de las técnicas.
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El ELISA detecta la existencia en suero de anticuerpos frente al
VIH-1 y VIH-2. En los ultimos afios se han desarrollado otras técnicas de
ELISA, que son mas sensibles y especificas que las iniciales. Utilizan
como antigenos proteinas recombinantes o péptidos sintéticos especificos
del VIH-1. Pueden detectar todas las subclases de anticuerpos y no sélo
la I1gG. Esto explica su mayor sensibilidad para reconocer Ila
primoinfeccion por VIH-1, cuando la IgM es el primer marcador de la
seroconversion, y para el diagnéstico de la infeccion pediatrica, que cursa
con IgM e IgA sélo si el nifio esta infectado. En la actualidad existen mas
de 130 pruebas comercializadas y en general gozan de excelente
sensibilidad, superior al 99% (127).

El Western Blot detecta anticuerpos frente a varias proteinas
especificas del virus. Es el método mas empleado para la confirmacion de
resultados obtenidos con pruebas de screening. Se considera positivo
cuando contiene al menos dos de las tres bandas de los genes
estructurales que codifican las proteinas p24, gp41 y gp120/160. El resto
de los patrones se consideran indeterminados. Un test indeterminado
puede ser debido a infecciéon por VIH-2 o un subtipo especial de VIH-1 o
ser realmente un falso positivo.

Se debe pedir autorizacién al paciente para la realizacion e la
prueba. Actualmente debe considerarse la investigacion de la posible
infeccion por VIH en cualquier paciente con factores de riesgo que lo
solicite, en pacientes con enfermedades de transmisién sexual, en
cualquier enfermo que presente alguna patologia caracteristica de la
evolucion del SIDA o ante enfermedades con evolucion atipica:
neumonias de repeticidn o con mala respuesta al tratamiento adecuado,
lesiones cerebrales multiples, diarrea crénica, sindrome mieloproliferativo,

demencia en pacientes jévenes y candidiasis oral entre otras.
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4.4. TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL DE LA INFECCION POR VIH
EN ADULTOS

4.4.1. Introduccioén

El descubrimiento de la terapia antirretroviral, que se comenzé en
1986 con la zidovudina o AZT (nucle6sido analogo de la timidina que
inhibe la transcriptasa inversa) ha sido, hasta ahora, el principal avance
en el tratamiento del SIDA (128). Aunque no cura esta enfermedad, su
administracion prolonga la supervivencia de los pacientes y disminuye la
frecuencia y la gravedad de las diferentes complicaciones que presentan.
Si a ello se le afaden los avances logrados en el tratamiento y la
prevencion de las complicaciones, es facil comprender que la calidad de
vida y la supervivencia de los pacientes con SIDA haya mejorado.

La comercializacion en 1996 de los inhibidores de la proteasa y el
cambio en la estrategia de tratamiento, de combinar siempre tres o mas
farmacos con la posibilidad de monitorizar la respuesta terapéutica
mediante la medicién de la carga viral plasmatica y la cifra de linfocitos
CD4, supuso una revoluciéon en el tratamiento antirretroviral que llevd a
una importante reduccion de las complicaciones clinicas (infecciones
oportunistas, neoplasias) y un aumento muy importante de Ia
supervivencia (con una reduccion de la mortalidad en un 95%) (129). Sin
embargo, estos medicamentos tienen un gran numero de efectos

adversos y no consiguen la erradicacion completa del virus (127).

4.4.2. Principios y fundamentos

En la actualidad, el principio primordial del tratamiento

antirretroviral es conseguir la supresiéon de la replicaciéon del VIH-1,
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reduciendo la carga viral al maximo (20-50 copias de ARN del VIH-1/ml de
plasma), con la finalidad de permitir que el sistema inmune no siga
deteriorandose y llegue a recuperarse espontaneamente para poder
responder frente a infecciones oportunistas. Con esto se consigue evitar
la progresion clinica de la enfermedad y aumentar la supervivencia. El
TARGA no consigue mejorar la respuesta inmunitaria frente al VIH, esto
hace que una de las principales lineas de investigacion en la actualidad
sean la terapia inmunomediada y la vacuna terapéutica.

Ademas, se debe mejorar el tratamiento de las distintas
complicaciones infecciosas y neoplasicas que presentan los pacientes
con SIDA.

4.4.3. Indicaciones

El momento cuando se debe iniciar el TARGA no se conoce con
exactitud. Existen multiples recomendaciones sobre las indicaciones del
tratamiento que se resumen a continuacion:

Deben recibir tratamiento antirretroviral (130):

- todos los pacientes con SIDA o con sintomas severos de
infeccion por VIH independientemente del nivel de
linfocitos CD4+;

- los pacientes asintomaticos con linfocitos T CD4+
<200/mm?;

- alos pacientes asintomaticos con linfocitos T CD4+ entre
201 y 350/mm? se les ofrece tratamiento;

- los pacientes asintomaticos con linfocitos T CD4+
>350/mm® y >100.000 copias de ARN viral por ml
(aunque algunos médicos difieren el tratamiento en estos

casos);
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4.4.4. Medicamentos

Los farmacos disponibles actualmente bloquean la replicaciéon del
VIH-1 inhibiendo la transcriptasa inversa (Tl) o la proteasa virica. Los
inhibidores de la Tl son, desde un punto de vista quimico y estructural,
analogos de los nucleosidos (ITIAN) o una estructura diferente muy
variable de un compuesto a otro, englobados en un grupo denominado
inhibidores de la Tl no analogos de nucledsidos (ITINAN). Los IP que
disponemos son todos ellos compuestos peptidomiméticos analogos o
miméticos del sustrato que es la poliproteina sintetizada por el VIH-1 al

replicarse.

4.4.4.1. Nucleésidos inhibidores de la transcriptasa inversa (ITIAN)

Los principales son: Zidovudina (AZT), didanosina (ddl), zalcitabina
(ddC), lamivudina (3TC), estavudina (d4T), abacavir (ABC) y tenofovir
disoproxil fumarato (TDF).

Una combinacion de 2 ITIAN, generalmente zidovudina o el
tenofovir mas otro ITIAN constituyen el eje central de todas las triples
combinaciones. Las unicas limitaciones de las combinaciones con ITIAN
son no asociar AZT con d4T, d4T con ddl, tenofovir con ddl, ddC con ddl
0 d4T debido a su toxicidad acusada. El 3TC sélo debe utilizarse en
combinaciones supresivas, ya que presenta una baja barrera genética
(basta so6lo una mutacidén para presentar resistencias de alto nivel). Las
combinaciones de 3 ITIAN utilizadas de inicio han demostrado tener una
mayor tasa de fracasos virolégicos que combinaciones de dos ITIAN con
IP o ITINAN.

Zidovudina (AZT): Fue el primer antirretroviral autorizado para su

uso clinico. La posologia recomendada es de 500 mg/dia, divididos en
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dos dosis. Presenta una penetracion en liquido cefalorraquideo (LCR) del
50-85%. En caso de producirse toxicidad hematolégica (anemia,
neutropenia) se debe sustituir por otro farmaco. Debe realizarse un
hemograma cada 1-2 meses. Otras reacciones adversas frecuentes, tales
como nauseas, astenia, malestar general, cefalea, mialgias e insomnio,
aparecen precozmente y suelen tener caracter autolimitado sin suspender
el tratamiento. Existe una forma tardia de toxicidad, que puede
presentarse a partir de los 6 meses de tratamiento (sobre todo después
de 2 afios) que es miopatia grave proximal, que cursa con aumento de CK
y mialgias intensas, y puede obligar a suspender el tratamiento. La
aparicion de fiebre medicamentosa o rash cutaneo son hallazgos
infrecuentes. Contraindicada la asociaciéon a d4T.

Didanosina (ddl). La posologia recomendada en < 60 Kg es de
250 mg en dosis unica; y en > de 60 Kg 400 mg una vez al dia. Presenta
una menor penetracion en LCR. Destaca también su distinto perfil de
toxicidad (pancreatitis, hiperuricemia, neuropatia periférica, diarrea,
nauseas, lipodistrofia, acidosis lactica con esteatosis hepatica). Debe
ingerirse con el estdbmago vacio (al menos media hora antes de
desayunar y de la cena) La absorcion de otros farmacos como
ketoconazol o dapsona puede alterarse, por lo que se recomienda
administrarlos 2 horas antes o después. Se encuentra contraindicada la
asociacion con ddC y ribavirina, y se recomienda no asociarlo a d4T por el
incremento del riesgo de lipoatrofia periférica y acidosis lactica; ni con
tenofovir por el mayor riesgo de fracaso virolégico.

Zalcitabina (ddC). Se administra en dosis de 0.75 mg/8h. Es
conveniente espaciar la toma 2 horas con antiacidos e isoniacida. Puede
crear toxicidad en forma de neuropatia periférica, estomatitis, elevacion
de las transaminasas, lipodistrofia y acidosis lactica con esteatosis
hepatica. No se debe asociar con ddl ni d4T, por la posibilidad de

potenciar el riesgo de neuropatia.
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Estavudina (d4T) Su posologia se realiza en dos dosis. En < 60
Kg: 30 mg/12h y en >60 Kg de 40 mg/12h. Presenta un 40% de
penetracion en LCR. Sus efectos adversos fundamentales son:
neuropatia periférica (17-20%), nauseas, vémitos, dolor abdominal,
diarrea, pancreatitis, alteraciones del suefio y erupciones. Un 10% de
pacientes presentan aumento de transaminasas y neutropenia. Se debe
intentar evitar la asociacion con AZT por su antagonismo in vitro y con ddl
por incremento del riesgo de lipoatrofia periférica.

Lamivudina (3TC). Administracién en monodosis de 300 mg o 150
mg dos veces al dia. Presenta minima toxicidad. No debe usarse en
regimenes que no sean plenamente supresivos, pues genera rapidamente
resistencias. La asociacion con AZT o tenofovir parece especialmente Uutil
por el posible efecto supresor de algunas resistencias a estos farmacos.
Es un farmaco muy bien tolerado.

Abacavir (ABC): Se administra en dos dosis de 300 mg/12 horas o
600mg/24h. Su metabolizacion es por medio de la glucuronidacion
hepatica con una excrecion renal inalterada del 2% y 81% por
metabolitos. Puede generar clinica de hipersensibilidad en un 3% y en
estos casos no debe volver a utilizarse. No se han descrito por el
momento asociaciones contraindicadas con otros antirretrovirales.

Tenofovir disoproxil fumarato (TDF). Posologia en monodosis de
300 mg/dia. Es importante la administracién junto a alimentos para
mejorar su absorcion y su tolerancia digestiva. Presenta un metabolismo
sistémico escaso. Es rapidamente hidrolizado de tenofovir disoproxil
fumarato profarmaco (TDF) a tenofovir, por esterasas plasmaticas. Como
efectos adversos puede presentar cefalea, fatiga, dolor abdominal,
proteinuria y raramente se han descrito acidosis tubular renal. Esta
contraindicada su utilizacion con ddl por riesgo elevado de fracaso

virolégico y disminucion de la cifra de linfocitos CD4+.

83



Introduccién

4.4.4.2. Inhibidores de la proteasa (IP)

Los principales son: saquinavir (SQV), indinavir (IDV), ritonavir
(RTV), nelfinavir (NFV), amprenavir (APV), lopinavir (LPV) y atazanavir
(ATV).

Actualmente sélo deben considerarse en la practica como
potenciales componentes de las combinaciones triples iniciales: indinavir
(asociado a ritonavir), nelfinavir y lopinavir. El indinavir debe administrarse
cada 8 horas mientras que el nelfinavir puede ser administrado cada 12
horas junto con la comida. La biodisponibilidad del saquinavir es
relativamente baja y por tanto hay que combinarlo siempre con ritonavir.
Su asociacion presenta amplia experiencia. Cuanto menor es la dosis del
ritonavir mejor es la tolerancia de la combinacion. El lopinavir esta ya
comercializado como una asociacion a dosis fija con ritonavir,
constituyendo la asociacion fija mas potente y en varios ensayos clinicos
ha demostrado ser superior al nelfinavir. En la actualidad puede utilizarse
el atazanavir en toma Unica y origina con menor frecuencia lipodistrofia o
alteraciones lipidicas, aunque interfiere en el metabolismo de la bilirrubina
y puede originar hiperbilirrubinemia. Todos los IP deben darse
potenciados con ritonavir en la actualidad, excepto el nelfinavir.

Saquinavir. Es un farmaco muy bien tolerado. El principal
problema es su baja biodisponibilidad, que ha sido mejorada con la
introduccion de una nueva formulacion en “gel-blando”. La administracion
simultanea con ritonavir aumenta mucho sus niveles plasmaticos, por lo
que se debe reducir la dosis de saquinavir (400 mg/12h). La Unica
indicacion de la formulacion en “gel-duro” es la asociacion con otros IP
(ritonavir, nelfinavir). No se debe asociar a rifampicina o rifabutina.

Ritonavir Muy eficaz, pero con multiples interacciones y efectos
secundarios, la dosis inicial debe escalonarse para mejorar la tolerancia.
300 mg/12 h durante 2-3 dias; 400 mg/12 h, 2-4 dias; 500 mg/12h, 2-4
dias; y luego 600 mg/12 h. se debe tomar con las comidas. El 25% de los

pacientes tratados han de suspender la medicacién por efectos
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secundarios. Es un importante inductor enzimatico, por lo que presenta
numerosas interacciones medicamentosas que han de ser tenidas en
cuenta. En enfermos en fase avanzada que han recibido diversos
tratamientos antirretrovirales, la asociacién de ritonavir prolonga la vida y
reduce los eventos clinicos a corto plazo.

Indinavir. Se debe administrar con el estémago vacio (una hora
antes o dos después de las comidas), ingesta abundante de liquidos no
carbonicos y espaciarlo 1 hora de la didanosina y omeprazol. Los
principales efectos adversos son hiperbilirrubinemia asintomatica y
nefrolitiasis, que puede prevenirse aumentando la ingesta de liquidos.
Presenta resistencia cruzada con ritonavir.

Nelfinavir. Es un inhibidor de proteasa bien tolerado. Se
recomiendan dosis de 750 mg tres veces al dia o de 1250 cada 12 horas.
Su principal efecto secundario es la diarrea. Otros efectos adversos son
hiperglicemia, dislipemia, lipodistrofia y posible aumento de sangrado en
hemofilicos Debe tomarse con las comidas. Su asociacion con saquinavir
aumenta cuatro veces los niveles plasmaticos de éste.

Amprenavir: Se recomienda en dosis de 1200 mg dos veces al dia
0 en monodosis mas 200 mg de ritonavir. Es importante espaciarlo 1 hora
de la toma de didanosina y antiacidos y evitar comidas con alto contenido
en grasa, ya que presenta como efectos adversos intolerancia
gastrointestinal en forma de diarreas. Otros efectos secundarios que
pueden aparecer son cefalea, rash cutaneo, hiperglicemia, dislipemia,
lipodistrofia y una alteracion de la coagulacion en forma de sangrados en
hemofilicos. Tiene la vida media mayor de todos los inhibidores de las
proteasas, alrededor de 9 horas. Al igual que el resto de inhibidores de las
proteasas presentan numeras asociaciones contraindicadas.

Lopinavir/ritonavir: se efectua la asociacion con ritonavir en dosis
de 400/100 mg dos veces al dia y asociados a la ingesta, para evitar asi
su efecto indeseable mas frecuente como son los vomitos y las diarreas.

Ademas, otros efectos adversos son la presencia de cefalea, astenia,

85



Introduccién

hiperglicemia, dislipemia, lipodistrofia y el aumento de sangrado en
hemofilicos.

Atazanavir: Se recomienda la administracién en monodosis de 400
mg y asociado a la comida o de 300 mg asociado a 100 mg de ritonauvir.
Como efectos adversos se han podido observar hiperbilirrubinemia,
intolerancia gastrointestinal en forma de diarrea, cefalea. No se han
observado alteraciones lipidicas relevantes en los estudios disponibles a

las 48 semanas de tratamiento.

4.4.4.3. Inhibidores de la transcriptasa inversa no nucledsidos
(ITINAN)

Los principales son: nevirapina y efavirenz.

Respecto a las posibles combinaciones, efavirenz y AZT y 3TC o
con d4T y 3TC o con tenofovir y 3TC han presentado buenos resultados
en comparacion a la combinacion: AZT + 3TC + indinavir. La combinacién
de tenofovir, 3TC vy efavirenz originan menos lipodistrofia que la
combinacién de d4T, 3TC y efavirenz.

La nevirapina se ha combinado con AZT y ddl, con d4T y ddl o con
AZT y 3TC con no peores resultados que el efavirenz, aunque la mayoria
de pacientes incluidos en los estudios estaban en fases evolutivas mas
precoces y/o tenian una carga virica basal mas baja.

Ambos, la nevirapina y el efavirenz se pueden administrar una vez
al dia y alcanzan niveles terapéuticos en LCR y con un perfil toxicoldgico
lo suficientemente diferenciado.

Nevirapina. Es un inhibidor de la transcriptasa inversa (TI) no
nucle6sido. Disminuye significativamente la carga viral cuando se usa en
combinacién triple con otros inhibidores de TI. Se administra en
monodosis de 200 mg durante 14 dias, seguidas de dosis de 200 mg/12

horas. Presenta una biodisponibilidad elevada, superior al 90%. La
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aparicion de rash cutaneo es el principal efecto secundario; el cuadro
puede llegar a ser mortal, por lo que se debe suspender el farmaco en los
pacientes que desarrollan rash grave o acompanado de sintomatologia
general. Otros efectos adversos pueden ser la elevacion de las
transaminasas y crisis de hepatitis aguda.

Efavirenz: Se administra en monodosis de 600 mg. Puede
presentar como complicaciones la aparicion de rash, sintomas
neuropsiquiatricos, aumento de las transaminasas. Se ha descrito casos
de teratogenicidad por lo que no estd recomendado en mujeres

embarazadas.

4.4.4.4. Inhibidores de la fusién (IF)

Tenemos el enfuvirtide (T-20).

Se utiliza combinandolo con otros farmacos antirretrovirales en
pacientes con multiples fracasos. Se administra dos veces al dia por via
subcutanea y se ha demostrado su eficacia en terapia de rescate.

Enfuvirtide (T-20). Se administra en dosis de 90 mg/12 horas via
subcutanea. Se han descrito reacciones locales leve-moderadas en el
punto de inyeccién, cefalea y fiebre. Escaso riesgo de interaccion

metabdlica

4.4.5. Pauta de eleccion

Se debe utilizar la combinacion de farmacos de los diferentes
grupos a fin de conseguir una carga viral plasmatica a niveles
indetectables. Con ello se consigue disminuir la probabilidad de aparicion
de resistencias y de progresion clinica.

Actualmente el régimen de eleccion es (tabla 1V):
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- una triple combinacion de 2 farmacos inhibidores de la
transcriptasa inversa analogos de los nucledsidos (ITIAN)
mas un inhibidor de las proteasas (IP), o

- dos ITIAN con un inhibidor de la transcriptasa inversa no

analogo de los nucledsidos (ITINAN).

Basados en: |Regimenes

ITINAN Efavirenz + (lamivudina or emtricitabina) + (zidovudina or tenofovir DF)

(excepto durante el primer trimestre o en mujeres con alto potencial de embarazo)

IP lopinavir/ritonavir (co-formulacion) + (lamivudina o emtricitabina) + zidovudina

Tabla IV. Combinaciones terapéuticas de eleccion.

El incumplimiento del tratamiento favorece la aparicion de
resistencias, por lo que debe evitarse en lo posible su suspension o el
seguimiento incorrecto. En enfermos con mala adherencia al tratamiento y
alto riesgo de progresion, puede ser una buena alternativa el tratamiento
con 3 ITIAN.

Las ventajas e inconvenientes de los tres diferentes regimenes

terapéuticos se pueden observar en la tabla V.
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Combinaciones
de

antirretrovirales

Ventajas

Inconvenientes

2 ITIAN +1/2IP

e Combinaciéon con mayor
tiempo de experiencia

e Restauracion
inmunoldgica

¢ Beneficios clinicos

e Posologia compleja
e Interacciones farmacolégicas
¢ Dificulta

con IP

futuros tratamientos

e Toxicidad a largo plazo

e Posologia sencilla

e Datos clinicos a largo plazo

2 ITIAN + 1/|°* Menor lipoatrofia y| limitados
ITINAN dislipemia que los basados | e Interacciones farmacocinéticas
enIP ¢ Invalida futuros tratamientos con
ITINAN
e Permite diferir IP e|e Mayor tasa de fracasos
3 ITIAN ITINAN virolégicos independientes de la

e Posologia sencilla

CVP basal

¢ Invalida futuros tratamientos con
ITIAN

e Utilizar sélo en ocasiones muy

seleccionadas

Tabla V. Ventajas e inconvenientes de las posibles combinaciones de

tratamientos antirretrovirales recomendados

4.4.6. Modificaciones en el tratamiento

Existen tres razones fundamentales para cambiar el tratamiento

antirretroviral:

1) Tratamiento subdptimo. Todos los pacientes en monoterapia o

biterapia deben ser cambiados a tratamiento combinado.
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2) Fracaso del tratamiento. Se considera fracaso cuando existe una
caida de linfocitos CD4 (25%); ausencia de descenso de la carga viral a
niveles indetectables; progresion clinica. La principal causa de fracaso es
el mal cumplimiento del tratamiento, por lo que se debe insistir al paciente
en la necesidad de no olvidar dosis, ya que esto favorece la aparicion de
resistencias.

3) Toxicidad, intolerancia o falta de cumplimiento. Se debe utilizar
otro farmaco con distinto perfil de toxicidad o facilitar en lo posible la
posologia. Si no hay datos de fracaso del tratamiento, puede cambiarse

so6lo el farmaco responsable del efecto adverso.

90



Introducciéon

4.5. MARCADORES DE PROGRESION CLINICA Y RESPUESTA AL
TRATAMIENTO

Existe una gran variabilidad individual en la progresién de la
infeccion por el VIH a estadios mas avanzados. Esto hace que sea de
gran importancia la identificacion de un marcador que tenga la capacidad
de predecir la progresion clinica y por tanto pueda ser utilizado
independientemente de la clinica en la valoraciéon de la progresion de la

enfermedad. Este tipo de marcadores se llama indirectos.

4.5.1. Marcadores clinicos

Los pacientes con primoinfeccion sintomatica progresan mas
rapidamente a SIDA (131;132). Si el paciente esta asintomatico los
marcadores clinicos de progresion de la infecciéon del VIH a SIDA son: el
muguet oral, la leucoplasia vellosa y los sintomas constitucionales (fiebre,
sudoracion nocturna, astenia crénica, diarrea cronica y pérdida de peso
de un 10%) (133;134).

La linfadenopatia persistente (LPG), que al principio fue
considerada como un predictor clinico, actualmente no lo es, ya que las
tasas de progresion con o sin LPG son similares. El herpes zoster es un
marcador precoz, pero con escaso poder predictivo, la tasa de progresion
a SIDA a los dos afios es baja (25%). EI muguet y la leucoplasia vellosa
aparecen mas tarde que el herpes zoster y la tasa de progresion a SIDA a
los dos afios es del 40% (133;134). Los sintomas constitucionales son las
manifestaciones mas tardias e indican una inminente progresion a SIDA,

inferior a los dos afnos.
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4.5.2. Marcadores inmunoldgicos

4.5.2.1. Linfocitos CD4+

Es la célula diana de la infeccion del VIH. Es un buen marcador ya
que refleja el estadio de la infeccion. El nivel de linfocitos T CD4, el
porcentaje y el cociente CD4/CD8, son de los marcadores mas utilizados,
no solo porque son los que mejor indican la progresion de la infeccion,
sino porque también indican el momento de inicio del tratamiento
antirretroviral y de la profilaxis primaria de las infecciones oportunistas. El
nivel de linfocitos T CD4 es muy variable, estando sometido a una
variacion diurna asi como a cambios debidos a enfermedades
intercurrentes. El porcentaje de los linfocitos T CD4 es menos variable
habiéndose observado que su valor como marcador de riesgo de
progresibn o de respuesta al tratamiento es comparable al del nivel
absoluto de linfocitos T CD4 (4).

En la mayoria de pacientes un periodo asintomatico mas o menos
prolongado sigue a la resolucion de la infeccion primaria. En general, en
este periodo hay una pérdida de entre 30 a 60 CD4+/mm? por afio,
aunque en muchos pacientes el numero total de CD4+ puede estar
estable durante varios afios seguidos de un rapido descenso (4;135). La
progresion a SIDA en 1 6 2 afios después de la infeccidn primaria pasa en
aproximadamente un 5% de los pacientes, asociandose la mayor parte de
las ocasiones a infeccion primaria grave y a la transmision de variantes Sl
del VIH-1 (136-138).

Numerosos estudios sobre la historia natural de la infeccién por el
VIH-1 y estudios clinicos han demostrado que el nivel de linfocitos T
CD4+ es un marcador independiente del riesgo de progresién a SIDA y
muerte. Los niveles de linfocitos T CD4+ proporciona una informacion
inestimable sobre el estatus inmunolédgico del paciente y es un marcador

excelente del riesgo inmediato de infecciones oportunistas, asi
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enfermedades como la neumonia por el Pneumocisti carinii,
Citomegalovirus y la infeccibn pulmonar por Criptococo neoformans
raramente se observan en pacientes con un numero de linfocitos T
CD4+> 250/mm?® o con un porcentaje de linfocitos T CD4+>20-25% (139).
En cambio, estudios recientes han demostrado que el nivel de linfocitos T
CD4+ no es un marcador potente del riesgo de progresién clinica en
estadios iniciales de la enfermedad y menos poderoso que los niveles de
ARN del VIH-1 en plasma, como predictor de riesgo de la progresion de la
enfermedad (5). Sin embargo, la combinacién de ambos marcadores
(linfocitos CD4+ y CV) predice de forma mas adecuada el riesgo de
progresion que cualquiera de ellos de forma independiente.

Los niveles de linfocitos T CD4+ aumentan rapidamente en
respuesta al tratamiento antirretroviral, estando relacionado este
incremento con la intensidad de la supresién virica conseguida. Algunas
evidencias sugieren que el rapido aumento inicial que sigue al inicio de los
tratamientos es debido a la redistribucion de las células CD4 memoria
(CD45RO0O+). La inicial redistribucion de las células memoria esta seguida
por un lento pero sostenido aumento de las CD4 virgenes
(CD45RA+62L+), el cual se cree que es debido a la produccién de nuevas
células CD4 (95). Pero, aunque hay una evidencia de reconstitucion
inmune frente a ciertos anfigenos (CMV, candidas,etc) (78), la restitucion
de la respuesta proliferativa especifica frente al VIH-1 no se ha observado
hasta ahora (95;98;140).

4.5.2.2. CD8/CD38+

La infeccion por VIH-1 tiene dos importantes efectos en el sistema
inmune: una pérdida progresiva de los linfocitos T CD4+ y una marcada
activacion del sistema inmune (87;141;142). La estimulacion inmune se

refleja por una hiperglobulinemia (143), expansién de los macréfagos
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(144) y un incremento en el porcentaje y el numero absoluto de linfocitos
CD8 activados (87). En fases iniciales de la infeccion, el pool de linfocitos
CD8 aumenta, en particular, los que expresan CD38 y HLA-DR que son
marcadores de activacion de los linfocitos T. Estos linfocitos CD8 que
expresan altos niveles de antigenos de activacion como son los CD38 y
HLA-DR, son predictivos de la tasa de disminucion de linfocitos CD4 y se
correlacionan con la persistencia de replicacion in vivo (86;87) y son un

marcador independiente de progresion de la enfermedad.

4.5.2.3. p2-microglobulina

Es una proteina de bajo peso molecular, que forma la cadena ligera
del complejo de histocompatibilidad mayor de clase I. Esta presente en la
mayoria de las células nucleadas incluyendo macréfagos y linfocitos
(145).

La Bg-microglobulina del suero refleja el grado de activacién del
sistema inmune, asi como el turnorver de linfocitos. Se halla aumentada
en diferentes patologias, como linfomas y sindromes linfoproliferativos, y
en enfermedades viricas, como infecciones por Citomegalovirus (146), por
lo que no es un marcador especifico de infeccion por VIH. En
homosexuales infectados por el VIH se ha observado una progresiéon de
la infeccion cuando los niveles plasmaticos son >5ul/ml (147;148). Los
resultados en drogodependientes son contradictorios.

El uso de la Bz-microglobulina como marcador de progresion se ha
estudiado en diferentes fluidos corporales y en diferentes grupos de
riesgo. Asi la relacion de la B-microglobulina en LCR/B2-microglobulina en
suero puede ser utilizada como marcador de aparicion de complicaciones
neurolégicas mejor que la Bg-microglobulina en LCR. Se ha observado

una relacién con el complejo demencia-SIDA (149;150).
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4.5.2.4. Neopterina

La neopterina es un factor soluble producido por células de la serie
monocitos-macréfagos cuando son estimulados por interferon gamma
producido por los linfocitos T activados (151;152). Quimicamente es un
derivado del triptéfano de guanosina. La neopterina se encuentra elevada
en deficiencias congénitas, como la fenilcetonuria, en enfermedades
inflamatorias, infecciosas y en fases avanzadas de neoplasias (153;154).

También puede detectarse en orina, siendo la correlacion similar
con los niveles en suero. Los niveles de neopterina en LCR estan
aumentados en pacientes con complicaciones neurologicas asociadas a
VIH, que quizas reflejen la activacion de los macrofagos del SNC
(153;154). El significado biolégico de su aumento es similar al de la -
microglobulina y al igual que este marcador ha demostrado tener un valor

predictivo en enfermos no tratados (151;155).

4.5.2.5. Receptores de la interleucina 2 (sIR-2R)

La activacion linfocitaria induce la expresion en la membrana
celular del receptor de la IL-2 y IL-2R[3, con liberacion del sIR-2R, que
constituye la molécula de progresion de la infeccion del VIH a SIDA,
aunque el valor predictivo de este marcador es inferior al de la neopterina

y Bz2-microglobulina.

4.5.2.6. Factor de necrosis tumoral (TNF-a)

El factor TNF-a forma parte de la compleja red de citocinas

implicadas en la disregulacion del sistema inmune (156). TNF-a es
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producido por macréfagos y monocitos, encontrandose niveles elevados
en pacientes con SIDA, aunque puede ser debido también a infecciones
secundarias y no a la propia infeccion por VIH, por el cual su valor como
marcador de progresion es discutido. El TNF-a puede ser responsable de
la afectacion de la mielina que aparece en la encefalopatia asociada a
SIDA (157), pudiendo ser un marcador indirecto para la monitorizacion de

las manifestaciones neurologicas de la enfermedad.

4.5.2.7. Anticuerpos contra las proteinas del core

Los anticuerpos IgG anti core y anti proteinas de la capsula son
detectables en suero entre 2-6 semanas después de la primoinfeccion
(158;159) pudiendo desaparecer en fases avanzadas. Niveles bajos de
anticuerpos anti p24 pueden ser debidos a la circulacién en forma de
complejos con el Ag p24 o a una reduccién de su produccién por parte de
los linfocitos B (160). Un titulo que vaya disminuyendo o su desaparicion
es un marcador biolégico de progresion.

Existe una estrecha relacion entre la disminucién o titulos bajos de
anticuerpos anti-core y la aparicién o presencia del Ag p24 en suero. La
disminuciéon de la reactividad antip24 es un marcador mas precoz de
progresion de la enfermedad que el Ag p24, aunque éste tiene un valor

predictivo mas alto de pronéstico a corto plazo (133;161).

4.5.2.8. Inmunoglobulina A (IgA)

Los niveles séricos de IgA son un reflejo del grado de activacion de

las células B. Aunque se eleven en el SIDA, no hay una elevacién precoz

en la infeccion por VIH. Niveles elevados pueden significar una respuesta

inmune a enfermedades oportunistas o una pérdida del control de la
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produccién de IgA. Estudios realizados en pacientes homosexuales,
ADVP y hemofilicos, demuestran una asociacion entre la progresion de la

enfermedad y los niveles elevados de IgA (162).

4.5.3. Marcadores viroldgicos
4.5.3.1. Antigeno p24

La antigenemia p24 puede ser detectada antes de la apariciéon de
anticuerpos enfrente del VIH. Después de la aparicion de los anticuerpos,
generalmente se hace indetectable, aunque ocasionalmente puede
persistir o reaparecer en fases finales de la enfermedad (163) En
pacientes con niveles de CD4+ entre 200-500 cel /mm?, el porcentaje de
pacientes Ag p24 positivo es aproximadamente de un 20% (164)
Pacientes con niveles de CD4+<200 cel / mm® o con SIDA tienen mas
posibilidades de presentar Ag p24+ (37-95%) (165) La deteccion del Ag
p24 es un buen marcador de progresion a SIDA tanto en adultos como en
nifos, siendo la incidencia de SIDA en estos pacientes entre 4 y 20 veces
mayor (166)).

El antigeno p24 puede circular libremente en sangre periférica,
puede estar asociado a particulas viricas o puede circular formando
inmunocomplejos con anticuerpos anti p24. El antigeno p24 puede ser
liberado de la particula virica afadiendo al plasma o al suero detergentes.
Los inmunocomplejos Ag-Ac pueden ser rotos con un tratamiento acido
del suero o plasma haciendo que muestras con Ag p24 detectable
después de este tratamiento acido presenten niveles mas elevados y

muestras con Ag p24 negativo se hagan positivas (166;167).
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4.5.3.2. Fenotipo virico

Los virus VIH-1 que estan en circulacién en un enfermo en un
momento dado no son fenotipicamente ni genotipicamente homogéneos.
Los primeros VIH-1 descubiertos presentaban la habilidad de crecer en
lineas celulares T-linfoblasticas produciendo un efecto citopatico con
células gigantes multinucleadas (sincitio) y la posterior muerte celular.
Este efecto citopatico también se ha observado en érganos diana para la
infeccion del VIH en humanos, sugiriendo la posibilidad de un papel
patogénico de este fendmeno (25;45;168). Los virus no formadores de
sincitio (NSI) pueden aislarse en células mononucleadas de sangre
periférica (CSMP) y no presentan el anterior efecto citopatico, se han
aislado en lineas celulares monocito-macréfagos. Las cepas NSI suelen
detectarse en fases finales de la enfermedad y en un 50-60% de los
casos preceden la fase de SIDA (169;170). En enfermos asintomaticos la
conversion de fenotipos NSI a Sl se ha asociado a una marcada
aceleracion en la disminucién del CD4+ y la aparicion de SIDA en un

periodo corto de tiempo (170-172).

4.5.3.3. Carga viral
La carga viral ha llegado a ser el marcador mas preciso de riesgo

de progresion a SIDA (5;7;173). Su importancia ha hecho que

dediquemos el siguiente subcapitulo a su estudio.
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4.6. CARGA VIRAL

Desde el inicio de la epidemia del SIDA se han utilizado diferentes
marcadores de laboratorio para hacer el seguimiento de la evoluciéon de
los enfermos infectados por el VIH, pero era evidente una falta de
correlacion entre estos marcadores (recuento de linfocitos T CD4+, Ag
p24, Bo-microglobulina y neopterina) con la progresién de la enfermedad,
hecho que es debido a la escasa sensibilidad, reproducibilidad y
especificidad que presentaban estos métodos.

El desarrollo de métodos cuantitativos para el VIH ha permitido
establecer el nivel de actividad replicativa a lo largo de la historia natural
de la infeccion, asi como definir mejor los aspectos de la dinamica virica
en la patogénesis del SIDA y disponer de un criterio objetivo a la hora de
valorar la eficacia del tratamiento antirretroviral. Por lo tanto, la posibilidad
de disponer de métodos cuantitativos ha supuesto un gran avance en el
conocimiento de la historia natural de la infeccion por el VIH y un mejor

manejo terapéutico de los enfermos infectados.

4.6.1. Métodos para valorar la carga viral

Hay diferentes métodos para valorar la carga viral: cultivo virico en
CMSP, cultivo virico en plasma, carga viral en 6rganos linfaticos mediante
técnicas de hibridacion in situ, cuantificacién del ADN provirico en CMSP,
cuantificacion del ARN y ADN en CMSP y cuantificacion del ARN en

plasma o suero.
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4.6.1.1. Cultivo virico de células mononucleadas de sangre periférica

El cultivo cuantitativo en células mononucleadas de sangre
periférica (CMSP) se utiliza para determinar el numero de particulas
viricas infecciosas en las células de sangre periférica. La fase de infeccion
primaria se acompafa de altos niveles de virus en CMSP, seguida de una
disminuciéon paralela a la aparicion de los anticuerpos anti VIH-1
(174;175). Estudios longitudinales han demostrado que la infectividad
virica en CMSP aumenta significativamente a lo largo del tiempo
(176;177).

4.6.1.2. ADN provirico en células mononucleadas de sangre

periférica

La deteccidon cuantitativa del ADN del VIH-1 es utilizada para
determinar el numero de células infectadas circulantes, pero no da
informacién sobre la proporcion de células que estan replicandose
activamente. El principal reservorio en sangre periférica son los linfocitos
T CD4+ (178;179). Hay datos contradictorios entre el aumento de la carga
viral en CMSP y la progresién. Mientras que unos autores ven una
relacion entre los dos parametros (180;181), otros, en estudios
longitudinales, encuentran que el nivel de ADN proviral en CMSP no
cambia significativamente durante la progresion de la enfermedad, pero el
valor total de ADN del VIH-1 aparece mas alto en los pacientes que
desarrollan SIDA que en los que permanecen asintomaticos (182). Lee y
cols. (177) sugirié6 que el nivel de CMSP infectadas se establece en fases
iniciales de la enfermedad y se mantiene relativamente estable durante su
curso. El nivel inicial de ADN virico parece relacionado significativamente

con el curso de la enfermedad. Enfermos con niveles bajos de ADN
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después de la infeccion parecen tener periodos asintomaticos mas largos
que aquellos con niveles mas altos (177;183).

Algunos autores han estudiado de que forma se encuentra el ADN
en el reservorio periférico (184-186). En enfermos asintomaticos se
encuentra preferentemente ADN no integrado, siendo la fuente de este
extracromosomal ADN los linfocitos T quiescentes. Este ADN puede
integrarse después de la activacion linfocitaria. En enfermos con SIDA
hay un incremento de la forma integrada versus la no integrada. Estudios
recientes han descrito la persistencia de la replicacion en linfocitos T
CD4+ memoria incluso en pacientes con viremia plasmatica indetectable

por un largo periodo de tiempo (8;9;67;68).

4.6.1.3. mARN del VIH-1 en CMSP

La expresion significativa de ARN del VIH-1 genbémico vy
subgendmico se han encontrado en todos los estadios de la infeccion
(187;188). La presencia de ARNm del VIH-1 es indicativa de una infeccién
virica activa y la cantidad detectada parece relacionarse con su
progresion (8;189). En estudios recientemente publicados han
demostrado su presencia en enfermos con inhibicion de la replicaciéon
plasmatica por TARGA (8;190).

4.6.1.4. Cultivo virico en plasma

El cultivo cuantitativo en plasma mide la cantidad de virus libre.
Durante la fase aguda de la infeccion se pueden detectar altos niveles de
virus y el pico viral coincide con la aparicion de la fase aguda de la
enfermedad (174;175). Después de la seroconversion, los titulos pueden

disminuir hasta niveles indetectables. La viremia plasmatica puede ser no
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detectable en enfermos con CD4+ >500 cel/mm® (191;192). En fases

finales de la enfermedad pueden aumentar (82).

4.6.1.5. Carga viral en 6rganos linfaticos

Ademas de la deteccién del VIH-1 en CMSP, se ha visto que los
organos linfaticos constituyen el primer lugar para la reserva vy
propagacion de la infeccion del VIH a lo largo del tiempo (193;194) lo que
refuerza el interés de su estudio.

Sin embargo, existen una serie de problemas que aparecen cuando
se estudia la carga viral en compartimentos extraplasmaticos. Entre ellos
estan la falta de consenso sobre el lugar de anatémico donde debe ser
investigado, el procedimiento ideal para realizar la biopsia, qué método
utilizar para la medida de la carga viral y la unidad en que debe ser
medida (células, miligramos,...).

Los sitios mas comunes par medir la carga viral en el tejido linfatico
son la mucosa rectal, las amigdalas y los ganglios linfaticos. Hay pocos
estudios que investiguen las diferencias de carga viral entre estos tres
territorios. Perrin y cols. (195) no encontraron diferencias en tres
pacientes con primoinfeccién por el VIH-1 entre las amigdalas, los
adenoides y los ganglios linfaticos. En el Hospital Clinic hemos
encontrado que la media de carga viral en biopsias de amigdala es mucho
mayor que en las biopsias de mucosa rectal.

Es necesario encontrar un método reproducible y poco invasivo,
para obtener muestras repetidas de tejido linfatico, con el fin de evaluar
tras la terapia antirretroviral. Las biopsias amigdalares se realizan,
generalmente, con una pinza triangular utilizada frecuentemente en
Otorrinolaringologia, y con la que se pueden obtener hasta 80 mg de
tejido. Cada muestra es partida en dos partes, una mitad es incluida en

parafina y examinada por un patélogo para confirmar la presencia de
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tejido linfatico. La otra mitad se congela rapidamente y se almacena en
nitrégeno liquido. Esta técnica permite obtener muestras repetidas con
una buena reproducibilidad. Mas aun, se pueden obtener muestras para
realizar estudios virol6gicos, inmunoldgicos e histologicos.

Por otra parte, la biopsia de ganglio linfaticos es un método
invasivo, que no es posible realizar con mucha frecuencia. Ya que el
ganglio linfatico es uno de los mejores lugares para realizar todos estos
estudios (68;196), algunos autores han buscado otras formas de obtener
muestras de tejido linfatico. En resumen consisten en una aspiracién con
aguja fina, a ciegas (197-199). Esto tiene el problema de que soélo se
obtienen material analizable en un 50% de los casos, aunque puede
mejorarse con control ecografico, para realizar estudios de carga viral
longitudinales, cuantificacion de linfocitos CD4+ y estudios de proliferacion
en subpoblaciones de linfocitos T mediante citometria de flujo con
anticuerpos monoclonales frente al antigeno Ki67+). Sin embargo, con
esta técnica no hay posibilidad de tener informacién anatomica del
ganglio.

No hay consenso acerca del método que deberia ser utilizado para
la mediada de la carga viral en tejido linfatico. Tanto el tejido analizado
como el método utilizado para la extraccién, podrian afectar
dramaticamente la cuantificacién de VIH-1 (200;201). EI método de Roche
RT-PCR es mas sensible que el de NASBA, pero el primero esta también
mas sujeto a inhibicion por componentes de los tejidos (200). La
hibridacion in situ es un método caro, su realizacion lleva mucho tiempo y
tiene dificultades para realizarse en la mayoria de los laboratorios, aunque
es el mejor para estudiar los virus asociados a células tanto dendriticas
como mononucleares.

El dltimo problema a tener en cuenta es el denominador en el que
la carga viral en tejido debe ser medida. Es posible separar las células
mononucleares inmediatamente después de la biopsia y congelarlas. De

esta forma es posible estudiar los virus asociados a estas células. La
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ventaja de este método es que el denominador es las células
mononucleares del tejido linfatico y su nUmero puede ser comparado con
el de la sangre (14;195;202-204). Su principal problema seria que no mide
los cambios de la carga viral en la célula dendritica. Otro denominador
podria ser los miligramos de tejido. Su ventaja es que cuantifica todos los
virus presentes en tejido linfatico (199;205). Dependiendo de la

informacién que queramos obtener habria que utilizar un método u otro.

4.6.1.6. Cuantificacion del ARN del VIH-1 en plasma o suero

El ARN del VIH-1 tiene una gran importancia ya que, junto con el
nivel de linfocitos CD4+, es el Unico que se utiliza en la practica clinica
diaria para valorar la progresion de la enfermedad y controlar la eficacia
del tratamiento.

Puede ser detectado en plasma o suero de los enfermos infectados
por el VIH-1 y refleja el nUmero total de particulas viricas circulantes
incluyendo virus infectivos y no infectivos, considerandose que refleja la
carga viral total, ya que la produccion de virus de todos los centros de
replicacion (tejido linfatico) puede acceder facilmente a plasma.

Durante la fase aguda de la infeccion por el VIH-1 el virus se
replica a altos niveles detectdndose cargas virales elevadas.
Posteriormente, la apariciéon de la respuesta inmune especifica enfrente el
VIH-1 hace que aquella caiga indicando la eliminacién del virus por parte
del sistema inmune (174;206). Durante la fase asintomatica los niveles de
carga viral encontrados pueden ser muy variables, permitiéndose
establecer diferentes patrones de progresion rapidos progresores,
progresores intermedios y progresores lentos que se estableceran

inmediatamente después de la seroconversion (184).
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4.6.2. Técnicas moleculares para la cuantificacion del VIH-1

Los avances producidos en el campo de la biologia molecular han
sido aplicados a la creacion de métodos para la cuantificacion del VIH-1
en plasma de los pacientes infectados. Actualmente se dispone de 3
métodos comerciales que miden el ARN virico gendmico en plasma. Estos
métodos son:

1. La técnica del ADN ramificado (bDNA)

2. La técnica basada en la reaccién en cadena de la polimerasa
con retrotranscripcion y amplificacion (rt-PCR)

3. La técnica basada en la amplificacion secuencial de acidos
nucleicos (NASBA).

4.6.2.1. Método del ADN ramificado (bDNA)

Esta técnica se basa en una serie de hibridaciones tipo “sandwich”.
El primer paso consiste en la concentracion de los viriones a partir de 1 ml
de plasma mediante una centrifugacion a 23500 g durante 1 hora. El
precipitado virico se resuspende en un tampén que contiene proteinasa K,
sulfato de litio y oligonucleétidos complementarios al gen pol/ del VIH-1
incubando posteriormente a 53°C durante 20 minutos. A continuacién, la
resuspension se centrifuga a 23.500 g durante 15 minutos y se transfiere
el producto a una microplaca de 96 pocillos que contiene las sondas de
captura. El complejo sonda-muestra se incuba durante 24 horas y durante
este periodo se unird a una segunda sonda de captura que esta
incorporada a los pocillos. Posteriormente, a la muestra ya inmovilizada
se le uniran un gran numero de sondas también marcadas con fosfatasa
alcalina y incubadas posteriormente con un sustrato quimioluminiscente
(dioxietano). Finalmente, la luz que emite se mide con un lumindbmetro y

los resultados se comparan con los datos obtenidos de una curva de
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estandares externos que se incorporan a cada reaccion y de los cuales se
conocen el numero de copias. El rango de deteccidbn es de 500 a
1.000.000 copias/ml.

4.6.2.2. Técnica de retrotranscripcion y amplificacion (rt-PCR)
(Amplicor VIH-Monitor)

Es un sistema basado en la técnica de la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) que combina una retrotranscripcion y posterior
amplificacion. A un volumen de la muestra a analizar, que puede ser
suero o plasma, se le afiaden un estandar interno con un numero
conocido de copias de ARN del VIH-1. Esta mezcla se tratara con un
agente caotropico, tiocianato de guanidina, que rompera la particula virica
dejando libre el material genémico del VIH-1. Posteriormente se realiza la
retrotranscipcion que consiste en pasar el ARN a ADNc, para este paso
se utiliza el enzima rTth ADN polimerasa de Thermus thermophilus que
presenta actividad transcriptasa inversa y ADN polimerasa. Este sistema
comercial incorpora uracilo-N-glicosilasa que evitara la contaminacién por
material amplificado previamente. El producto obtenido tiene una medida
de 142 pares de bases del gen gag de VIH-1. Los iniciadores utilizados
para la amplificacion estan biotinilados en uno de los extremos. Una vez
se acaba la amplificacién, el producto amplificado sera detectado con una
técnica de ELISA. Un volumen conocido del producto amplificado se
afiade a los pocillos de una microplaca que tienen incorporados una
sonda de captura complementaria, hecho que permitira la unidn
especifica del producto amplificado al fondo de la placa. Esta microplaca
presenta también pocillos que hibridaran especificamente con el estandar
interno y que son independientes de los de la muestra. Un conjugado de
avidina proporcionara el color que se leera con un densitbmetro. La

relacion entre las densidades opticas (OD) de la muestra y del control
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interno se utiliza para calcular el numero de copias de ARN que contiene

la muestra. El rango de deteccion es de 200 a 750.000 copias/ml.

4.6.2.3. Amplificacién secuencial de acidos nucleicos (NASBA)

Este método intenta reproducir in vitro la replicacion virica in vivo, y
para conseguirlo incorpora tres enzimas que realizan la amplificacion
exponencial. Estos enzimas son una transcriptasa inversa, una RNasa H
y una RNA polimerasa DNA dependiente y el resultado final de la reaccién
es la acumulacion de copias de ADN y ARN a partir de la muestra
problema. El ensayo comienza con el aislamiento del ARN mediante la
lisis y la unidbn a particulas de silice, con una amplificacion posterior
isotérmica del ARN. La reaccién se inicia con la hibridacion de uno de los
cebadores, que contiene un promotor T7, a la secuencia diana de la
muestra problema y continua con la elongacion mediante la actividad
enzimatica de la transcriptasa inversa formando una cadena de cADN. La
molécula hibrida formada por el ARN-cADN se degrada por la actividad
de la RNAsa H. A continuacion, se forma una segunda cadena de ADN
mediante la actividad de la polimerasa ADN de la transcriptasa inversa. La
molécula de ADN de doble cadena incluye una secuencia promotora T7
ARN polimerasa. La polimerasa T7 del ARN puede producir entre 100 y
1.000 copias de ARN a partir de una molécula de ADN de cadena doble.
Cada molécula de ARN sintetizada sirve como molde para la sintesis de
una copia de ADN y la sintesis de ARN en un segundo ciclo de
multiplicaciéon. La posibilidad de cuantificar el numero de copias de ARN
se hace para la incorporacién de tres calibradores con una cantidad
conocida de copias a la muestra desde el inicio del procesamiento de la
misma. El sistema de detecciéon se realiza mediante una hibridacion en
tubo con sondas especificas para cada uno de los cuatro ARN presentes

en la muestra y la lectura es por quimioluminiscencia. El rango de
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deteccion es de 400 a 10.000.000 copias/ml. El sistema de NASBA
presenta la ventaja importante enfrente de los otros dos métodos de
permitir la cuantificacién de la carga viral de otros tipos de muestra como

pueden ser biopsias, LCR, secreciones vaginales y tejidos.

4.6.2.4. Técnicas ultrasensibles

La aparicion de las terapias antirretrovirales de alta potencia
(TARGA) ha conseguido que una gran cantidad de enfermos presenten
cargas virales por debajo del limite de deteccion con los sistemas
convencionales. Este hecho condujo a la estandarizacién de técnicas
ultrasensibles basadas en el perfeccionamiento de las técnicas estandar
previamente descritas, permitiendo una mejor optimizacion del manejo
clinico del enfermo.

Las técnicas ultrasensibles se basan, principalmente, en un
aumento del volumen inicial de muestra, una ultracentrifugacion previa
para concentrar el virus y un ajuste de la concentracién del estandar
interno, consiguiendo un limite de deteccion entre 20-50 copias.

El sistema Chiron dDNA Quantiplex ultrasensible tiene el limite de
deteccidon de 50 copias/ml con un rango entre 50-500.000 copias/ml. El
sistema Amplicor de Roche tiene el limite de deteccién de 20 copias/mi
con un rango entre 20-500.000 copias/ml, aunque existe una modificacién
que nos permite aumentar el limite de deteccién hasta 5 copias/ml. Los
sistemas Nuclisens de Organon Técnica tienen el limite de deteccién en

40 copias/ml con un rango de 40-500.000 copias/ml.
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4.6.3. Carga viral en tejido linfatico y su relacion con el plasma

Ademas de la deteccion del VIH-1 en CMSP, se ha visto que los
organos linfaticos constituyen el primer lugar para la reserva vy
propagacion de la infeccion del VIH a lo largo del tiempo (193;194). La
habilidad del VIH-1 de replicarse en las células diana es dependiente de
su activacion y teniendo en cuenta que en 6rganos linfaticos el nUmero de
linfocitos T activados es elevado hace del tejido linfatico un reservorio
muy importante para la replicacion del VIH-1 durante las fases iniciales de
la enfermedad (193;206).

Estudios recientes han demostrado que la replicacion viral es,
aproximadamente, dos ordenes de magnitud mas intensa en tejido
linfatico que en células sanguineas (122;194). En enfermos asintomaticos
se detect6 una carga viral mas elevada en tejido linfatico que en CMSP.
El niumero de células conteniendo el ADN del VIH-1 fue 0.5 logiy mas alta
en nodulos linfaticos que en CMSP (204). La media + SE del logy, de la
carga viral de tejido amigdalar, realizado con NASBA, de 37 pacientes
biopsiados en el Hospital Clinic de Barcelona en estadios tempranos de la
infeccion (linfocitos CD4+ mayor de 500 x 10°%/L y carga viral plasmatica
mayor de 5.000 copias/ml) fue 5,93 +/- 0,12 (mediana 6,1, rango 4,3 a
7,34). No hubo correlacion significativa entre la carga viral en plasma y en
tejido amigdalar, como otros autores ya han descrito previamente (199).
Otros autores han encontrado una fuerte correlacion y similar sensibilidad
entre el ADN del VIH-1 intracelular en plasma y la carga viral en tejido
linfatico, e incluso han sugerido que si estos datos se confirman se
podrian evitar muchas biopsias en tejido linfatico (Luc Perrin,

comunicacion personal).
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4.6.4. La carga viral como marcador de progresion

Numerosos estudios han demostrado la existencia de una
correlacion entre los niveles de ARN del VIH-1 en plasma con el estadio
de la enfermedad. Pacientes con SIDA o con infeccion por el VIH-1
sintomatica tienen niveles significativamente mas altos de carga viral que
aquellos con infeccién asintomatica, aunque no existe una correlacion
entre niveles de ARN del VIH-1 y niveles de linfocitos T CD4.

La carga viral en plasma es un marcador poderoso de progresion y
muerte en todos los estadios de la enfermedad. Una serie de estudios del
AIDS Clinical Trials Group que incluyen pacientes con CD4+ entre 0-500
cel/mm® han demostrado que el aumento del riesgo de progresién
asociado al aumento de los niveles de ARN del VIH es independiente de
los linfocitos T CD4+ y de los fenotipos SI.

En el estudio MACS (Multicenter AIDS Cohort Study) se encuentra
que los pacientes con niveles de carga virica en plasma >100.000
copias/ml a los 6 meses de la seroconversion tienen a los cinco afios 10
veces mas riesgo de progresar a SIDA que aquellos con niveles mas
bajos (7).

En otro estudio, el riesgo de progresion de 181 pacientes
seropositivos infectados incluidos en el estudio MACS fue determinado
después de estratificarlos segun la carga viral basal (7). Para los
pacientes que estaban en el percentil mas alto (CV>36.270 copias/ml) la
media de tiempo de evolucién a SIDA fue de 3.5 afios y la media de la
supervivencia 5.3 afios. Menos de la mitad de los pacientes en el percentil
mas bajo (<4.500 copias/ml) progresaron a SIDA o murieron después de
10 afios, con una supervivencia media de mas de 10 afios. Al contrario,
no se encontraron diferencias cuando fueron estratificados segun el nivel
de linfocitos T CD4+. Mas importante fue el efecto de los niveles de carga
viral en la tasa de progresién en enfermos con >500 CD4+, en estos mas

del 70% de aquellos con CV>10.200 copias/ml progresaron a SIDA o
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murieron a los 10 afios, comparado con menos del 30% de los que tienen
CV <10.200 copias/ml. La incorporacion de los dos marcadores, carga
viral del VIH-1 en plasma y linfocitos T CD4+, da una mejor informacién

sobre el riesgo de progresion que los dos por separado (5).

4.6.5. La carga viral como marcador de eficacia del tratamiento

antirretroviral

4.6.5.1. La carga viral en plasma como marcador de eficacia del
TARGA

La carga viral en plasma es un buen indicador de la eficacia de una
terapia antirretroviral, una disminucion mantenida confiere un beneficio
clinico al paciente. La relacion entre cambios en la carga viral y beneficio
del tratamiento ha sido analizado en al menos seis estudios aleatorizados
(ACTG 116, 116B/117 y 175, VACS298, Upjohn 017 y 021 y Delta 1).
Estos estudios han revelado que una disminucion de la carga viral en
plasma implica una reduccion significativa del riesgo de progresion de la
infecciéon, que la reduccién en el riesgo de muerte o progresion de la
enfermedad es independiente de la carga viral del VIH-1 en plasma basal
y de los niveles de linfocitos T CD4 y que la reduccion del riesgo de
muerte o progresion de la enfermedad es independiente del incremento
de los linfocitos T CD4 secundario al tratamiento. La magnitud del
beneficio es similar de un estudio al otro. La reduccién de la carga viral
del VIH-1 en plasma de 2 veces (0.3 log+o) disminuye el riesgo de muerte
0 progresion aproximadamente un 30% (207;208), una disminucién de 4
veces (0.6 logqg) disminuye el riesgo en un 55% (6) y una disminucién de
10 veces (1 logqp) disminuye el riesgo en un 65% (191).

Un analisis que combina datos de varios estudios de los ACTG nos

da mas informacion sobre los beneficios clinicos del tratamiento
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antirretroviral (209). Este analisis muestra una relacion lineal entre el
cambio del logaritmo de la carga viral obtenido desde el basal a la
semana 24 y de las veces en que se reduce el riesgo de progresion.
Ademas, la magnitud del beneficio para una reducciéon concreta de la
carga viral fue similar a pesar del nivel basal, sugiriendo que el beneficio
se deriva de la interrupcidn en la replicacién viral mas que del estadio de
la enfermedad o de la carga viral en plasma al inicio del tratamiento.

Estudios adicionales sugieren que el grado de descenso de la carga viral
por debajo de los limites de deteccion es predictiva de la respuesta

virologica a largo plazo (126;210).

4.6.5.2. La carga viral en tejido linfatico como marcador de eficacia
del TARGA

La disminucion de la carga viral en tejido linfatico en pacientes con
regimenes que contienen un inhibidor de la proteasa se ha comunicado
de forma repetida (104;205;211), con inhibidores de transcriptasa inversa
no ha sido tan claramente demostrada (212). Se ha descrito que los
pacientes con carga viral en plasma entre 20 y 400 copias/ml tienen una
carga viral en ganglios linfaticos mas alta que aquellos pacientes con un
viremia ARN plasmatica por debajo de las 20 copias/ml (13).

En nuestro grupo hemos encontrado que los pacientes tratados
exclusivamente con dos ITl presentan una disminucion de la carga viral
en tejido linfatico de aproximadamente 1 log, y que, incluso pacientes con
una carga viral plasmatica por debajo de 20 copias/ml en terapia, con dos
ITI tenian altos niveles de viremia ARN de VIH-1 en tejido amigdalar. Por
el contrario, todos los pacientes con tratamientos que contenian un IP
tenian una carga viral indetectable en tejido linfatico, con una disminucién
de la carga viral de 4 log. Nuestros datos sugieren que Unicamente con

triple terapia (2 ITI + 1 IP) es posible obtener una supresién completa de
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la replicacion viral en tejido linfatico y, de esta forma, entender la
durabilidad de la eficacia antirretroviral (11).

A pesar de esta aparente buena respuesta de la carga viral
plasmatica a la terapia antirretroviral, se ha demostrado que es posible
recuperar VIH-1 competentes para replicacién hasta 30 meses después
de supresion de la carga viral con TARGA (68;196). Estos hallazgos son
tan importantes que han cambiado las ideas previas, demasiado
optimistas, sobre la erradicacion de VIH-1, y han reforzado el concepto de
terapias inmunomediadas como complementarias a la terapia con TARGA
(213).

4.6.6. La carga viral como marcador de inicio del tratamiento

antirretroviral

Hasta el afio 1996 se recomendaba iniciar el tratamiento cuando el
paciente presentaba un recuento linfocitario inferior a 500 linfocitos T
CD4. Con la introduccién de las nuevas técnicas de cuantificacion del
ARN del VIH en plasma, se cuestionaron dichas recomendaciones. A
partir de los resultados de Mellors y cols.(5) que observaron que
pacientes con CD4+>500 cel /mm?® tenian niveles elevados de carga viral,
se planted iniciar el tratamiento segun los niveles de la carga viral y no
segun los niveles de linfocitos T CD4+. Como consecuencia de los
primeros estudios sobre el valor de la carga viral como marcador
pronostico y de respuesta al tratamiento, en el afio 1996 se publicaron las
primeras recomendaciones para el inicio del tratamiento (214). En ellas,
se recomendaba iniciar el tratamiento con CV > 30.000-50.000 copias/mi
independientemente del niumero de linfocitos T CD4+. Aunque algunos
autores pensaban que era mejor iniciarlo con CV mas bajas, 10.00
copias/ml, con tal de conseguir mas facilmente niveles indetectables. En

el afio 1997 se recomendaba iniciar tratamiento con TARGA en todos los
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pacientes con niveles de carga viral entre 5.000-10.000 copias/ml
independientemente de los niveles de linfocitos T CD4+ (215) y considerar
su inicio en todos los enfermos con carga viral detectable. Las nuevas
guias de tratamiento publicadas recientemente por GESIDA/Plan Nacional
sobre el SIDA (216) y por la NIH (79) han vuelto a parametros mas
conservadores, teniendo los niveles de linfocitos T CD4+, otra vez, un
papel mas protagonista que el que habian tenido en las guias del afio
1997. Tanto una guia como la otra recomiendan iniciar el tratamiento en
todos los pacientes sintomaticos y en aquellos asintomaticos con niveles
de linfocitos T CD4+ <200 cel/mm?®. Entre 201-350 cel/mm? dependera de
una valoracion personalizada de los pros y los contras en cada caso. Para
pacientes asintomaticos con >350 cel/mm® existe poca evidencia de
beneficio con la terapia, aunque algunos autores la recomiendan cuando
la CV> 100.000 copias/ml. Este cambio ha sido propiciado por diferentes
hechos como son la imposibilidad de la erradicacién del virus con los
farmacos actuales, los importantes efectos secundarios que estos
presentan, la dificultad de cumplimiento de los tratamientos y la
recuperacion inmunolégica con TARGA incluso con enfermos avanzados.
Es importante tener en cuenta que a una reduccién mas grande de la CV,
menor es el riesgo de progresion y mas grande el beneficio clinico, por
tanto se ha de intentar de alcanzar un nivel de CV indetectable por las

técnicas de cuantificacion de que disponemos.

4.6.7. La carga viral como marcador de cambio del tratamiento

antirretroviral

Las variaciones de la carga viral en plasma son el marcador para
valorar la eficacia o no de una determinada combinacién terapéutica. En
lineas generales, en aquellos pacientes que consiguen niveles

indetectables (<500 6 200 copias/ml), cualquier incremento en la misma
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aconsejaria un cambio de tratamiento. De todas maneras esta premisa se
ha de tomar con cautela, ya que se han descrito variaciones de la carga
viral enfrente de estimulos antigénicos como pueden ser la vacunacion
por el Neumococo e infecciones agudas (217;218) (219).

Se tendrian que realizar dos determinaciones de carga viral, una
basal y otra a las 4-6 semanas, para iniciar, afiadir un nuevo farmaco o
cambiar el tratamiento. Una vez se ha iniciado el tratamiento, la carga
viral se deberia repetir a las 8 semanas para comprobar la efectividad del
tratamiento. Debido a la variabilidad inter-intra ensayo, es necesario un
aumento >0.5 logiy para constatar un fracaso terapéutico, siendo
conveniente una determinacion posterior para confirmarlo.

Es importante recordar que niveles indetectables realmente
significa que la carga viral esta por debajo del limite de deteccién de las
técnicas que tenemos actualmente a nuestro alcance (<500-200
copias/ml). A pesar de esto, todos estos sistemas presentan variaciones
que nos permiten aumentar su limite de sensibilidad a <50-20 copias/ml,
se debe tener en cuenta que la variabilidad a estos niveles aumenta
significativamente. No obstante, resultados obtenidos de diferentes
estudios sugieren la probabilidad de que tener una respuesta virologica
mas larga se relaciona con el nadir conseguido (126;210) Estos datos
aconsejarian el uso de las técnicas ultrasensibles en la practica diaria

para poder mejorar la respuesta al tratamiento.
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5. FUNDAMENTOS ANATOMOPATOLOGICOS DEL TEJIDO
LINFATICO

5.1. INTRODUCCION

Una vigilancia inmunol6gica eficiente sobre el organismo es sélo
posible si los linfocitos, cada uno dotado de la propiedad de responder a
un antigeno unico, son capaces de moverse libremente por el cuerpo,
aumentando asi la posibilidad de encontrarse con su antigeno apropiado.

Aunque la carga viral plasmatica es inestimable para monitorizar la
infeccion por VIH, los sucesos clave patogénicos y la mayoria de la
replicacion suceden en los tejidos linfaticos. Asi, pueden observarse
descensos en la carga viral plasmatica, gracias a diversas terapias
antirretrovirales, aunque sean evidentes signos de infeccién latente y la
consecuente replicacion viral.

Persisten muchas cuestiones sin respuesta sobre los mecanismos
del almacenaje de VIH en tejidos. El rapido establecimiento de la infecciéon
latente en los tejidos linfoides, sugiere que solamente la temprana
intervencion podria alterar sustancialmente la historia natural de la
infeccion por VIH. Cuando el tratamiento es iniciado antes de la
seroconversion, en algunos individuos se observa una potente respuesta
inmune celular VIH-especifica que es sugestiva de una progresion
retardada.

En la infeccion por VIH, la replicacion viral y el almacenaje se
produce en los tejidos linfoides. La infeccidbn genera un gran nimero de
viriones, la mayoria de los cuales son almacenados en inmunocomplejos
asociados a células dendriticas foliculares (21;104;220;221). Estas células
tienen un importante rol en la transmision del VIH a las células
representando un reservorio mayor para el VIH, facilitando la infeccion de
linfocitos T CD4+ y produciendo una diseminacion sistémica (221). En

consecuencia se produce un deterioro de las células T CD4+
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colaboradoras, debido a diferentes mecanismos tales como una
activacion inmune persistente con un incremento de la proliferacion y
muerte de las células T (222-225) y a un descenso de la produccion de
células debido a la insuficiente madurez de los precursores linfoides
(226;227). Los linfocitos T CD4+ se hallan involucrados directa o
indirectamente en la mayoria de las funciones inmunologicas del cuerpo y
su destruccion provoca un deterioro progresivo de la respuesta inmune
caracteristico del SIDA.

Por otra parte, la infecciéon por VIH-1 induce una activacion de la
reaccion citotoxica especifica anti VIH-1, de la cual son responsables las
células T citotoxicas CD8+. Estas células son atraidas al centro germinal
del tejido linfatico por una acciéon quimiotactica del virus, aunque en
muchos casos esta accion es insuficiente para frenar la replicacion virica.
Como consecuencia de esto las células dendriticas foliculares son
destruidas produciendo una alteracién de la arquitectura reticular del
centro germinal. Estos cambios en las subpoblaciones de linfocitos T
inducidos por el virus llevan a una alteracion progresiva en la arquitectura
del tejido linfatico, que se correlaciona con la evolucién de la enfermedad
(228;229).

La introduccion del tratamiento antirretroviral de alta actividad
(TARGA) ha cambiado el pronéstico de esta enfermedad debido a la
disminucién de la replicacion viral y a la recuperacion de los linfocitos
CD4+. En los pacientes tratados con TARGA, la recuperacion de las
células CD4+ viene determinado por el descenso en su destruccion
(223;224;230) y por el aumento de la produccion timica (231;232). Estos
sucesos estan asociados a la supresion de la carga viral y el incremento
de las células CD4+ en sangre periférica. Sin embargo, después de
suspender el TARGA se produce una elevacion de la carga viral
plasmatica. Este hecho ocurre incluso cuando se ha obtenido medidas de
carga viral plasmatica indetectable y se atribuye a la persistencia de un

reservorio viral en tejido linfatico (15;233). Por otro lado, estos pacientes
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presentan una restauracion inmunologica incompleta medida de
parametros fenotipicos y funcionales, incluso cuando los niveles de
linfocitos T en plasma se recuperan (234). Estudios previos de tejido
linfatico de pacientes con infeccion por VIH con TARGA habian
demostrado una recuperacion parcial de la arquitectura del tejido linfatico
después de 12 meses de tratamiento, pero hasta ahora no existian
estudios con un seguimiento mas largo (235;236).

Para la comprension anatomopatologica es fundamental conocer la
arquitectura en el tejido linfatico normal y |la descrita en los diferentes

estadios de la enfermedad.

5.2. HISTOLOGIA DEL TEJIDO LINFATICO

Los linfocitos aparecen como células sueltas en la sangre, la linfa 'y
por los tejidos conjuntivos y epiteliales del cuerpo. Sin embargo, en la
mayoria de los 6rganos, pero especialmente en la lamina propia de las
vias digestivas y respiratorias, se reunen con células plasmaticas y
macrofagos y forman masas densas en el tejido conjuntivo laxo. Los
ganglios linfaticos y las amigdalas estan formados fundamentalmente por
linfocitos. El término “tejido linfatico” se refiere a aquellas regiones del
cuerpo en el que los linfocitos representan el componente celular
principal, independientemente de su funcion.

El tipo mas frecuente de tejido linfatico lo constituye la masa de los
ganglios linfaticos, la pulpa blanca del bazo, las amigdalas y masas mas o
menos circunscritas diseminadas por los tejidos conjuntivos del cuerpo. El
tejido linfatico puede presentarse en dos variedades: la “difusa” y la
“nodular”.

El tejido linfatico difuso se encuentra de modo tipico en las
regiones internodular, cortical y medular de los ganglios linfaticos; en las

vainas linfoides periarteriales del bazo y en la regiones internodulares de
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las amigdalas y de las placas de Peyer. Esta constituido por un estroma
esponjoso con linfocitos entre sus mallas. El estroma, a su vez, esta
constituido por fibras reticulares y células reticulares de origen
mesenquimal. Las células libres del tejido linfatico difuso son linfocitos de
tamafio diferente, macréfagos y un numero variable de células
plasmaticas.

El tejido linfoide nodular esta constituido por los foliculos,
agrupaciones circunscritas y compactas de células dentro del tejido
linfatico difuso. Se encuentra en la corteza de los ganglios linfaticos, en la
periferia de la pulpa blanca del bazo y en la lamina propia de las vias
digestivas y respiratorias. Son numerosos en las amigdalas, en las placas
de Peyer y en el apéndice vermiforme.

El ganglio linfatico esta constituido basicamente por una masa
parenquimatosa de tejido linfatico, atravesada por vasos linfaticos
especializados o senos. Su armazén colagénico esta formado por una
capsula, que reviste al 6rgano entero. Desde la capsula se extienden
hacia la sustancia del ganglio un numero variable de trabéculas
ramificadas de tejido conjuntivo. El parénquima linfoide situado entre las
trabéculas esta apoyado por una red tridimensional de fibras reticulares
con sus correspondientes células reticulares acompafantes. Las mallas
de esta red estan repletas de linfocitos, células plasmaticas y macréfagos.
Los senos linfaticos son canales irregulares convertidos en un laberinto de
cadmaras intercomunicadas gracias a una red laxa de cordones de tejido
que atraviesan su luz.

El examen de una seccion de un ganglio linfatico a pequefio
aumento nos revela cuatro compartimentos con patrones de reaccidn
inmunolégica diferenciados: foliculos o centros germinales, el area
paracortical, la region medular y los senos linfaticos. Cada uno de estas
reacciones y compartimentos es reconocible por una estructura o

composicion celular tipica.
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1. Los foliculos son las estructuras mas evidentes, con forma
redonda y rodeados por una corona oscura. Normalmente, se encuentran
cerca de la capsula (el area del cortex) pero también pueden encontrase
mas profundamente. En esta zona se forman los precursores de las
células productoras de anticuerpos y las células B memoria.

2. El area paracortical es una zona peor definida y densamente
tefiida que se encuentra entre los foliculos y extendiéndose hacia las
capas profundas. Aqui se produce la respuesta celular especifica que
genera células T antigeno especificas y probablemente células T
memoria.

3. En la regién medular, mas palida, se encuentran los cordones
medulares que son agregaciones de tejido linfatico organizados en torno a
vasos sanguineos pequefos. Estos cordones estan formados por una rica
red de fibras reticulares y de células reticulares, que encierran linfocitos
pequefios, células plasmaticas maduras y macréfagos. En esta zona se
produce la reaccion de las células plasmaticas que originan las células B
secretoras de anticuerpos.

4. En los senos linfaticos, los macrofagos probablemente estan
involucrados en el procesamiento de los antigenos al limpiar la linfa y

facilitar la entrada de los antigenos a los nédulos linfoides.

5.2.1. Foliculos linfoides

Se debe distinguir entre foliculos primarios y secundarios. El nédulo
linfatico primario lo forma una acumulacion redondeada de linfocitos
pequenios densamente apretados. El nddulo linfatico secundario o centro
germinal lo forman estructuras ovoides constituidas por un acumulo
esférico de células mas grandes, palidamente tefiidas y cubiertas por un
casquete de linfocitos pequefios. No existen evidencias de que el nédulo

secundario se forme a partir de la transformacién del nédulo primario
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preexistente, por lo que mas correctamente deberia nombrarse como
centro germinal.

Los centros germinales son un componente ampliamente
distribuido y altamente organizado de tejido linfatico que falta sélo en el
timo normal. En su forma totalmente desarrollada aparecen como una
masa esférica con un polo oscuro, o densamente poblado, y un polo claro
o0 menos densamente poblado. Esta rodeado de una envoltura de células
alargadas, que a su vez estan revestidas parcialmente por un casquete en
forma de media luna de linfocitos pequefios. Los centros germinales
presentan una polaridad morfologica muy definida, pues el casquete
linfocitario es especialmente grueso encima de la regién clara y se
adelgaza gradualmente hacia el polo oscuro.

Ademas, muestra una orientacidbn constante con respecto a
estructuras vecinas. En los ganglios linfaticos, la region clara y el
casquete linfocitario de los centros germinales se dirigen hacia el seno
marginal. En las vias digestivas y respiratorias, estan orientados hacia la
superficie epitelial mas proxima.

Cuando el plano de un corte histologico pasa a través de un centro
germinal en una direccion perpendicular a su eje de simetria, no se
observa esta polaridad; se observa como una envoltura circular de grosor
uniforme que rodea al centro germinal, siendo por esto descrito
frecuentemente como manto o corona.

En la regidbn mas oscura del centro germinal la tincion mas intensa
proviene de los nucleos y del citoplasma basoéfilo de muchos elementos
densamente apretados de la estirpe linfoide, linfoblastos, linfocitos
grandes y medianos y células en transicion hacia la linea plasmocelular.
Todas estas células estan proliferando activamente y contienen
anticuerpo dentro del espacio perinuclear y en algunas cisternas de
reticulo endoplasmico rugoso. En la zona oscura, también se encuentran
constantemente macréfagos, cargados con residuos de linfocitos

fagocitados. Las células libres estan contenidas en las mallas de un
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reticulo celular compuesto por elementos estrellados que muestran poca
especializacion citoplasmatica, se tifien con métodos de plata y se les
llamaron células dendriticas en razén de sus numerosas expansiones
radiadas.

La transicion entre la region clara y la oscura en el ecuador del
centro germinal es gradual; las grandes células basoéfilas de la linea
linfoide van cediendo su puesto poco a poco a los linfocitos pequenios,
desaparecen las figuras mitéticas y aumentan en nimero los macroéfagos.
Las células dendriticas adquieren un citoplasma eosinéfilo abundante y
emiten una infinidad de prolongaciones periféricas interdigitadas.

La capsula del centro germinal esta constituida por unas pocas
capas de células reticulares aplanadas. Esta envoltura esta
desorganizada a nivel del polo claro, debido a la presencia de muchos
linfocitos pequefios muy deformados, fijados, al parecer, en el curso de su
migracion hacia, o desde, el casquete de pequefios linfocitos
suprayacentes. Son escasas las células plasmaticas maduras en los
centros germinales, excepto en los de las amigdalas. Las fibras
reticulares son escasas dentro del centro, pero forman una envoltura
conceéntrica en torno a su periferia.

Los centros germinales parecen originarse a partir de pequefios
nidos de linfocitos grandes o linfoblastos, que progresivamente van
ganando tamafio y complejidad para formar agregados de hasta 1 mm de
diametro. En los de mayor tamafio se da una intensa fagocitosis de
linfocitos, por ello adquieren un aspecto caracteristico al microscopio
optico, porque los macrofagos, cargados con cuerpos residuales,
aparecen como puntos claros sobre un fondo de nucleos densamente
apretados (cielo estrellado).

La funcién de los centros germinales es la produccion activa de
linfocitos. Los estudios autorradiograficos de las amigdalas después de
inyectar *H-timidina parecen indicar que los linfocitos se originan en el

centro germinal, se mueven hacia fuera y entran en el casquete de
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linfocitos pequefios, para emigrar finalmente a través del epitelio
suprayacente. En la funcién del foliculo cooperan las células dendriticas,
las células linfoides y los macrofagos.

La composicion de un centro germinal depende de su fase de
desarrollo. Inicialmente, hasta 4 dias después del contacto con el
antigeno, soélo se encuentran células centrofoliculares grandes no
hendidas. Entonces aparecen macréfagos, produciendo el patron en cielo
estrellado. A continuaciéon aparecen centrocitos y un gran numero de
células dendriticas. En esta fase se observa una division en zonas del
foliculo: una zona oscura (conteniendo las células centrofoliculares
grandes no hendidas) y una zona clara (conteniendo las células

centrofoliculares pequefias hendidas y las células dendriticas).

5.2.1.1. Células dendriticas

La funcion de las células dendriticas podria ser la captacion de
antigeno en presencia de anticuerpo para presentarselo a las células B
(237). Estas células retienen el antigeno en su superficie lo que permitiria
retener el complejo antigeno-anticuerpo durante mucho tiempo vy
proporcionando una reaccion a largo plazo contra ese antigeno, lo que
podria ser importante para la memoria inmunolégica (238). Las células
dendriticas tienen un nucleo de tamafio medio a grande, a menudo
elongado, con discretos nucleolos. En el estudio inmunohistoquimico, se
observan muchas protusiones citoplasmaticas alargadas. Estas se unen a
las protusiones de otras células dendriticas citoplasmaticas mediante
desmosomas, con las que forman una red, y son responsables de la tipica
estructura del foliculo. Las células dendriticas se tifien con anticuerpos
monoclonales dirigidos contra ellas, como el CD21 (239) asi como con

anticuerpos contra receptores para los componentes del complemento
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C3b (CD35) (240) y C3d. Las células dendriticas son 5’-nucleotidasa

positivas.

5.2.1.2. Células linfoides

Las células linfoides de los foliculos primarios y de la zona del
manto tienen nucleos pequefios y redondos con cromatina condensada y
escaso citoplasma. Estas células reaccionan con anticuerpos
monoclonales contra células B (CD20, CD22, CD24). Expresan IgM e IgD
en su superficie (240-244).

La inmunohistologia muestra al foliculo como un area de células B.
En el centro germinal se pueden encontrar diferentes células B: células
centrofoliculares grandes (no hendidas) o centroblastos, células
centrofoliculares grandes y pequefias hendidas, células centrofoliculares
pequeias no hendidas y ocasionalmente células plasmaticas e
inmunoblastos.

Las células centrofoliculares no hendidas reaccionan contra
anticuerpos especificos contra linfocitos B e inmunoglobulinas en su

superficie.

5.2.1.3. Macréfagos

Estos macrofagos son células grandes con abundante citoplasma
conteniendo sustancias fagocitadas. Debido a que su citoplasma es claro
en la mayoria de las tinciones histolégicas, su presencia causa un
moteado blanco en el tejido por lo que se llama patrén en cielo estrellado.

Los macréfagos de esta zona tienen las caracteristicas generales

de los macréfagos/histiocitos: 1-antitripsina, fosfatasa acida y esterasa no

124



Introducciéon

especifica (245) y con reactividad con anticuerpos monoclonales como
CD11by CD35 (241).

5.2.2. Cordones medulares

En los cordones medulares se forman las células plasmaticas,
directamente o por la transformacion de células memorias o
centrofoliculares. Por lo tanto, en esta zona donde se forman la mayoria
de la produccién de anticuerpos. La composicién celular se describe a

continuacion

5.2.2.1. Células linfoides

La mayoria de las células son linfocitos. Algunos son linfocitos T y
presentan poco citoplasma y nucleos irregulares. Estos linfocitos son
necesarios para modular el proceso de formacion de anticuerpos. Hay
otros linfocitos con mayor cantidad de citoplasma que se asemejan a
células plasmaticas y son llamados linfocitos plasmocitoides. Los
inmunoblastos son raros, con un gran y redondo nucleo con un nucleolo
grande central y citoplasma basofilo. Las células plasmaticas se
encuentran en numero variable. Estas presentan la tipica cromatina en
rueda de carro, con abundante citoplasma.

Inmunohistoquimicamente, los cordones medulares son un area de
células B. Sin embargo, hay algunos linfocitos T presentes, la mayoria del
fenotipo  colaboradores/inductores  (246). Células  plasmaticas,
plamablastos, inmunoblastos y linfocitos plasmacitoides muestran

inmunoglobulinas intracitoplasmasticas de varias clases (244).
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5.2.2.2. Macrofagos

Los macrofagos son raros, con un nucleo grande e irregular y
abundante citoplasma. No presentan una actividad tan fagocitadora como
los del centro germinal, probablemente porque su funcion estd mas

dirigida a la presentacion del antigeno que a la fagocitosis.

5.2.2.3. Otros tipos celulares, incluyendo mastocitos

Los mastocitos, dentro del ganglio linfatico, se encuentra en mayor
proporcion en la region medular. Son células de tamafio moderado bien
visualizadas con tinciones como Giemsa o azul de toluidina.

Ocasionalmente se pueden observar granulocitos eosinofilicos o

neutrofilicos.

5.2.3. Paracortex

Es una estructura facilmente reconocible por su localizacion y por
sus elementos estructurales: las vénulas epitelioides y las células
interdigitadas. Aqui se produce la respuesta celular especifica, es decir, la
generacion de linfocitos T inmunocompetentes (247), la formacion de

linfocitos T memoria y la produccién de citocinas.

5.2.3.1. Vénulas epitelioides
Solo se encuentran en el paracortex. Estan formados por células

cuboidales con un nucleo oval con pequefios nucleolos y una cantidad

moderada de citoplasma. Funcionan como puerta de entrada para
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linfocitos desde la sangre periférica al parénquima del nédulo linfatico
(242;248). Por lo tanto, juegan un papel crucial en la recirculacion,
distribucion y almacenaje de los linfocitos en los diferentes 6rganos

linfoides.

5.2.3.2. Células interdigitadas

Las células interdigitadas presentan los antigenos a los linfocitos T
del mismo modo que las células dendriticas lo hacen con las células B
foliculares. Las células interdigitadas son células grandes con abundante
citoplasma claro y con un nucleo grande e irregular con nucleolos
discretos. Probablemente presentan inicialmente los antigenos a las
células linfoides, desarrollando un papel crucial al inicial la respuesta
inmune (249).

Las células interdigitadas pueden ser reconocidas con anticuerpos
S-100 en secciones parafinadas (250), con anticuerpos monoclonales
como HLA-DR y CD24 (240;251) y con anticuerpos especificos contra las

células interdigitadas (252). También presentan una actividad ATPasa.

5.2.3.3. Linfocitos T

La mayoria de las células paracorticales son linfocitos T pequefos.
Tienen un pequefio e irregular nucleo con cromatina oscura condensada y
escaso citoplasma. Ocasionalmente, se observan células inmunoblasticas
ByT.

Inmunohistolégicamente, predominan los linfocitos T con mayoria
de linfocitos T colaboradores/inductores (241;243;244;251). También se
encuentran algunas células B. Casi todas las células T son HLA-DR

negativas.
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5.2.4. Senos linfaticos

Los senos linfaticos son estructuras que llevan la linfa desde los
vasos linfaticos aferentes hasta los eferentes a través del nédulo linfatico.
Los senos subcapsulares estan rodeados parcialmente por endotelio y a
medida que se aproxima al hilio disminuyen las células endoteliales y
aumentan los macrofagos. Estos tienen una importante funcién fagocitica
ya que son las primeras células que se ponen en contacto con los
antigenos, e incluso pueden tener una funcion presentadora del antigeno.

Estos macrofagos son similares a los de otros sitios: una razén
entre el nucleo y el citoplasma baja, nucleo irregular y signos de
fagocitosis. La inmunohistoquimica revela los marcadores histiociticos:

lisozima, as-antitripsina, fosfatasa acida, etc.

5.3. HISTOFISIOLOGIA DE LOS GANGLIOS LINFATICOS

Los ganglios linfaticos, interpuestos en el camino que recorre la
linfa, impiden la entrada en el torrente sanguineo de macromoléculas
potencialmente peligrosas, de material en particulas y de bacterias
transportadas por la linfa, y ejercen una vigilancia inmunolégica sobre sus
determinantes antigénicos. La capacidad de filtraciéon de los ganglios
linfaticos se basa tanto en mecanismos mecanicos como biologicos. La
configuracion laberintica de los senos favorece la detencion de las
particulas suspendidas en la linfa y los macrofagos de las paredes de los
senos las eliminan por fagocitosis. Los ganglios linfaticos, sin embargo,
representan una barrera mucho menos eficiente para las células
transportadas por la linfa e incluso pueden facilitar la diseminacién de

algunos virus. Algunos virus que son capaces de proliferar dentro de las
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células del ganglio linfatico se diseminan rapidamente por el organismo,
transportados probablemente por los linfocitos recirculantes.

La funcion de los ganglios linfaticos en la defensa inmunologica del
cuerpo es una propiedad de las poblaciones linfocitaria y plasmocelular,
con la ayudad de los macréfagos, tanto en la fase preliminar de
reconocimiento antigénico como en la fase terminal de eliminacion de los
antigenos. Para iniciar una respuesta inmune primaria, deben estar
presentes en el ganglio linfatico en reposo linfocitos no comprometidos T
y B, mientras que, para la respuesta secundaria, son necesarias células
memoria. Al reaccionar con los antigenos que provocan una respuesta
humoral, se activan los linfocitos y experimentan la proliferacion y
diferenciacién antigeno-dependientes. Como consecuencia, aparecen
células plasmaticas en el ganglio y se sintetiza anticuerpo que es liberado
a la linfa eferente, junto con células linfoides que propagan la respuesta
por todo el cuerpo. En las respuestas inmunes mediadas por células, la
activacién y diferenciacion de los linfocitos llevan a una desarrollo y
diseminacion sistémica de linfocitos productores de linfocinas y citoliticos.

En los ganglios linfaticos periféricos quiescentes, la linfa aferente
contiene muy pocas células. Entre ellas hay linfocitos, macréfagos vy
granulocitos ocasionales. La linfa eferente contiende 20 a 75 veces mas
células que la linfa aferente y las células son predominantemente
linfocitos pequefios. De estos sélo una pequefia parte se originan por
proliferaciéon de precursores en el ganglio, siendo la inmensa mayoria
procedente de los linfocitos de la sangre. Estos linfocitos pertenecen al
contingente recirculante y entran en el ganglio a través del endotelio
cuboideo de las vénulas poscapilares de la corteza profunda. Los
linfocitos pequenos transportados por la sangre son aceptados
selectivamente por estos vasos, mientras que los granulocitos y los
monocitos son excluidos especificamente. La mayoria de los linfocitos
recirculantes son timo- dependientes y, al entrar en el ganglio, se

localizan en la corteza profunda. Poco mas tarde emigran a la linfa de los
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senos y abandonan el érgano por los vasos linfaticos eferentes. Las
células B recirculan a una velocidad mas lenta que las células T y cruzan
el endotelio de las vénulas poscapilares y se localizan inicialmente en la
corteza profunda. Mas tarde, sin embargo, se aposentan en la corteza
externa y en los cordones medulares. En la corteza externa, toman
residencia en los nodulos primarios y en el casquete linfocitario de los
centros germinales.

El aposentamiento selectivo de los linfocitos timicos y de los del
conducto toracico ha dado origen al concepto de que el parénquima de
los ganglios linfaticos esta constituido por un area timo-dependiente, la
corteza profunda, y un area bursa-dependiente, que incluye los cordones
medulares y la corteza externa con sus centros germinales.

La actividad linfocitopoyética de un ganglio linfatico quiescente
parece ser pequefia. Los uUnicos lugares de proliferacion linfocitaria
mantenida en los ganglios linfaticos son los centros germinales. Las
células plasmaticas localizadas en la médula, son elementos residentes o
terminales, que se originan localmente como consecuencia de una
estimulacion antigénica anterior o se diferencian a partir de precursores
sembrados por todos el cuerpo desde un foco de actividad inmune. Los
macréfagos del ganglio linfatico son probablemente de origen monocitario.
Las células reticulares son una clase heterogénea de células que
incluyen, probablemente, a fibroblastos responsables de la sintesis de las
fibras reticulares, a macréfagos de los tejidos y a células dendriticas. El
término “célula dendritica” abarca una poblacibn heterogénea de
componentes del ganglio linfatico entre las que se cuentan las “células
dendriticas foliculares” de los centros germinales, las células
interdigitadas de la corteza profunda y las células veladas de la linfa
aferente y de los senos linfaticos. Las células dendriticas de los centros
germinales tienen la propiedad de retener por largos periodos de tiempo
los complejos antigeno-anticuerpo entre las fisuras que limitan sus

prolongaciones superficiales. Las células interdigitadas no presentan
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receptores para las moléculas de anticuerpo pero poseen moléculas de

histocompatibilidad (la) en su superficie.

5.3.1. Respuesta inmune humoral

Después del contacto del ganglio con un antigeno que provoca la
produccién de anticuerpos se produce la reaccion primaria que se
caracteriza, durante el primer dia, por un aumento del numero de
granulocitos tanto en el parénquima como en los senos linfaticos.
Aparecen en la corteza profunda células mononucleares basdfilas de
tamafo medio. El antigeno puede demostrarse en vacuolas fagocitarias
de los macrofagos que revisten los senos de la médula, pero también esta
retenido en las fisuras intercelulares de a corteza externa. En los dias
segundo y tercero, desaparecen los granulocitos, mientras proliferan y
crecen en numero las células basoéfilas grandes o células pironindfilas. El
ganglio linfatico se agranda y la corteza profunda parece extenderse,
invadiendo todo el o6rgano. Desaparecen los centros germinales
preexistentes y los cordones medulares se reducen grandemente en
longitud. La poblacion neoformada de células baséfilas parece
comprender a linfoblastos y a formas transicionales entre las lineas
linfocitaria y plasmocitaria.

Mas tarde, se hacen cada vez mas numerosos los elementos
inmaduros de la familia de las células plasmaticas. En ese estadio
sintetizan activamente anticuerpos, que aparecen en la linfa eferente y en
la sangre. Ademas, nidos bien circunscritos de linfocitos pequefios y
grandes aparecen cerca de la superficie del ganglio. Probablemente,
representan las fases de desarrollo inicial de nuevos centros germinales.
Hacia el final de la primera semana después del contacto con el antigeno,
el ganglio linfatico comienza a recuperar su arquitectura normal. Han

aparecido numerosos centros germinales neoformados en la corteza; los
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cordones de la médula, prominentes de nuevo cerca del hilio, contienen
numerosas células plasmaticas maduras e inmaduras.

Durante la segunda semana después del estimulo antigénico,
comienza disminuir el numero de células plasmaticas que quedan casi
exclusivamente confinadas a los cordones medulares. Todavia hay
antigeno en el ganglio, situado en los cuerpos residuales de los
macréfagos medulares y en los espacios intercelulares que quedan entre
las células dendriticas de los centros germinales.

Durante la respuesta secundaria, el ganglio linfatico experimenta
cambios que se parecen a los que siguen a la exposicion primaria del

antigeno, pero se manifiestan mas temprano y son mucho mas intensos.

5.3.2. Respuesta inmune celular

Cuando un ganglio participa en una respuesta inmune celular, sufre
cambios morfologicos que no son llamativamente distintos de los tipicos
de la respuesta humoral. Cuando el antigeno llega al ganglio, este se
agranda y la corteza profunda se hiperplasia. Aparecen en la corteza
profunda linfoblastos de nulcleo palido, nucléolos prominentes vy
abundante citoplasma basofilo (células pironinéfilas grandes). Son células
que se dividen activamente; su niumero en la corteza profunda aumenta
deprisa, alcanzando un maximo hacia el final de la primera semana. Al
comienzo de la segunda semana, el numero de linfoblastos cae
rapidamente y se manifiesta una segunda fase de la respuesta: aparecen
centros germinales neoformados en la corteza externa y se localizan en
los cordones medulares células plasmaticas maduras e inmaduras. Al
mismo tiempo, se detecta anticuerpo circulante en la sangre.

El mecanismo de esta respuesta celular no esta bien comprendido.
Los antigenos pueden alcanzar el ganglio regional a través de la linfa

aferente. Los linfocitos pequefios de la corteza profunda pueden

132



Introducciéon

reaccionar con los antigenos y diferenciarse a linfoblastos proliferantes;
éstos a su vez producen linfocitos de tamafio cada vez mas pequefio, que
emigran del ganglio regional, circulan en la sangre y van a diseminarse

por todo el sistema inmune.

5.4. HISTOLOGIA DEL TEJIDO AMIGDALAR

Nuestro estudio se realizé a partir de la obtencion de tejido linfatico
amigdalar. Las amigdalas son grandes masas de tejido linfatico que se
encuentran en las fosas creadas por los musculos palatogloso vy
palatofaringeo a cada lado de la orofaringe.

La superficie libore de las amigdalas esta cubierta por epitelio
escamoso estratificado que se invagina en la profundidad de la amigdala,
formando criptas ciegas. El epitelio plano estratificado de la superficie
libre se apoya en una delgada capa de tejido conjuntivo. Las criptas llegan
hasta la capsula de tejido conjuntivo y son de forma sencilla o ramificada.

Las criptas estan tapizadas por tejido linfatico que contiene
foliculos linfoides con centros germinales similares a los hallados en los
ganglios linfaticos. Las criptas, con sus vainas linfoides, estan separadas
unas de otras por delgados tabiques de tejido conjuntivo laxo que, desde
la capsula, se extiende por el interior. En este tejido conjuntivo hay
siempre numerosos linfocitos de tamafio diferente, células cebadas vy
células plasmaticas.

Los linfocitos, macréfagos y células plasmaticas pasan hacia la luz
de la cripta a través de estrechos pasos entre las células epiteliales de
revestimiento, presumiblemente en el proceso de contacto antigénico. Los
estudios isotdpicos han demostrado que la sustancia particulada que
entra en las criptas se traslada a los foliculos, proceso que parece incluir
su fagocitosis debido a las células epiteliales del revestimiento de las

criptas.
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La captacion del antigeno se produce de forma similar en las
amigdalas linguales y adenoides, estando esta ultima cubierta de epitelio

de tipo respiratorio en vez de epitelio escamoso estratificado.

5.5. HISTOPATOLOGIA DEL TEJIDO LINFATICO INFECTADO POR
VIH

5.5.1. Cambios en la arquitectura y celularidad del tejido linfatico en

pacientes infectados por VIH-1

Tras la infeccion por VIH-1, se inician importantes cambios en la
arquitectura y la celularidad del tejido linfatico amigdalar y de los ganglios
linfaticos. Estas alteraciones histopatolégicas se correlacionan
perfectamente con el estadio evolutivo de la infeccién, durante el curso
prolongado de la enfermedad. La expansion del tejido linfatico en
pacientes en fases tempranas de la infeccion ocasiona linfadenopatias
generalizadas, hiperplasia del tejido amigdalar y esplenomegalia. Esta
hiperplasia linfoide tiene lugar preferentemente en los centros germinales
de los foliculos linfoides, donde el virus es atrapado. En una fase
posterior, suceden cambios de lisis folicular, seguidos de involucion
folicular y, finalmente, deplecion linfoide (228) lo que comporta una
alteracion importante de la arquitectura del tejido linfatico. El estudio
inmunofenotipico del tejido linfatico revela cambios importantes de las
poblaciones linfoides durante esta progresion. En los pacientes
portadores del VIH existe un descenso de la relacion CD4:CD8, con
aumento de células linfoides T CD8+ citotoxicas. Se observa, ademas,
disminucién de las células CD4, fundamentalmente por un proceso de
apoptosis inducida por el virus, que afecta no solo las células infectadas,

sino también las no infectadas (253;254).
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Los linfocitos circulantes en sangre representan aproximadamente
un 2 % del contenido total de estas células en el organismo. En
condiciones normales existe un transito de células linfoides entre los
diferentes compartimentos del organismo. Este transito esta modulado por
las denominadas moléculas inflamatorias de adhesiéon, que se localizan
en la superficie de los leucocitos, determinando los fendmenos de
adhesion y transmigracion de estas células. A medida que progresa la
infeccion por VIH-1, estas moléculas estan sobreexpresadas en el tejido
linfatico y, de forma paralela, disminuye la proporcién de células linfoides

en sangre periférica (255).

5.5.2. Clasificacion histopatolégica del tejido linfatico en pacientes

infectados por el VIH

Diferentes autores han utilizado distintas clasificaciones en el
estudio anatomopatologico del tejido linfatico basandose en diversos
parametros (por ejemplo cambios morfologicos en la estructura del nédulo
linfatico), y a menudo sin tener en cuenta la relevancia clinica o el valor
pronostico. Posteriormente algunos investigadores relacionaron ciertos
patrones histopatologicos con la ratio CD4/CD8 en sangre periférica y el
estadio de la infeccién por VIH (228;229).

Asi, pacientes en los que se observaban ciertos cambios
histoloégicos en sus nédulos linfaticos, tal como una hiperplasia folicular
florida, presentaban un curso con clinica estable; otros con una histologia
de involucion folicular y deplecion linfocitica, rapidamente desarrollaban
algunas de las enfermedades diagnosticas de SIDA.

Tras ser examinadas de forma secuencial diferentes biopsias de
tejido linfatico de individuos infectados por VIH, se llegé a la conclusion de
que la histologia del noédulo linfatico sufre cambios segun el estadio

clinico de la infeccion por VIH y tiene correlacion con el recuento celular
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de CD4 en sangre periférica, la carga viral en sangre periférica, el
desarrollo de infecciones oportunistas y el pronoéstico de la enfermedad
(228).

Hasta la actualidad se han descrito diferentes clasificaciones
histopatologicas. Inicialmente Biberfield y cols.(256), en 1987,
describieron 3 estadios:

1) Hiperplasia folicular-involucién folicular con fragmentacion

2) Involucién folicular con atrofia

3) Deplecion folicular
Posteriormente, Chadburn y cols. (228), en 1989, describieron 4 estadios:

1) Hiperplasia folicular explosiva

2) Mezcla de hiperplasia folicular -involucion folicular

3) Involucién folicular

4) Deplecion folicular
Actualmente, nosotros empleamos una adaptacion de esta clasificacion
pero dividida en tres estadios:

1) Hiperplasia linfoide folicular

2) Involucion folicular del tejido linfatico

3) Deplecion folicular

5.5.2.1. Estadio I: Hiperplasia folicular

La mayoria de los ganglios linfaticos aparecen moderadamente
agrandados (2-4 cm) sin existir evidencias de necrosis o hemorragias.
Histolégicamente se hallan compuestos de foliculos agrandados
hiperplasicos, en ocasiones con los bordes dentellados (serrados). Los
foliculos pueden fusionarse, apareciendo muy agrandados y dibujando
formas muy diversas, de aqui el término de foliculos geograficos .Estos

foliculos hiperplasicos pueden hallarse tanto en el cértex como en la
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region medular e incluso extenderse fuera de la capsula. Los foliculos
linfoides suelen ocupar mas de 2/3 del area del nédulo.

Los foliculos contienen diversos tipos de células linfoides. Se
evidencian macréfagos y abundantes figuras mitéticas dandole un
aspecto de cielo estrellado. EI manto presenta a menudo alteraciones
focales, atenuacioén o total borramiento, por esto los centros germinales se
hallan pobremente definidos y aparecen fusionados con el area
interfolicular que la rodea. En aproximadamente el 50% de los foliculos se
puede encontrar la llamada lisis folicular, también conocida como
fragmentacion folicular, donde podemos hallar linfocitos de pequefio
tamafio con o sin eritrocitos, debido a la fragmentacion de vasos
sanguineos intrafoliculares. Pueden verse diversos tipos de células
monocitoides alrededor de los vasos trabeculares entre los centros
germinales hiperplasicos. Poseen un nucleo ovalado, anodino. Los
estudios inmunofenotipicos nos muestran que estas células son linfocitos
B policlonales, generalmente asociados con neutrofilos.

Las areas interfoliculares presentan numerosos vasos sanguineos
pequeios, con pequenos linfocitos, inmunoblastos, células plasmaticas,
histiocitos, neutréfilos y en ocasiones eosindfilos.

En resumen, los principales hallazgos que definen este estadio
son: foliculos hiperplasicos agrandados con formas geograficas, zonas del
manto atenuadas y con disrupciones. Células gigantes multinucleadas,
células B monocitoides, y un pequefio nimero de neutrdfilos.

En este estadio incluimos el segundo estadio de Chadburn, que
incluirian aquellos casos transicionales hacia la involucion folicular y en
que, a grandes rasgos, los nodulos linfoides aparecen agrandados,
conteniendo diferentes areas de hiperplasia folicular con grandes centros
germinales irregulares que suponen menos de 2/3 del area del nodulo
linfoide, y areas de involucion folicular con foliculos hialinizados y

pequefios.
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5.5.2.2. Estadio II: Involucién folicular

Al contrario que en la hiperplasia folicular, los centros germinales
de los ganglios linfaticos que presentan involucion folicular se presentan
pequeinos, atrofiados y con hipocelularidad. Se suelen encontrar
hialinizados o epitelizados, con capas de células dendriticas foliculares y
células foliculares del centro germinal. Se observan vasos pequeiios,
hialinizados que penetran en los centros germinales atréficos. Algunos de
estos foliculos tienen un borde de linfocitos de las zonas pequenas del
manto, y otros se presentan “vacios”. Se puede observar material
eosinofilico hialinizado extracelular ocasionalmente asociados con los
foliculos atréficos.

La red de las células dendriticas foliculares se encuentra
desorganizada, siendo estas células las principales constituyentes de los
foliculos.

Las areas interfoliculares se expanden a lo largo de todo el area y
se muestran con bajo nimero de linfocitos. Los linfocitos son pequeiios,
escasos y asociados a histiocitos o células plasmaticas. Existe una
proliferacién vascular con hiperplasia de células endoteliales, que le dan
un aspecto fibroso, grueso a las paredes vasculares.

Se hallan presentes histiocitos, neutrofilos, un nimero importante
de material eosinéfilo, el cual representa restos necroéticos. Puede

observarse fibrosis de la region medular y capsular.

5.5.2.3. Estadio lll: Deplecion linfoide

A grandes rasgos, los ganglios linfaticos son pequefios, no

excediendo 1 cm de diametro.
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Histolbgicamente los ganglios linfaticos estan caracterizados por
una deplecion de linfocitos severa y una ausencia total de centros
germinales. Existe fibrosis subcapsular y sinusoidal con depdsitos hialinos
en lugar de los foliculos degenerados.

La celularidad se basa principalmente en la existencia de
histiocitos, células plasmaticas (agrandadas y atipicas) e inmunoblastos
dispersos. En un 90% se observa fagocitosis de células sanguineas
incluyendo eritrocitos, neutréfilos y linfocitos. Los vasos sanguineos son

pequeios, estrechos. Los linfocitos son pequefios y poco abundantes.
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6. DINAMICA Y DISTRIBUCION VIRICA Y LINFOCITARIA EN LOS
TEJIDOS LINFATICOS

El VIH-1 entra habitualmente en el huésped humano a través de
las superficies mucosas y, consecuentemente, se disemina a través de
los tejidos linfaticos. Estos se convierten en los reservorios donde el virus
se replica y almacena a lo largo de la infeccion (21;121;193;194;221). En
las primeras semanas de la infeccidn, el virus y los antigenos virales a
menudo llegan a niveles altos en la corriente sanguinea
(174;175;257;258). El primer estadio de la infeccion del VIH-1
generalmente se resuelve, el virus y los antigenos virales caen a niveles
bajos coincidiendo con la respuesta inmune celular (259).

Durante el curso de la infeccion, los niveles de linfocitos CD4+ en
sangre van disminuyendo lentamente, y se define como SIDA cuando
llega a 200 células/mm?® (213). Las tasas de progresion a SIDA y a la
muerte del paciente se correlacionan con los niveles de ARN viral en la
sangre periférica (7), los cuales reflejan, en parte, la producciéon viral en
los tejidos linfaticos (21) mediante el mecanismo de replicacion viral,
diseminacion e infeccién de nuevas células (83;118).

La historia natural de la infeccién y su sombria evolucion ha sido
drasticamente alterada recientemente por el tratamiento mediante
combinaciones de medicamentos antirretrovirales que han roto la cadena
de nuevas infecciones requeridas para mantener la produccion viral. Bajo
circunstancias Optimas en pacientes sin tratamiento previo, el TARGA
puede suprimir la replicacion del VIH-1 a niveles indetectables en la
sangre periférica y los reservorios de tejido linfatico (220). A pesar de que
el TARGA no elimina la infeccion latente en algunas células
(196;211;260), el control de la infeccion activa del VIH-1 se traduce en un

aumento de linfocitos CD4+ en sangre y tejido linfatico (95;255), una
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restauracion parcial de la funcién inmune (95;99;196;261) y una
disminucion de las infecciones oportunistas y de las muertes debidas a
SIDA (129).

Este capitulo resume la mayoria de los conocimientos que tenemos
sobre la historia natural de la infeccion y de los resultados con el TARGA.
Tendremos una especial atencion sobre el tejido linfatico y los linfocitos T
CD4+ porque estas células desempefian un papel primordial en el sistema
inmune y porque el tejido linfatico es el principal lugar donde se replica y
persiste el VIH-1. Este capitulo aclarara, desde una perspectiva
demografica, el tamafio, crecimiento, distribucidbn y migracion de las

poblaciones linfocitarias y las tasas de replicacién y muerte viral.

6.1. LOS TEJIDOS LINFATICOS EN LAS FASES INICIALES DE LA
INFECCION

Los cambios histopatolégicos que sufren los tejidos linfaticos tras la
infeccion por VIH-1 y que hemos descrito parcialmente en el apartado 5.7
se deben principalmente a la proliferacion linfocitaria y a la hiperplasia
folicular, aunque no se descarta que también influya el reclutamiento de
células inflamatorias desde la circulacion (262). El VIH-1 llega a los tejidos
linfaticos regionales en so6lo unas horas después de la infeccion. En
estudios experimentales en simios se ha observado replicacién viral en
pocos dias (263) y presencia de numerosas células infectadas en menos
de 2 semanas (264). La viremia es detectable en humanos entre la
primera y segunda semana de la infeccion Unica por via genital (174;175).

El principal receptor del VIH-1 en las células humanas es la
molécula CD4, que es expresada principalmente por los linfocitos T
colaboradores. Ademas de esta molécula, el VIH necesita un co-receptor,
de dos posibles, para introducirse en el interior de las células CD4+: las

moléculas CCR5 o CXCR4, que son receptores de las quimiocinas, unas
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citocinas especializadas en dirigir la activacion y migracién leucocitaria
(265;266). El co-receptor utilizado por el VIH-1 difiere segun la cepa del
virus: las cepas del virus no inductoras de sincitios o R5 utilizan la
molécula CCR-5; las cepas inductoras de sincitios o X4, la molécula
CXCR4 (106).

Después de la exposicion mucosa, el VIH contacta primero con la
célula de estirpe monocitaria (263). Tiene un papel particular la célula de
Langerhans, célula dendritica interdigitante con potente capacidad de
activacion de linfocitos T (221). Las amigdalas y el tejido adenoide
contienen células dendriticas que son capaces de transferir la infeccion de
VIH a las células CD4+, en el tejido linfatico (267) lo que explica la
transmisién después de un contacto sexual via oral mediante un
mecanismo analogo a la via genital (262). Estas células de Langerhans
portadoras de particulas de VIH pueden ser transportadas a los tejidos
linfaticos via los vasos linfaticos aferentes. Alli se convierten en potentes
células presentadoras de antigeno (268;269). Los linfocitos T
colaboradores pueden entonces facilitar la respuesta inmune humoral y
celular contra el patdégeno invasor. Sin embargo, una vez activados los
linfocitos T son mas susceptibles a la infeccién por el VIH (213).

Aparte de esta via, también se ha descrito la infeccidon directa de
linfocitos T colaboradores debido a que en las superficies mucosas con
patologia inflamatoria, €j. con Ulceras, también se identifican linfocitos
CCR5+ (269). Una vez infectados los linfocitos T directamente pueden
pasar al torrente sanguineo. En las primeras fases de la infeccion, la
mayoria de las células infectadas en los tejidos linfaticos son linfocitos
(75;264), pero los monocitos/macréfagos en estos tejidos pueden abrigar
el virus cuando la viremia plasmatica es relativamente baja (194), y
entonces ser los responsables del aumento de la produccién viral durante
las infecciones oportunistas (270).

Aunque muchos de los estudios se centren en la sangre y en los

ganglios linfaticos, la mayoria de los linfocitos T se encuentran en los
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tejidos linfaticos asociados a la mucosa intestinal y por tanto puede ser la
mayor diana durante la infeccidbn aguda (262). En estos tejidos se ha
observado la disminucién de la razén de los linfocitos T CD4+/linfocitos T
totales antes que en los ganglios linfaticos y periféricos y el bazo en
simios (271) y se supone que ocurre lo mismo en humanos (272). Una
hipotesis reciente presentada por Brenchley y cols. (273) defiende que la
infeccién destruye rapidamente la mayoria de los linfocitos T CD4+ en las
superficies mucosas y genera una gran inmunodeficiencia después de la
fase aguda, en particular la capacidad para controlar los patégenos
potenciales en la superficie de las mucosas y provoca una gran entrada
de bacterias desde el lumen intestinal. Las bacterias y sus componentes
estimulan el sistema inmune de forma continuada. La persistente
activacion y muerte fisiologica drenaria lentamente los pools de linfocitos

T memoria y virgenes (274).

6.2. DETERMINANTES INICIALES DE LA PERSISTENCIA VIRAL Y LA
CARGA VIRAL PERMANENTE

Las biopsias de tejidos linfaticos obtenidas de modelos animales y
de humanos con infeccion aguda revelan linfocitos T CD4+ infectados
activados y otros en estado de reposo (264). Estos ultimos podrian
haberse infectado cuando estaban activados y después volver al estado
de reposo. Los linfocitos T CD4+ en reposo son un reto para conseguir
una terapia curativa debido a que los inhibidores de las enzimas virales,
tanto de la proteasa como de la transcriptasa inversa, no tienen efecto
sobre las células con el material genético viral quiescente. Esta descrito el
establecimiento de un pool de linfocitos T latentes que persiste largo
tiempo después del inicio de terapia antirretroviral (67;196;211).

Se estima que los linfocitos T en la circulacion sanguinea

representa solo del 1 al 2% del pool total del cuerpo, mientras que la gran
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mayoria de las células diana potenciales del VIH se localizan en los
tejidos linfaticos y por tanto, aparentemente, la replicacion alli es la

contribuyente predominante a la carga viral total del cuerpo (75;275).

6.3. PRODUCCION VIRAL Y ALMACENAJE EN EL TEJIDO LINFATICO

6.3.1. Dinamica y distribucién del VIH-1 en el tejido linfatico

Como ya hemos comentado, en pacientes infectados por el VIH-1,
la mayoria de la replicacion y el reservorio viral se produce en el tejido
linfatico (262). La dinamica y distribucion del VIH-1 en el tejido linfatico
han sido estudiadas mediante técnicas de hibridacién “in situ” y el analisis
de imagen computerizado (21). Los resultados de los mismos han
demostrado que en las primeras fases de la infeccién el virus se localiza
preferentemente en el espacio extracelular y en la superficie de las
células dendriticas foliculares (CDF) del centro germinal (21;276), en
comparacion con un relativo niumero pequeno de células con sefal del
virus en su interior. También se puede demostrar la presencia virica en el
tejido linfatico realizamos técnicas de PCR e inmunohistoquimica usando
un anticuerpo monoclonal que reconoce el antigeno p24 del core del VIH
(277). Algunos trabajos han concluido que las determinaciones del ARN
viral mediante hibridacién in situ dan resultados paralelos a la localizacién
del antigeno viral p24 mediante la reaccién inmunohistoquimica (278).
Mediante esta ultima técnica se puede demostrar que en los casos con
estructuras foliculares, es decir, aquellos pacientes que tienen estadios | o
II, el antigeno p24 del VIH sigue principalmente la distribucién de las
células dendriticas foliculares, superponiéndose su inmunoexpresion a la
de CD21 (un marcador de las células dendriticas foliculares) (104).

La técnica de inmunohistoquimica presenta algunas ventajas y

desventajas con respecto a la medicion de la carga viral. La CV informa
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de forma cuantitativa del virus que se encuentra en todo el tejido linfatico,
mientras que el estudio inmunohistoquimico es de caracter cualitativo
pero permite mostrarnos la relacién del virus con la estructura del tejido
linfatico.

En fases mas avanzadas, la presencia viral se localiza
predominantemente en células linfaticas de las areas interfoliculares del
tejido linfatico. El aumento de la replicacion viral en los tejidos linfaticos de
pacientes no tratados se refleja en plasma como un aumento de la
deteccion viral.

En lineas generales, la mayoria de los autores defienden que
existe una correlacion positiva entre los niveles de carga viral en tejido
linfatico y sangre periférica en pacientes sin tratamiento previo
(80;279;280). Sin embargo, se ha demostrado que después de TARGA
existen discrepancias persistiendo en muchos casos CVTL detectables a
pesar de no poder detectarse CVP (11;14;16;281).

La viremia basal se ha demostrado como el mejor predictor de la
progresion de la enfermedad (5;7)_y, como demostréo Rizzardi y cols.
(282), también como un buen predictor del tiempo de respuesta al
tratamiento antirretroviral. Ademas, en el mismo estudio encontraron que
la CVTL y la CVP iniciales tenian una capacidad predictora del tiempo
para conseguir que la viremia bajase a niveles indetectables con TARGA
similares.

Sin embargo, todavia quedan muchas dudas sobre qué ocurre en
el tejido linfatico, en especial sobre la respuesta del tejido linfatico
después del TARGA y sobre todo si puede explicar las diferentes

respuestas que se observan en sangre periférica.
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6.3.2. El pool en las células dendriticas

La medicion del pool viral en las células dendriticas foliculares en el
tejido linfatico en los estadios presintomaticos de la infeccion revelan su
extraordinario tamafio con alrededor de 10" copias de ARN viral (21),
correspondiente a 5 x 10" viriones y 5 x 10"* copias de p24, la principal
proteina de la capside viral de los viriones, sin contar el antigeno viral libre
unido a las células dendriticas. Por lo tanto, la cantidad de VIH-1 en las
células dendriticas foliculares es el antigeno dominante en el sistema
inmune. Tanto el ARN aislado como en viriones asociado a las células
dendriticas es mayor que los niveles plasmaticos, lo que confirma la
conclusion de que los niveles plasmaticos infraestiman la carga viral y que
el tejido linfatico es un reservorio principal donde el VIH-1 se almacena.
Ademas, el rapido establecimiento de este pool viral en el tejido linfatico
durante la infecciéon aguda (276) y su rapido descenso con la terapia (220)
sugiere que estas particulas virales se encuentran en un alto flujo de
equilibrio, similar al de la carga viral plasmatica, mas que ser un reservorio
relativamente estatico como habian defendido algunos autores (75).

Este gran pool de CDF asociadas al virus parece que se establece
extremadamente temprano, dentro de las primeras semanas de la
infeccién, y no como resultado de un desarrollo gradual (283). La rapidez
con que se establece el pool de las células dendriticas foliculares y el de
las células latentes infectadas en los estadios iniciales de la infeccion por
VIH-1 (284) indican la dificultad en eliminar el VIH-1 incluso si el TARGA
se inicia en el estadio mas inicial de la infeccion. Estas afirmaciones
fueron demostradas por el grupo de Paul Racz en varios estudios
experimentales en modelo animal (264;285). En el primero se aplico el
Virus de Inmunodeficiencia Simica (VIS) en las amigdalas de macacos y
se comprobd que primariamente se afectaban los linfocitos T CD4+ y que
en pocos dias se expandia por diversos o6rganos (285). El segundo

estudio demostré que la infeccion era principalmente en los linfocitos T
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CD4+ ya en el portal de entrada pero que no solo lo hacia en los linfocitos
activados y proliferantes sino que también se infectaban,
sorprendentemente, los linfocitos T en reposo. La mayoria de estas
células en reposo persistian con la infeccion después del tratamiento
antirretroviral (264).

Tenner-Racz y cols. (104), en un estudio sobre pacientes con una
sustancial historia de infeccion (de 1 a 6 afos), encontraron una ausencia
de pérdida de células dendriticas foliculares a pesar de la presencia de
ARN de VIH-1 y proteina p24 por lo que sugirieron que la infeccion por
VIH-1 per se no dafa las células dendriticas foliculares. Ellos propusieron
que posiblemente la pérdida de linfocitos T CD4+ era la responsable de la

alteracion funcional de las células dendriticas foliculares.

6.3.3. Produccion de células infectadas

La frecuencia de produccién de células infectadas varia entre 10’ y
10® células con una media de acerca 50-100 copias de ARN viral por

célula.
6.3.4. Produccion total de virus en el tejido linfatico

A pesar de los niveles bajos de ARN viral en las células infectadas
in vivo, el virus que producen estas células en el tejido linfatico es
suficiente para explicar la produccién del total del virus en el cuerpo. La
produccion total del cuerpo se estimo primero entre 10° y 10" viriones a
partir del clearance diario del virus en la sangre periférica, y extrapolarse
al total de fluidos extracelulares (83;286). Una estimacion similar de la
produccién total diaria de virus se obtuvo de la medicion directa de la

poblacion de células infectadas en el tejido linfatico y la estimacién de
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virus por célula (21;220), apoyando la conclusién que el tejido linfatico es

el principal lugar de produccion de virus.

6.3.5. El tejido linfatico como reservorio y la infeccién productiva de

las células huésped

Durante el curso de la infeccién, desde el estado latente hasta el
SIDA, el tejido linfatico es un reservorio importante del virus y de las
células infectadas por el VIH-1. Tras la inoculacion, el virus se disemina
rapidamente por el tejido linfatico (271;275). Durante la primera y segunda
semana de la infeccién existe una aumento explosivo de linfocitos T CD4+
en el bazo y los nodulos linfaticos. En las teorias mas recientes, los
adultos infectados con VIH-1 perderian la mayoria de los linfocitos T
CD4+ alrededor de tercera semana de la infeccién y ocurriria en s6lo unos
pocos dias. La accion directa del virus sobre los linfocitos T CD4+, la
apoptosis inducida por el mismo (287) y la muerte celular de los linfocitos
activados en los primeros dias de la infeccion provocan una deplecion
importante en las mucosas como lo han demostrado estudios recientes en
animales (288;289). La persona infectada se encuentra profundamente
linfopénica pero selectivamente; el grupo que mas se afecta es el de los
linfocitos T CD4+ memoria (271;287-290). Este hecho no se refleja en los
recuentos de linfocitos T CD4+ en sangre periférica.

En los estadios tardios, el tejido linfatico es todavia un reservorio
principal, con una correlacion entre el tamafio de la poblacién de células
infectadas y el SIDA (275). En los periodos preterminales de la infeccién
en los que los linfocitos T CD4+ han sido gravemente deplecionados, los
macréfagos pueden convertirse en una importante fuente de VIH-1 (270),
y también puede replicarse en los sincitios de células dendriticas e incluso
en las células linfoepiteliales de amigdalas y adenoides (267;291). No

obstante, la frecuencia de células dendriticas infectadas en bazo (292) y
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otros tejidos linfaticos es de 10 a 100 veces menos que la infeccion de
linfocitos T CD4+.

El ADN del VIH-1 también se ha detectado en los linfocitos T CD8+
en la circulacién en los ultimos estadios de la infeccion. Los linfocitos T
CD8+ pueden ser los progenitores de los linfocitos T CD4+/CD8+
infectados en el timo (293), o linfocitos T CD8+ activados que son
infectados cuando regulan la expresién de CD4+ (294;295). No se conoce
totalmente la contribucién de estas otras células huésped a la produccion
de virus. Lo que si conocemos es que la infeccion de linfocitos T CD4+
predomina sobre la mayor parte de la infeccion y que el reservorio en los
tejidos linfaticos se desarrolla rapidamente y permanece el lugar principal

donde el virus se replica y almacena (75).

6.3.6. Relacion entre las células y el virus en los tejidos linfaticos

La produccion de virus puede atribuirse, en su mayor parte, por la
infeccidbn de una pequefia poblaciéon de linfocitos T CD4+ con menores
contribuciones por parte de macréfagos infectados. Estas poblaciones se
encuentran en la regién paracortical, pero células infectadas también se
encuentran frecuentemente en los centros germinales (21).

Las células dendriticas foliculares actian como almacén para el
VIH-1. En ellas el antigeno puede almacenarse y procesarse para inducir
y mantener la memoria inmunoldgica y la produccion de anticuerpos
especificos (296;297). El virus con complemento o inmunocomplejos con
anticuerpo y complemento se unen a la membrana de las células
dendriticas foliculares al interaccionar con el receptor para la fraccion C3
del complemento (298;299). Estudios recientes apoyan que el VIH-1 no se
replica en estas células (194;300) pero, sin embargo, tienen la remarcable
habilidad de restaurar la infectividad al VIH unido a anticuerpo

neutralizante (301). Por lo tanto, el pool de virus almacenados en las
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células dendriticas foliculares son otra via por la que el virus puede evitar
las defensas inmunes y suponen otro obstaculo para su erradicacion
porque el TARGA no afecta a los virus producidos antes de que se inicie

el tratamiento (75).

6.4. DEMOGRAFIA Y DINAMICA DE LAS CELULAS INFECTADAS Y
SUS INTERACCIONES CON LOS VIRUS EN EL TEJIDO LINFATICO

A pesar de que los valores en sangre periférica son un reflejo de lo
sucedido en el tejido linfatico, puede haber discrepancias entre ambos
compartimentos debido a que las células T en la circulacién sanguinea
solo representan el 1-2% de la cantidad total del cuerpo.

Las poblacion de células con mayor interés para estudiar en la
infeccion por el VIH-1, tanto en tejido linfatico como en sangre periférica,
son los linfocitos CD4+, pero tambien es importante el conocimiento de la
dinamica de otras subpoblaciones como son los linfocitos CD8+, linfocitos
memoria (CD45RO+), virgenes (CD45RA+), virgenes proliferantes
(CD45RA+ Ki67+), linfocitos B (CD20+) y los citotéxicos (CD8+ granzima
B+).

6.4.1. Linfocitos CD4+ y CD8+ y su relacion con la carga viral

En las fases iniciales de la infeccién se evidencian unos niveles
bajos de linfocitos T CD4+ y altos de CD8+, y consecuentemente una
disminucién de la razon entre CD4+ y CD8+ tanto en sangre como en las
areas interfoliculares del tejido linfatico. Esto refleja la gran reducciéon de
los linfocitos T en tejido linfaticos debido a la destruccién inducida por el
virus 0 a una maduracién alterada de linfocitos T CD4+ por el timo
(302;303).
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Algunos autores han correlacionado de forma negativa la CVP con
los linfocitos T CD4+ y de forma positiva con los linfocitos T CD8+ en
sangre (80;279;280). Los pacientes que tienen niveles indetectables de
CVP versus aquellos con CVP detectable después del tratamiento
presentan un patrén de recuperacion del sistema inmune en sangre
periférica diferente (11;78). Queda pendiente de estudiar si ocurre lo
mismo entre los pacientes con niveles indetectables de CVTL frente a los
pacientes con niveles detectables de CVTL, aunque algunos autores han
defendido que existe una dinamica y redistribucion de las subpoblaciones
de linfocitos diferente entre la sangre periférica y el tejido linfatico (18).

Nokta y cols. (19) encontraron en un estudio comparativo entre
sangre y ganglios linfaticos que la carga viral celular fue mayor en los
tejidos linfaticos que en sangre periférica, o que coincide con otros
estudios previos (18;121;213). También observaron que el porcentaje de
linfocitos T CD4+ era mayor en tejido linfatico que en sangre periférica.
Esto podria explicar la mayor carga viral observada en los ganglios
linfaticos versus en sangre periférica (18;121;213).

En lineas generales, la supresion de la replicacion del VIH-1
después de un afo de TARGA en las fases iniciales de la infeccion
crénica por el VIH-1 resulta en un sustancial aumento en el nimero de
linfocitos T CD4+ y una disminucién del numero de linfocitos T CD8+ tanto
en tejido linfatico como en sangre periférica (78).

Los cambios que se producen con TARGA provocan un aumento
significativo de la razén CD4+/CD8+. Esta ratio CD4+/CD8+ resulta mayor
en tejido linfatico que en sangre periférica, como ya se habia descrito
mediante citometria de flujo en ganglios linfoides (19;304) y en tejido
amigdalar (19). Nokta y cols. (19) demostraron que existe una correlacion
positiva entre la ratio CD4+/CD8+ entre la sangre y el tejido linfatico.
Estos resultados sugieren que la distribucion de linfocitos T CD4+ y CD8+
en tejido linfatico y sangre periférica esta en un equilibrio constante. Esto

implica que las alteraciones en la composiciéon de las subpoblaciones de
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linfocitos T, debidas a apoptosis o regeneracion, probablemente afecta la
homeostasis de las otras subpoblaciones sistematicamente. Sin embargo,
son necesarios nuevos estudios que profundicen sobre esta relacion,
tanto antes como después del tratamiento, para comprobar si dicha
relacion indica que los perfiles de linfocitos T y sus subpoblaciones en
tejido linfatico pueden ser deducidas a partir de las distribuciones en

sangre periférica como defienden Nokta y cols. (19).

6.4.2. Demografia de los linfocitos T CD4+ en la infeccion por el VIH-1

Como ya hemos comentado en el punto anterior, el estudio de la
dinamica de los linfocitos T CD4+ es uno de los puntos mas importante
para conocer la inmunopatogenésis de la infeccién por el VIH-1.

La dinamica celular asociada al VIH-1 se puede estudiar evaluando
los diferentes efectos conocidos del virus sobre los linfocitos T CD4+ y
cuantificar la contribucion real de cada mecanismo en Ila
inmunopatogénesis en diferentes estadios clinicos o intentar estudiarla
mediante métodos reproducibles que estimen las tasas de recambio
linfocitario en pacientes infectados por el VIH-1 y compararlas con las
tasas en pacientes controles no infectados.

Es dificil conocer si el descenso gradual de linfocitos T CD4+
observado en estos pacientes esta relacionado con el aumento de la
destruccion (ej. por citopatocidad directa o apoptosis espontanea) o por el
descenso de la produccién de los linfocitos (262). El establecimiento del
pool de linfocitos T se inicia con la migracibn de los precursores
linfocitarios pluripontenciales desde la médula ésea fetal hasta el timo
para su maduracion y la adquisicion de la habilidad para reconocer
antigenos especificos antes de migrar a los oérganos linfaticos
secundarios. Las noxas que sufre el timo podrian influir en la formacién de

los linfocitos. El bazo también tiene un papel en la inmunopatogénesis del
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VIH aunque no esta totalmente aclarado. Después de una esplenectomia
se ha observado un aumento brusco del numero de linfocitos T CD4+
circulantes que se encontraban secuestrados en el bazo (305) e incluso
se habia especulado con que podria mejorar el curso de la enfermedad
por VIH (306).

Una hipoétesis de la patogénesis del VIH deriva de la suposicidén
que las pérdidas de linfocitos T CD4+ en el prolongado curso de la
infeccién se equilibra casi con la produccion diaria de nuevos linfocitos T
CD4+ no infectados (83). El efecto citopatico se concentra en los linfocitos
T CD4+ maduros activados por lo que adquiere mayor importancia
conocer como se mantiene un numero de linfocitos T CD4+ en la
circulacion en un ambiente de continuo recambio (262). Si la fuente de
aportacion fuese solo la proliferacion desde los pools de linfocitos T
periféricos no seria capaz de desarrollar respuestas inmunes eficientes a
nuevos patégenos ni de reemplazar los linfocitos especificos del VIH que
aparentemente se pierden durante la infeccion inicial (262).

Los linfocitos T son células de vida media larga que no son
constantemente recambiadas como otras células sanguineas (307-310).
Con la edad el timo y su capacidad para la proliferacion de linfocitos T
virgenes disminuyen, lo que apoya la hipétesis de que la mayoria de los
linfocitos T en el adulto representan células originales del timo fetal o
células derivadas de ellas (262). Aunque en algunos pacientes se observa
una hipertrofia del timo en el curso de la infeccién (311), en las autopsias
de pacientes adultos con SIDA no se ha demostrado una timopoyesis
significativa (312).

En cuanto a la activacion y proliferacion de los linfocitos T CD4+
hay datos contradictorios. La mayoria del aumento de los pools de los
linfocitos T es en las poblaciones de CD4+ y, especialmente CD8+ (313).
Este recambio puede reflejar la proliferacion clonal de linfocitos T
preexistentes mas que la produccion de nuevos linfocitos como respuesta

homeostatica a la deplecion (262).
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6.4.2.1. Infeccioén de las células CD4+ en los estadios iniciales

Hay multiples factores que actuan conjuntamente para contribuir a
la patogénesis de la infeccion por el VIH-1 y que provoca un profundo
inmunocompromiso. La creencia actual es que el VIH-1 atraviesa la
barrera mucosa gracias a la infeccion de las células dendriticas o los
macrofagos (263). Estas células transmiten la infeccion al tejido linfatico
donde se infectan los linfocitos T CD4+. Al principio parecia simple
explicar como el VIH-1 producia la enfermedad al encontrarse
concentraciones altas del virus en plasma y en linfocitos T CD4+ de los
ganglios linfaticos y encontrar ademas que el numero de linfocitos T CD4+
descendia. En la fase aguda de la infeccion ocurre un pequefio descenso
de los linfocitos T CD4+, mientras que la gran disminucién ocurre en la
fase crénica de la infeccion. Por lo tanto, pareceria sensato atribuir gran
parte de la inmunosupresion a la infeccion directa y posterior muerte de
estas células. Pero, en la realidad, existe controversia sobre los tipos de
células en las que el virus se replica inicialmente y en el tiempo de la
infeccion de los linfocitos CD4+. Algunos estudios recientes creen que la
infeccion productiva de los linfocitos T CD4+ desde muy al principio juega
un papel primordial en favorecer la infeccién y dirige el proceso patolégico
que resulta en la deplecion inmune (75;273). Una hipotesis reciente
presentada por Brenchley y cols. (273) defiende que la infeccion destruye
rapidamente la mayoria de los linfocitos T CD4+ en las superficies
mucosas y genera una gran inmunodeficiencia después de la fase aguda,
en particular la capacidad para controlar los patégenos potenciales en la
superficie de las mucosas y provoca una gran entrada de bacterias desde
el lumen intestinal. Las bacterias y sus componentes estimulan el sistema
inmune de forma continuada. La persistente activacion y muerte
fisiolébgica drenaria lentamente los pools de linfocitos T memoria y

virgenes (274). Irbnicamente, la misma activacién inmune es la que
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mantiene la competencia inmune proporcionando nuevos linfocitos al
disminuido pool de linfocitos T CD4+ memoria, es decir la destruccion
inicial de linfocitos T CD4+ en las mucosas no se refleja en sangre
periférica.

Por otra parte, la activacién inmune provoca la estimulacién y la
expansion de los linfocitos T CD4+ y CD8+, lo que crea mas dianas para
la infeccion directa de los linfocitos T CD4+ y provocando mayor fibrosis
en los ganglios. El proceso fibrético lleva a un dafio arquitectural que
limita la capacidad de los ganglios linfaticos para contribuir en la
homeostasis normal de los linfocitos. Este fendmeno, junto con la
retencion de los linfocitos T en los ganglios linfaticos, limita la capacidad
regenerativa y la liberacion de los linfocitos T CD4+ hacia las superficies
mucosas. Los linfocitos T CD4+ que migran a la mucosas o proliferan alli
se convierten en dianas para la infeccion directa en cualquiera de los
estadios de la enfermedad e iniciando el ciclo de nuevo. Esta teoria ha
sido comprobada en estudios con infeccion aguda por VIS en macacos
rhesus en los que se observd que la estimulacion crénica puede provocar
una inmunodeficiencia (271).

Esta teoria que resalta la importancia de la rapida deplecion de
linfocitos T CD4+ especialmente en las mucosas permitiria explicar
porque es tan dificil identificar correlaciones inmunes coherentes de la
progresion de la enfermedad en estudios que examinan los linfocitos en
sangre periférica y por tanto incrementa la importancia del estudio en
profundidad del tejido linfatico desde las primeras fases de la

infeccion.(314).
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6.4.2.2. Redistribucion de los linfocitos T CD4+ en la infeccion

cronica por VIH-1

El estado cronico de activaciéon inmune durante la infeccién por el
VIH-1 se acompafia de un aumento en las tasas de proliferacion (315) y
apoptosis de los linfocitos T CD4+ en sangre (316-319) y tejidos linfaticos
(320). Como ya hemos comentado estos procesos colaboran en la caida
de los niveles de linfocitos T CD4+ a lo largo de la infeccién. En los
ultimos estadios de la infeccion por el VIH-1 (niveles < 200 linfocitos T
CD4+/mm3) hay pocos linfocitos T CD4+ en sangre versus el tejido
linfatico (1%/99%) a diferencia con los controles seronegativos (2%/98%);
y el numero total de linfocitos T CD4+ en tejido linfatico es relativamente
mayor de lo que deberia ser por la gran reduccion proporcional que hay
en sangre en la infeccion por el VIH-1 (255). Esto sugiere un trafico
alterado de linfocitos T CD4+ en los estados cronicamente asociados a la
infeccion que explicaria los bajos niveles en sangre, ademas de explicar
los efectos inmediatos del tratamiento en los niveles de linfocitos T CD4+
en sangre (100). Después del TARGA, los niveles de linfocitos T CD4+
aumentan a una tasa alrededor de 10° células/dia tanto en sangre como
tejido linfatico (100;255) comparable con la estimacién del recambio de
los linfocitos T CD4+ en sangre periférica (83;118). La mayoria son del
subgrupo memoria RO+ (95;100;255) aunque pronto llegan a un limite y
entonces se incrementa significativamente el subgrupo virgen RA+ en
sangre (100;321) y tejido linfatico (255). En tejido linfatico, alrededor del
70% del aumento total de linfocitos T CD4+ desde 10" a 1,2 x 10"
después de 6 meses de tratamiento se debe al aumento de subgrupo de
CD4+RA+ (255). Estos hallazgos apoyan un modelo de repoblacién en el
que los que los linfocitos T CD4+ maduros en los estadios iniciales
después del tratamiento se redistribuyen rapidamente, puede que desde

el intestino, pulmén u otros compartimentos tisulares, y serian la causa

156



Introducciéon

del aumento de los niveles de linfocitos T CD4+ en sangre y tejido linfatico
(75;100).

Los aumentos de la subpoblacién de CD45RA+ de los linfocitos T
CD4+ después de 6 meses de tratamiento es similar a la que tienen
adultos jévenes después de quimioterapia intensiva por cancer (322) y
ello es consistente con la conclusibn que, incluso en estadios
relativamente tardios de la infeccion, el sistema inmune mantiene la
capacidad de renovar esta subpoblacion. Estos mecanismos de
renovacion de esta subpoblacion son, en su mayoria, especulativos por
ahora debido a que estos estudios tienen la limitacion de que son sélo

posibles en pequefias muestras de tejidos (255).

6.4.2.3. Proliferacion, apoptosis e infeccion activa

Proliferacion. El aumento inicial de linfocitos T CD4+ en tejido
linfatico o sangre no se debe a un cambio en el balance entre la division
celular y la muerte de las células ya que las células proliferantes
disminuyen. Mediciones recientes de los linfocitos T CD4+ proliferantes en
el tejido linfatico (255) estiman que en un adulto normal del 0,4% al 0,5%
de los linfocitos T CD4+ son Ki67+ (marcador de proliferacion). En los
estadios iniciales de la infeccion por VIH-1, la poblaciéon de linfocitos T
CD4+ Kie7+ antes del tratamiento es equivalente a la de los controles
seronegativos pero aumenta después de seis meses de tratamiento. En
los estadios finales de la infeccién, encontramos un incremento de tres
veces los valores de linfocitos T CD4+ Ki67+ antes del tratamiento, y
estos niveles disminuyen hasta la normalidad después de 6 meses de
TARGA (255;255). Es muy dificil predecir la proporcion real de linfocitos T
CD4+ proliferantes en los tejidos linfaticos a partir de la proporcion en
sangre debido a la alteracién de la migracién de linfocitos en el estado de

activacion croénica inducida por la infeccion, aunque algunos estudios
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(255) han demostrado que existe un aumento de linfocitos T CD4+
proliferantes tres veces mayor en amigdalas y en ganglios linfaticos en
pacientes con infeccion por el VIH-1 en comparacién con individuos
controles no infectados y que estan de acuerdo con determinaciones

previas en sangre de aumentos de la proliferacion de tres veces (315).

Apoptosis. La apoptosis también aumenta como han demostrado
tanto nuestro grupo (16) como otros autores (255). Segun Zhang y cols.
(255) existe un goteo lento debido a pequefias diferencias crénicas entre
la proliferacion y la apoptosis, mas que una deplecidbn inmune por
agotamiento de la capacidad proliferativa como defienden otros autores
(83). Ademas la proporcién de linfocitos T CD4+ en los estadios tardios de
la apoptosis (TUNEL+) en tejido linfatico es dos veces mayor en
individuos infectados por el VIH-1 que en controles normales (255). El
aumento de la apoptosis en los pools de linfocitos T CD4+, CD8+ y
linfocitos B en tejido linfatico infectado por el VIH-1 es proporcional al
grado de activacion (320). Parte del aumento de la apoptosis en la
poblacién de linfocitos T CD4+ se debe a la union de CD4+ con gp120
liberadas por células infectadas (323;324). Este mecanismo se une a las
pérdidas debidas a la infeccion activa. El tamafio exacto de la poblacion
de estas células apoptéticas que son eliminadas es desconocida porque
muchas células son fagocitadas en las primeras fases de la muerte celular
y por tanto no pueden ser reconocidas como linfocitos T CD4+ TUNEL+
(75). Después de 6 meses de tratamiento, la fraccion de linfocitos T CD4+
proliferantes cae a niveles normales en paralelo con la reduccion de
viriones en tejido linfaticos del 99.9% (255). La elevacion continua de la
proporcion de linfocitos T CD4+ TUNEL+ en el contexto de una
proliferacion disminuida y un aumento de linfocitos T CD4+ es
controvertida pero segun Zhang y cols. (255) es compatible con una
disminucion en la tasa de eliminacion de las células en estadios

tempranos de apoptosis.
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6.4.3. Demografia y dinamica de los linfocitos T virgenes y memoria y

su relacidn con la carga viral en tejido amigdalar y plasma

El conocimiento de la relacibn de la dinamica de las
subpoblaciones de linfocitos T virgenes y memoria y su relaciéon con la
carga viral del tejido linfatico y de la sangre antes y después del
tratamiento es de suma importancia para conocer la fisiopatologia de la
infeccién por el VIH.

La afectacion central de la enfermedad provocada por el VIH-1 es
la infeccién y deplecion continua de los linfocitos T CD4+. Inicialmente, el
VIH-1 afecta preferentemente los linfocitos T CD4+ memoria, lo que
compromete la respuesta inmune (19). Estos individuos
inmunocomprometidos experimentan una pérdida importante del niumero
absoluto de linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+ y por tanto también de
linfocitos virgenes (85), una restricciéon del repertorio de linfocitos T y una

pérdida de la funcion memoria o efectora (325).

6.4.3.1. Importancia de las subpoblaciones virgenes y memoria

Cuando los linfocitos T CD4+ y los CD8+ estan fisiologicamente maduros
emigran desde el timo y expresan un isotipo especifico de la familia
CD45, el antigeno CD45RA (326). Estas células son inicialmente
inmunolégicamente virgenes. Después del contacto con un antigeno en la
periferia se convierten en un fenotipo CD45RO+ caracteristico de los
linfocitos T memoria (327). La proporcion de células virgenes en el recién
nacido sano es de >90% y decrece con la edad hasta el 40-50% en
adultos (328;329). Los linfocitos T CD4+ virgenes se caracterizan mas
funcionalmente por la coexpresion de la isoforma CD45RA mas la L-

selectina (CD62L). La ultima facilita la entrada en los ganglios linfaticos a
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través de las vénulas endoteliales (330;331). Estas células no expresan
CD45RO0 y solo pobremente el CD11a (332;333).

Las células virgenes y memoria producen citocinas
inmunoreguladoras que estan muy influenciadas por las condiciones
microambientales (19). La interleucina-2 es generalmente hecha por las
células virgenes (334), las cuales, con la presentacion del antigeno
adecuado, pueden desarrollarse en células T memoria/efectoras que
producen interferobn-y o interleucina—4 (335-337). Las células que
producen el interferén-y alteran la capacidad de producir interleucina-2.
Por lo tanto, el balance entre los linfocitos T virgenes y memoria es crucial
para mantener una respuesta inmune eficiente (19).

En contraste con lo observado en pacientes con enfermedad
avanzada (94-100), los pacientes con infeccion temprana por el VIH-1
muestran pocas alteraciones en el compartimiento de células
virgenes/memoria (78). Antes del tratamiento, el porcentaje de linfocitos T
CD4+ con fenotipos virgen o memoria, asi como el numero total de
linfocitos T CD4+ virgenes es similar a los pacientes sin infeccion; sin
embargo el numero total de linfocitos T CD4+ esta reducido. Cuando
avanza la infeccién por el VIH-1, los niveles de linfocitos T CD45RA+ y de
los CD45R0O+ decrecen. Los adultos infectados inicialmente muestran una
pérdida selectiva de los linfocitos T memoria (338;339), y como existe un
decrecimiento de los niveles absolutos de linfocitos T CD4+ a < 400/mm?®,
los linfocitos T CD4+ CD45RA+ también disminuyen (340;341). En los
ultimos estadios de la enfermedad hay una caida desproporcionadamente
grande de linfocitos T virgenes CD4+ CD45RA+ en tejido linfatico (255).
No obstante, en un estudio mas reciente en el que se compararon los
marcadores de la activacion celular entre pacientes en diferente fase de la
infeccion del VIH-1, se observo una pérdida progresiva balanceada de
ambos tipos de linfocitos, virgenes y memoria (342).

Por lo comentado hasta aqui podemos comprender porque en la

recuperacion de la respuesta inmune tiene una gran importancia la
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regeneracion de las subpoblaciones virgen y memoria de los linfocitos T.
Esto hace primordial la comprensién del papel de los linfocitos T memoria
y virgenes, tanto de los CD4+ como de los CD8+, en la
inmunopatogénesis y la dinamica de sus pérdidas y regeneraciones en
sangre y tejidos linfaticos y su relacién con la carga viral en ambos

compartimentos.

6.4.3.2. Distribucion de los linfocitos virgenes y memoria

Nokta y cols. (19) demostraron que la distribucion de los linfocitos T y de
sus subpoblaciones difieren entre la sangre periférica y los ganglios
linfaticos de los pacientes infectados por el VIH-1. A pesar de esta
diferencia, parece haber una relacion y un equilibrio entre ellos. Mas aun,
las razones virgen/memoria, tanto de los linfocitos T CD4+ como de los
CD8+, en sangre periférica y tejido linfatico se correlacionan entre ellas.
Esto implica que las alteraciones en la composicion de las supoblaciones
de linfocitos T, debidas a la apoptosis o regeneracion afecta
probablemente a la homeostasis de las otras subpoblaciones
sistematicamente. La relacion observada indica que los niveles de
linfocitos T y sus subpoblaciones en tejido linfatico pueden estar influidos
por las distribuciones en sangre periférica (19).

Nokta y cols. (19) también demostraron que la carga viral celular
estd inversamente correlacionada con la razon entre las células virgenes
y memoria tanto en sangre como en tejido linfatico. La asociacion de
células virgenes y memoria con el patrén de carga viral celular y la
diferente susceptibilidad a la infeccion de ambas subpoblaciones (325)
sugieren que la recuperacion de la regeneracion de las subpoblaciones
virgenes y memoria podria estar afectada por la cantidad de virus en
estas localizaciones. El hallazgo de que la razén virgenes/memoria se

halla correlacionado con niveles mayores de linfocitos T CD4+ y mas
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bajos de ARN viral en plasma y en células (19) puede indicar que esta
razoén refleja el estado inmune y, posiblemente predecir la progresion de
la enfermedad.

La razdén entre células virgenes y memoria es importante para
mantener el equilibrio entre las funciones de ambas poblaciones las
cuales son necesarias para una respuesta inmune eficiente y para la
supresion de la replicacion del VIH-1. Esto se apoya por el hecho de que
la razén virgen/memoria se correlaciona linealmente con las respuestas
proliferativas a antigenos especificos (19). Los pacientes con razones
mayores entre linfocitos T CD4+ virgenes y memoria mostraron una
respuesta mas robusta al antigeno del CMV y tuvieron mayores niveles de
linfocitos T CD4+ absolutos que los pacientes con razones menores.

En conclusion, los linfocitos T CD4+ y sus subpoblaciones en
sangre periférica y tejidos linfaticos estan en equilibrio. Los valores en
sangre periférica reflejan los hechos en los tejidos linfaticos segun los
estudios de Nokta y cols. (19), aunque queda por comprobar en los
diferentes estadios de la enfermedad y en los diferentes tipos de tejido
linfatico. En adicion, la razén de los linfocitos T virgenes y memoria se
correlacionan con los marcadores de la enfermedad por VIH-1 y la
respuesta inmunogénica a antigenos. La razon virgenes/memoria en
sangre periférica parece reflejar el microambiente en ganglios linfaticos y
puede potencialmente usarse como marcador de la eficacia del

tratamiento y de la reconstitucion inmune (19) .

6.4.3.3. Influencia del tratamiento en los niveles de linfocitos

virgenes y memoria

El tratamiento con TARGA produce una recuperacion de la

respuesta inmune, la cual depende de la regeneracién de las células T

CD4+ virgenes y memoria.
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En las primeras semanas después de iniciar el tratamiento hay un
aumento de la liberacion de células memoria desde los tejidos linfaticos a
sangre periférica (18), pero después hay un aumento de estas células en
ambos compartimentos debido al descenso de la proliferacion y muerte de
los linfocitos CD4+ (223;224;230).

El tratamiento con TARGA también produce un aumento de nuevas
células virgenes, en sangre y tejido linfatico, debido, posiblemente, a un
incremento en la produccion timica (230-232), y/o una expansion en
sangre periférica de las células virgenes (312). La poblacién virgen de
CD4+ en tejido linfatico aumenta a una velocidad lenta de unos 8 x 10’
células/dia (100;255;255). Después de 12-14 meses de supresion de la
infeccion activa con TARGA, la proporcion de linfocitos T CD4+ CD45RA+
se ha recuperado hasta la mitad de los niveles normales (255). En sangre
periférica, los linfocitos T CD4+ virgenes también aumentan lentamente
pero so6lo después de varios meses de tratamiento (95). Las alteraciones
en los niveles de linfocitos T CD4+ en los estadios tardios de la infeccion
persisten generalmente como minimo durante seis meses de tratamiento
(81), a pesar de que esta descrita una leve normalizaciéon temprana (96).

Nokta y cols. (19) demostraron que los linfocitos T CD4+ y sus
subpoplaciones virgen y memoria en sangre periférica y tejido linfatico
ganglionar estan en equilibrio y que la razén entre las células virgenes y
memoria en sangre periférica refleja en microambiente linfoide y puede
potencialmente usarse como un marcador para valorar la eficacia del
tratamiento o de la reconstitucidon inmune. Sin embargo, creemos que
antes de considerar util esta relacibn como marcador debe ampliarse su
estudio en diferentes fases de la infeccidon y el tratamiento, diferentes

tipos de tejido y con un mayor nimero de pacientes.
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6.4.3.4. Aumento de la razén virgen/memoria con el tratamiento

Con el TARGA, a pesar de que los niveles absolutos de linfocitos T
virgenes y memoria aumentan al aumentar los niveles de linfocitos T
CD4+, el aumento de las células virgenes es mayor que el de las
memoria, lo que influye en la razén virgenes/memoria. Existe un aumento
de la razén virgen/memoria y puede ser el resultado de un aumento de la
producciéon timica y/o una expansion de los linfocitos T virgenes o la
destruccioén de los linfocitos T memoria.

Linfocitos T CD4+ virgenes. El aumento de la razén es
improbable que sea por la caida de los linfocitos T memoria ya que Nokta
y cols. (19) observaron un aumento de células memoria, las cuales
también se correlacionaron positivamente con los niveles de linfocitos T
CD4+ y negativamente con la CVP. Por tanto, el aumento de la razén es
consistente con un aumento lineal en la subpoblacion de células virgenes
por repoblacion de los linfocitos T CD4+ virgenes por timopoyesis u otros
mecanismos periféricos como una expansion periférica de los linfocitos
virgenes sin cambio fenotipico o a una disminucién del recambio celular
(343;344).

El aumento de los linfocitos T CD4+ virgenes asociado con la
reduccién de la carga viral podria ser también debido al resultado de una
activacion inmune menor. Mientras que altos niveles de activacion
provocados por el antigeno podrian provocar un descenso del pool de
células virgenes a causa de sus altos niveles de diferenciacion a células
memoria o efectoras, a medida que el estimulo antigénico disminuye con
el tratamiento podria haber una conversibn de linfocitos T CD4+
CD45RO+ a CD4+ CD45RA+. Tal proceso de conversidon ha sido
documentado, aunque sobre un periodo largo de tiempo (3.5 afos) (345),
y por el mismo es dificil que sea la causa del aumento del numero total de
linfocitos T CD4+ y del nimero total de la subpoblaciéon CD45RA+ (255).
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Linfocitos T CD4+ memoria. La mayor eficacia de la terapia triple
para aumentar los linfocitos T CD4+ memoria en sangre y tejido linfatico
puede ser un reflejo de la mayor eficacia para suprimir la replicacion del
VIH-1 en los tejidos linfaticos. De hecho, la reduccion de la carga de VIH
en los tejidos linfaticos periféricos después de TARGA en pacientes con
infeccion avanzada permite la redistribucion de los linfocitos T CD4+
memoria hacia la sangre, lo que provoca un rapido aumento de linfocitos
T CD4+ en estos pacientes tras tratamiento (95-100). Sin embargo, en
pacientes con estadios iniciales de la infeccion tratados con TARGA
durante 3 meses hay una proliferacién de los linfocitos T CD4+ memoria
intrafoliculares, a pesar de que el ARN del VIH es indetectable (104). Por
lo tanto, tanto la redistribucion como la regeneraciéon en periferia de los
linfocitos T CD4+ memoria influyen en el aumento de las células memoria
circulantes observados en los pacientes con infeccion reciente y tratados
con TARGA.

Linfocitos T CD8+ virgenes y memoria. El aumento de los
linfocitos T CD8+ memoria y virgenes refleja un estado de activacion del
sistema inmune. Como se ha explicado anteriormente, un aumento del
porcentaje de CD8+CD38+ (marcador de activacién) en sangre podria
usarse como un predictor temprano de la pérdida de los linfocitos T CD4+
(105). Después de 12 meses de tratamiento, las células memoria CD8+
en sangre y tejido linfatico disminuyeron significativamente y en sangre
alcanzaron valores casi normales. No obstante, el porcentaje de CD8+
con fenotipo virgen estaba reducido a pesar de que el niumero absoluto
estaba aumentado. Aunque después de 12 meses de terapia los valores
de los linfocitos T CD8+ disminuyen, todavia permanece mas alto que en

pacientes no infectados (78).
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6.4.4. Subpoblaciones de los linfocitos T CD8+ en la infeccion por el
VIH-1

Como ya hemos comentado anteriormente, en las fases iniciales
de la infeccion se evidencian unos niveles bajos de linfocitos T CD4+ vy
altos de CD8+, y consecuentemente una disminucién de la razéon entre
CD4+ y CD8+ tanto en sangre como en las areas interfoliculares del tejido
linfatico. Con el TARGA se observa una recuperacion de los niveles con
un aumento de los linfocitos T CD4+ y un descenso de los linfocitos T
CD8+. De estos ultimos interesa estudiar también algunas de sus
subpoblaciones con relevancia especial como son los linfocitos T CD8+
CD38+, los CD8+ CD28+ y los CD8+ citotoxicos.

6.4.4.1. Linfocitos CD8+CD38+

La infeccion por el VIH-1 provoca un sufrimiento continuo del
sistema inmune y un dafio progresivo. Estos pacientes tienen un aumento
de la expresion de CD8+ CD38+, la cual indica una activacion del sistema
inmune. El porcentaje de CD8+CD38+ sanguineo ha sido descrito
previamente como un predictor del riesgo de desarrollar SIDA (280) y de
la tasa de descenso de los linfocitos CD4+ en sangre periférica y esta
correlacionado con la persistencia de replicacién viral in vivo (86;87;105).
Con la triple terapia, la expresion de esta subpoblacién disminuye a
niveles casi normales lo que implica que la reduccion de la replicacién
viral permite cierta recuperacion de la funcién inmune. En los casos con
enfermedad avanzada se han conseguido beneficios menores (95) lo que
apoya que es mejor iniciar el tratamiento en fases tempranas (11).

Nuestro grupo ha demostrado anteriormente que después del
tratamiento durante 12 meses con TARGA se observa un descenso en

sangre periférica de los linfocitos T CD8+ y que ocurre principalmente
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como resultado de la reduccién de las subpoblaciones activada (CD38+) y
memoria (CD45R0O+) (78). Para conseguir resultados mas importantes es
mejor la terapia antirretroviral triple que incluso logra disminuir el
porcentaje de linfocitos T CD4+ activados (CD38+). La efectividad de la
terapia triple en reducir la activacion de los linfocitos T es consistente con
su mayor eficacia en la supresion de la replicacion del VIH-1, reduciendo
los niveles de ARN plasmaticos a niveles indetectables en un alto
porcentaje de los pacientes (78). Otros autores han encontrado
correlacion entre los niveles de linfocitos T CD8+CD38+ y el ARN
plasmatico de VIH-1 tanto antes como después del TARGA durante 1
afio, y tanto en fases iniciales (78;86) como avanzadas (95) de la

infeccion.

6.4.4.2. Linfocitos CD8+ CD28+

Los pacientes con infeccién por VIH-1 tienen un descenso de la
expresion de CD8+ CD28+ en los periodos iniciales de la infeccion y, por
lo tanto, una expansion de los linfocitos T CD8+ que no expresan CD28,
en las fases iniciales de la infeccion crénica (88). Esta reducciéon del
CD28+ en los CD8+ ha sido asociada con una progresion de la
enfermedad (94) y es otro indicador de la alteracion del sistema inmune
(88). Esta disminucién también se ha observado en otras situaciones
donde existe un estado de hiperactivacion, tales como infecciones virales
cronicas, enfermedades autoinmunes y en pacientes con cancer; e
incluso se ha visto como resultado del envejecimiento (101). Se cree que
la ausencia del antigeno de superficie CD28 y la falta de una respuesta
proliferativa en condiciones de cultivo reflejan una estadio de maduracion
mas tardio de las células como resultado de una estimulacion antigénica

repetida o un aumento del nimero de ciclos de divisiones celulares (102).
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Después del TARGA, la expresion de esta subpoblacién aumenta
hasta niveles casi normales (78) lo que implica que la reduccion de la
replicacion viral permite cierta recuperacion de la funcion inmune. Este
aumento indica probablemente la presencia de nuevos linfocitos T CD8+
que expresan la molécula CD28 de novo mas que una reduccién en el

pool de linfocitos T CD8+ viejos.

6.4.4.3. Linfocitos citotéxicos en tejido linfatico

Se cree que los linfocitos T CD8+ con actividad citotdxica, los
cuales expresan granzima B, TIA-1 y esterasa, juega un papel importante
en el control de la diseminacion viral (342;346). En estudios preliminares
se sugirié que el nivel de actividad citotoxica especifica contra el VIH-1 se
correlacionaba con el estadio de la enfermedad por VIH-1 en pacientes y
que la actividad citotoxica se perdia con la progresion de la enfermedad
(347).

Knowles y Chadburn (229) describieron que, al igual que los
linfocitos CD8+, los linfocitos citotoxicos estaban aumentados con
respecto a los sujetos controles no infectados tanto en las areas
intrafoliculares como en las estructuras interfoliculares en las primeras
fases de la infeccion y su aumento hasta los estadios tardios de la
infeccion por VIH-1, que segun algunos autores se debe al aumento en la
activacion pero no al aumento de la tasa de muerte celular (224;225).
Estas células se encuentran principalmente en las areas interfoliculares
pero Laman y cols. (348) demostraron que son atraidas al interior de las
estructuras foliculares por un efecto quimiotactico producido por el virus.

Existen pocos datos sobre la respuesta al TARGA de esta

subpoblacién y su utilidad como marcador de la infeccion por el VIH-1.

168



Introducciéon

6.5. EFECTO DEL TARGA SOBRE EL VIRUS Y LAS POBLACIONES
CELULARES INFECTADAS EN TEJIDO LINFATICO

Los objetivos de la terapia antirretroviral son obtener una supresién
de la replicacion en plasma y compartimentos para evitar (211;349) el
desarrollo de resistencias genotipicas a la terapia y de esta manera
obtener una durabilidad de la eficacia antirretroviral, y también conseguir
una recuperacion de la funcién normal del sistema inmune que evite la
progresion a SIDA o muerte en las personas infectadas con el VIH-1 (12).

Muchos de los beneficios obtenidos con el TARGA ya han sido
explicados en los capitulos anteriores, en especial su influencia con
algunas subpoblaciones especificas. En este apartado haremos un
repaso general y profundizaremos algunos puntos no comentados

todavia.

6.5.1. Impacto del tratamiento en los tejidos linfaticos

La introduccion de la terapia antirretroviral altamente activa
(TARGA) ha cambiado el pronéstico de la infeccién por VIH, debido a la
restauracion de la inmunidad que ocasiona en los pacientes (95;98).

Estudios posteriores han demostrado concluyentemente que la
reduccion de la carga de ARN del VIH-1 en sangre periférica y el
concomitante aumento de linfocitos T CD4+ periféricos se asocian a un
beneficio significativo de la supervivencia y a menos infecciones
oportunistas (5;7;129). No obstante, algunos pacientes sélo experimentan
un pequefo o insignificante aumento en los linfocitos T CD4+ con el inicio
de la terapia, a pesar de la supresion exitosa de la viremia plasmatica. A
causa de la importancia del microambiente en la homeostasis de los

linfocitos T, se ha hipotizado que las anormalidades patolégicas
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persistentes en tejido linfatico podrian ser las responsables de los
diferentes aumentos de linfocitos T CD4+ y por eso es tan importante el
analisis del tejido linfatico (236).

Después de pocos meses de supresion efectiva de la replicacion
del virus y de la reduccién de la masa antigénica en tejido linfatico se
produce una mejoria inmune y una resolucidbn de algunas de las
anormalidades en las poblaciones de linfocitos T CD4+ (255;315;320) e,
incluso, la respuesta linfoproliferativa a antigenos especificos mejora
significativamente (95;98). Los niveles de marcadores de activacion
inmune (tales como B2-microglobulina y neopterina) y de citocinas
proinflamatorias (tales como el factor de necrosis tumoral a, interferon v,
IL-1 e IL-6) disminuyen en sangre y tejidos a medida que la carga viral
disminuye (18;350). La susceptibilidad de los linfocitos a la apoptosis
mediada por el virus también disminuye durante la terapia (351), lo que se
correlaciona con la mejoria del ndmero de linfocitos T CD4+ y la
disminucién de la progresion de la enfermedad (352). La arquitectura del
tejido linfatico vuelve hacia la normalidad después de una terapia potente,
aumentando la organizacién de los foliculos linfaticos y la red de las
células dendriticas foliculares (353). Esta mejoria inmunologica se refleja
en la disminucion de las infecciones oportunistas y la mortalidad asociada
al SIDA (129;354).

El aumento inicial de los niveles de linfocitos cuando los pacientes
inician el tratamiento antiretroviral atafie a todas las subpoblaciones
(linfocitos B, linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+) y no sélo a la de
linfocitos T CD4+ (262). EI aumento de células T CD4+ en plasma y en
tejidos linfaticos en las primeras fases del tratamiento es a expensas de
células memoria y no de células “virgenes”, lo que indica que
primeramente tiene lugar una redistribucion de las células desde otros
tejidos (95;100). Esto también lo defiende Zhang (255) al observar que el
aumento de linfocitos T CD4+ inicial no se acompafian con cambios

significativos en la proliferacion y la apoptosis. Los efectos
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antiinflamatorios de la supresion de la carga viral se asocian con la
disminucién de la expresion de moléculas de adhesion (VCAM e ICAM)
que normalmente median en la distribucién de los linfocitos hacia los
tejidos inflamados (18). Es posible que el aumento total de las
poblaciones de linfocitos se acompafie de una disminucién global de las
poblaciones de linfocitos en los tejidos linfaticos después de TARGA
(262).

6.5.2. Cambios de la carga viral en tejido linfatico y en plasma

después de la terapia antirretroviral

El TARGA consigue una reduccion de la CVP a niveles casi
indetectables pero sin embargo en tejido linfatico no es tan efectivo
(11;14;16;281). Asi mediante la utilizacion de técnicas de PCR, diversos
autores (14;195;205) encuentran niveles indetectables de CVTL cuando
los niveles de CVP son inferiores a 20 copias/ml, valores similares a los
descritos por otros autores que utilizan otras técnicas de cuantificacion
(196;220). Mediante técnicas de hibridacion in situ, método que nos
permite detectar particulas viricas en el seno del tejido linfatico, se ha
demostrado que aunque con el TARGA el nivel de replicacion puede bajar
hasta un 99% en ganglios linfaticos (220) es posible detectar células
infectadas con la expresion virica en la mayoria de los casos después de
6 meses de tratamiento efectivo (16;104;196). Esto nos estaria indicando
que la CVP indetectable durante periodos de tiempo prolongados,
mediante el uso de técnicas de PCR ultrasensibles, no siempre refleja una
completa supresion del VIH-1 en tejido linfatico. Segun Pantaleo y cols.
(281) esta replicacion residual podria relacionarse con células con bajo
nivel de replicacion, predominantemente macrofagos y células

dendriticas. Su presencia, a pesar de un tratamiento con supresiéon
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efectiva nos podria explicar el rapido rebrote que presentan estos
pacientes una vez se finaliza el tratamiento (355).

Entre los estudios que han demostrado la diferencia entre la CVTL
y la CVP después de TARGA destacan, por orden cronologico los de a)
Lafeuillade y cols. (14), que encuentra CVTL variables en ganglios
linfaticos segun el régimen de TARGA; b) un trabajo de nuestro grupo
(11), realizado en tejido linfatico al afio de TARGA; y c) el realizado por
Ginthard y cols (13) que demostraron que en los ganglios linfaticos habia
una mayor persistencia de CV que en las secreciones genitales y liquido
cefalorraquideo a los dos afios de tratamiento.

La viremia basal no es sélo el mejor predictor de la progresion de la
enfermedad (5;7) sino, como demostré Rizzardi y cols. (282), también es
un buen predictor del tiempo de respuesta al tratamiento antirretroviral.
Ademas, en el mismo estudio encontraron que la CVTL y la CVP iniciales
tenian una capacidad predictora del tiempo para conseguir que la viremia

bajase a niveles indetectables con TARGA similares.
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6.5.3. Recambio linfocitario en los tejidos linfaticos secundario al
TARGA

Después de varios meses de iniciar el tratamiento, suele haber un
retorno gradual de células T con marcadores “virgenes”, lo que sugiere
que no sélo es una redistribucion incidental de los linfocitos (262). Parece
ser que se deberia a un aumento de la produccion celular a partir del timo
residual o de 6rganos extratimicos, con aumento de estas células en
plasma (95) y en tejidos linfaticos (255). El porcentaje de linfocitos T
virgenes que proceden de la transicion de linfocitos T memoria a un
estado de reposo no estd claramente definido (307;308;310;345). Los
estudios que han intentado resolver si el aumento de los niveles de
linfocitos representa una proliferacion clonal de las células periféricas o
una produccién timica han mostrado conclusiones contradictorias (81;96).

Después de la supresion viral con TARGA, hay unos niveles
supranormales de células emigradas desde el timo que se detectan en
sangre y en tejidos linfaticos (356), lo que sugiere que los adultos con
infeccion por el VIH mantienen alguna capacidad para producir nuevos
linfocitos T con receptores especificos noveles (262).

En aquellos pacientes no tratados, la vida media de los linfocitos T
disminuye sin una compensacion por el aumento de la produccién (230).
Poco después del inicio de la terapia, la tasa de produccion aumenta
gradualmente (230). Experimentalmente se ha demostrado que el VIH-1
puede interferir con la produccion de linfocitos T a nivel de las células
progenitoras y que, incluso en adultos, el TARGA puede mejorar la
capacidad para reiniciar esta actividad (357). Sin embargo, al mismo
tiempo la mayor proliferacién dirigida por la activacion inmune puede
disminuir con la terapia. Los linfocitos T virgenes que se activan o
aquellos que estan en un estado transicional para convertirse en células

efectoras también expresan el marcador Ki67, lo que puede provocar
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fluctuaciones a corto término en la activaciéon inmune que dificulten las
conclusiones sobre el recambio global de las poblaciones de linfocitos T.

Después de 12 meses de supresion viral con TARGA, la tasa de
recambio y la produccién absoluta han vuelto a la normalidad (230).

En conclusion, los efectos del VIH sobre la dinamica de los
linfocitos es una compleja interrelacién entre el aumento de la destruccion
y las interferencias con la produccion. La interpretaciéon de la dinamica
celular es mas complicada todavia debido a la heterogeneidad entre

pacientes y entre las subpoblaciones celulares.

6.5.3.1. ;Por qué la subpoblacién de linfocitos T CD4+ CD45RA+ se
afecta desproporcionadamente por la infeccion por el VIH-1 y su

tratamiento?

La infecciébn por el VIH-1 conduce a una diferenciacion y una
activacion de las células virgenes y memoria. Algunas de las células
activadas se convertiran en células infectadas productivas y moriran,
imponiendo un adicional drenaje a un sistema inmune que antes de la
infeccion se mantenia estable, puede que complicado por la infeccién y
dafio sobre el timo (293). El descenso documentado en la capacidad
regenerativa de 10° linfocitos T CD4+ CD45RA+/dia en nifios hasta
<10%dia en adultos (322) es consistente con la nocion que el reemplazo
de los linfocitos T CD4+ por timopoyesis u otros mecanismos periféricos
normalmente actua en adultos cerca de la méaxima capacidad justo para
mantener las poblaciones en un sistema de mantenido. Zhang y cols.
(255) llamaron a este modelo como el de la Reina Roja (Red Queen
Model) por analogia de lo que le respondié dicha reina a Alicia en el libro
de Lewis Carroll titulado “A través del espejo” (“corre todo lo puedas para
quedarte en el mismo sitio”). El resultado neto es que el nimero de

linfocitos T CD4+ CD45RA+ decrece a una tasa equivalente a su
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representacion en la poblacion de células infectadas productivas. Cuando
se realiza el tratamiento para estas pérdidas adicionales, los linfocitos T
CD4+ CD45RA+ pueden crecer a una tasa ajustada a la capacidad de
renovacion en el individuo infectado. El lugar y la eventual extension de la
repoblacidon sera, en general, lenta y variable, dependiendo en los casos
concretos del estadio de la infeccion, la deplecion preexistente y la
capacidad residual de renovacién en el momento en que el tratamiento se

inicia.

6.5.3.2. Dos poblaciones de células infectadas son eliminadas a
diferente velocidad por el TARGA

En un estudio sobre los efectos del TARGA sobre los reservorios
de tejido linfatico amigdalares en pacientes sin tratamiento previo se
observé que casi no se observaban células infectadas activas con > 75
copias de ARN del VIH-1 por célula (220). Este resultado se explica
porque las células infectadas que estan en los estadios tardios del ciclo
vital viral tienen una concentracion mas alta de ARN virico y una
esperanza de vida mas corta al sucumbir por los efectos citopaticos de la
replicacion viral. Cuando el TARGA interrumpe la propagacion de la
infeccion en el tejido linfatico existe una rapida disminucion del virus en
sangre y en el pool de células dendriticas.

En biopsias posteriores se pueden observar aun células con > 20
pero con < 75 copias de ARN viral pero en una proporcién pequefa. La
disminucion de las células infectadas activas en esta poblacion es similar
a la que ocurre con el virus en sangre periférica. Esto podria deberse a
que la produccion de virus puede seguir probablemente en macréfagos
que no sucumben tan rapidamente a la infeccion (286) y/o a linfocitos T

CD4+ que estan cronicamente infectados produciendo pequefas
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cantidades de virus y por lo tanto tienen una esperanza de vida mas larga
(220).

6.5.4. Efecto del TARGA sobre el pool en las células dendriticas

foliculares

Como ya hemos descrito anteriormente, el pool de VIH-1 asociado
a las células dendriticas foliculares representan un estimulo persistente
(21) de mas de 10" viriones que presumiblemente conduce a unos
procesos de activacion, proliferacidon y muerte celular en tejido linfatico
que, junto con la pérdida de células infectadas, son directa o
indirectamente responsables de la depresion inmune (315;320). Con el
TARGA se esperaria que el pool de VIH-1 en las células dendriticas
foliculares cambiaria lentamente como otros antigenos en un periodo de
muchos meses o mas, pero sorprendentemente, el nivel de ARN viral
disminuye a un ritmo paralelo al de las células infectadas activas. Se
consigue la disminucién de la replicacion y la CVTL en pacientes sin
tratamiento previo a niveles casi indetectables al finalizar la tercera
semana de tratamiento y al 6 mes la cantidad de VIH-1 asociado con las
células dendriticas foliculares se reduce a un tercio (220).

Dos poblaciones de linfocitos T CD4+ infectadas producen el virus
en los tejidos linfaticos que mantienen los niveles de virus en sangre,
liquidos extracelulares y en los tejidos. Los inmunocomplejos de virus y
anticuerpo se depositan en las células dendriticas foliculares, donde se
procesan formando agregados de inmunocomplejos llamados iccosomas
(297). Se asume que la produccion del virus, su almacenaje y su
liberacion esta en equilibrio antes del tratamiento. Después de la
instauracion del TARGA, las células infectadas que producen la mayoria
de los virus y que tienen una esperanza de vida mas corta desaparecen

rapidamente, lo que se refleja en una rapida disminucion del virus en la
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circulacion y en el pool de las células dendriticas foliculares. La tasa con
la que estos niveles disminuyen es lenta debido a la produccion
continuada de virus por las células con una esperanza de vida mas larga

que no se afectan inmediatamente por el TARGA (75).

6.5.5. Recuperacion de los cambios histopatologicos

Los beneficios obtenidos con el TARGA en sangre periférica deben

acompanfarse con beneficios en los tejidos.

6.5.5.1. Arquitectura de los ganglios linfaticos en pacientes con

niveles de linfocitos T CD4+ conservados

A pesar de un excelente estado clinico al inicio de la infeccion se
observan alteraciones de la morfologia de los ganglios linfaticos en la
infeccion por el VIH, incluso en aquellos ganglios sin hipertrofia
macroscopica (104). El microambiente de los centros germinales esta
alterado. Por ejemplo, hay mucho infiltrado por linfocitos T CD8+ y el
antigeno CD23 esta aumentado en la red de células dendriticas
foliculares (104). La red de células dendriticas foliculares se expande en
aquellos casos con centros germinales hiperplasicos, pero no se observa
dafo estructural. Esto contrasta con los estadios avanzados con
hiperplasia folicular en los que se observa un deterioro de la red de
células dendriticas foliculares (104).

Se conoce que los centros germinales de pacientes sin tratamiento
previo contienen particulas del VIH-1, proteinas gag y ARN viral, retenidas
en la superficie de las células dendriticas foliculares (358). ElI VIH-1
atrapado se encuentra exclusivamente en la zona clara donde las células
dendriticas foliculares estan activadas. Se piensa que el VIH-1 dentro de

los centros germinales es responsable de alguna manera de la muerte de
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células dendriticas foliculares. No obstante, Tenner-Racz y cols. (104) no
encontraron pérdida de células dendriticas foliculares en sus pacientes a
pesar de la presencia de ARN del VIH-1, proteina p24 y una sustancial
historia de infeccion (entre 1 y 6 afos), por lo que sugirieron que la
infeccion por el VIH-1 por si misma no produce un dafio a las células
dendriticas foliculares (104). Es posible que la pérdida de linfocitos T
CD4+ provoque una alteracion de la funciéon de las células dendriticas
foliculares, y en los casos de Tenner-Racz y cols. los niveles de linfocitos
T CD4+ estaban conservados. Esta hipotesis esta apoyada por
experimentos que demuestran la necesidad de transferir linfocitos T y B
para que se desarrolle las células dendriticas foliculares en monos con
inmunodeficiencia combinada severa (359).

Los cambios histologicos observados en los ganglios linfaticos son
similares a los descritos para la enfermedad mas extensa incluyendo la
linfadenopatia generalizada. La mayor diferencia es que la extension de la
hiperplasia folicular, la cual es minima en los ganglios linfaticos no
hipertrofiados (104). Por lo tanto y como mediante pruebas basadas en
hibridacion in situ con ARN del VIH-1 se puede demostrar que las células
infectadas son también particularmente numerosas en los centros
germinales (51;121;193;194;221), Tenner-Racz y cols. (104) defiendes
que los factores del huésped, mas que los del virus en si o los
componentes virales depositados en los centros germinales, son los
responsables de la hiperplasia folicular.

Las estrategias terapéuticas deben por tanto reducir estos grandes
depdsitos de ARN viral y de células infectadas en el tejido linfatico. La
CVP y la CVTL son sensibles a la triple terapia antiretroviral (104). Cavert
y cols. (220) fueron de los primeros en documentar una disminucion
marcada del ARN viral en biopsias de amigdalas de pacientes con
enfermedad avanzada que fueron tratados con combinaciones de

medicamentos antiretrovirales. La mayoria de las células T productivas
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infectadas en los ganglios linfaticos desaparecen en los primeros 3

meses.

6.5.5.2. Proliferacién de los linfocitos T CD4+ en tejido linfatico

La reconstitucién inmune es un aspecto de vital importancia de la*

terapia y la supresion de la replicacion del virus puede estar acompafada
por aumentos en el numero de linfocitos T CD4+ circulantes
(81;83;95;97;124,;350;360;361). Se ha sugerido que la expansion de los
linfocitos T CD4+ es un reflejo de la proliferacion celular. Por el contrario,
que la produccion de novo de los linfocitos T CD4+, es la responsable del
aumento inicial de los linfocitos T memoria durante la terapia. Tenner-racz
y cols. (104) demostraron una tasa de proliferacioén alta (marcada por el
antigeno Ki-67) en los linfocitos T CD4+ en ganglios linfaticos comparada
con controles no infectados que proporciona una prueba directa de que
existe un recambio celular acelerado de linfocitos T CD4+ durante la
infecciéon por el VIH-1. La alta tasa de proliferacién ocurre en los linfocitos
CD4+ CD45R0+ intrafoliculares, mientras los centros germinativos de los
sujetos control no infectados contienen muchos de esos linfocitos pero
pocos en proliferaciéon. Posiblemente la proliferacion de los linfocitos T
CD4+ intrafoliculares antes y después del tratamiento es conducida por
inmunocomplejos de p24 VIH-1 presentados por las células dendriticas
foliculares o células dendriticas del centro germinal. Esta demostrado que
en el mono, los linfocitos T en los centros germinales proliferan ante la
estimulacion antigénica (362). Tenner-Racz y cols. (104) encontraron una
capacidad regenerativa periférica dentro de los centros germinales y esta
debe influir en los aumentos de linfocitos T CD4+ que se observan con la

triple terapia.
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Una respuesta terapéutica también puede restaurar la arquitectura
del tejido linfatico (229). La hiperplasia folicular se observa habitualmente
en pacientes con linfadenopatia generalizada persistente. Esta asociada
con diferentes grados de dafo en la célula dendritica folicular y a una
elevacion importante de los linfocitos CD8+ tanto en la zona T-
dependiente como en los centros germinales, esta ultima es un lugar

inusual de linfocitos T CD8+.

6.5.5.3. Persistencia de las anomalias en tejido linfatico a pesar de

tratamiento exitoso

Schacker y cols. (236) analizaron muestras de pacientes que
habian recibido TARGA y que tenian una supresién de la replicacion viral
al menos durante 1 afo. Querian determinar el impacto del TARGA sobre
la arquitectura y el tamario de la poblacién de linfocitos T CD4+ en tejido
linfatico, el principal lugar de la replicaciéon del VIH-1. Hipotetizaron que
los pacientes con carga en plasma de ARN del VIH-1 indetectable y
mayores niveles de linfocitos T CD4+ en sangre periférica tendrian una
arquitectura mas normal, con una mayor poblacion de linfocitos T CD4+
en tejido linfatico, sugiriendo una significativa reconstitucion de la funcién
inmune. Esta hipotesis se basaba en la importancia del microambiente
linfatico en la homeostasis de los linfocitos T y en estudios previos que
habian documentado una mejoria inmunoldgica asociada a la supresion
de la replicaciéon viral y al aumento de linfocitos en sangre periférica
(5;7;129). Sorprendentemente Schacker y cols. (236) no encontraron una
correlacion exacta entre la mejoria en sangre y el estado del tejido
linfatico. De hecho, todos los tejidos que analizaron demostraron algun
grado significativo de anormalidades histopatolégicas. Mediante medidas
clinicas, todos sus pacientes estaban considerados como éxitos

terapéuticos en el momento de la biopsia por tener niveles de ARN del
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VIH-1 en plasma <50 copias /ml., y la mayoria con niveles de linfocitos T
CD4+ aumentados en comparacion con el inicio del tratamiento. En
conclusién, no encontraron una relacion significativa o una tendencia a la
restauracion a la arquitectura normal.

En los casos que presentaron Schacker y cols. (236) se describié
una hipoplasia folicular o una deplecion al afio de iniciar el tratamiento.
Esta era consistente con la regeneracion lenta y variable de la red de
células dendriticas foliculares (353). Sin embargo, no supieron explicar
porque algunos pacientes presentaron una hiperplasia folicular y una baja
repoblacién con linfocitos T CD4+ del tejido linfatico, ni tampoco porque
aquellos pacientes tenian mas antigeno p24 en los foliculos del tejido
linfatico (236). No obstante, este antigeno residual podria ser la
explicaciéon de la hiperplasia folicular, la cual estaria causada por
mecanismos que interfieren con la restauracion de la poblacion
interfolicular de linfocitos T CD4+ y que podrian consistir en competicion
por el espacio o los factores de crecimiento, activacion inespecifica,
aumento de la muerte celular inducida por la activacién y la alteracion del
trafico de linfocitos. Es posible que la replicacion viral prolongada y
persistente en los linfocitos T CD4+ del espacio interfolicular, junto con
atentados locales al control inmunologico, causen una pérdida de la
estructura tisular tal que el espacio interfolicular no sea capaz de
mantener una poblacion de linfocitos T CD4+ durante largo tiempo.
También es posible que los tejidos requieran una periodo mas largo de la
supresion viral para remodelar y para que la poblacion de linfocitos T

CD4+ pueda ser mantenida.

En conclusién, se han observado anormalidades en la estructura
folicular y niveles de linfocitos T CD4+ bajos en muestras de tejido
linfaticos de pacientes, que por medidas clinicas, habian sido un éxito con
TARGA. Las anormalidades persistentes podrian ser secundarias a una

duracién limitada del tratamiento o a la persistencia de replicacién viral en
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tejido linfatico que no es detectado por medidas periféricas de la

replicacion viral. (236)

6.5.6. Influencia de los tipos de regimenes terapéuticos

Existe una controversia considerable sobre los regimenes
terapéuticos 6ptimos y el momento de su inicio para el tratamiento de los
pacientes infectados por el VIH-1. En particular, la opinion se divide
respecto a la inclusion de inhibidores de la proteasa si se consigue la
supresion con so6lo analogos de los nucleésidos.

En 1996, la introduccidn clinica de los IP proporcionaron la primera
oportunidad para demostrar un descenso significativo de la cantidad de
virus detectable, tanto en sangre periférica como en tejidos linfaticos, el
principal sitio de replicacion y almacenaje del VIH-1 (195;220;363). Desde
entonces es una practica habitual iniciar el TARGA con combinaciones
que contengan un IP y otros antiretrovirales para conseguir supresiones
de la replicacion viral mas completas y duraderas (236).

Algunos autores defienden que el uso de los IP debe reservarse a
una terapia de segunda linea en orden de conservar opciones de
tratamiento subsecuentes y minimizar los efectos adversos asociados al
tratamiento. Otros argumentan que la terapia Optima debe suprimir la
replicacion viral rapida y profundamente, usando las mas potentes
combinaciones disponibles. Estudios previos de nuestro grupo y de otros
autores sugieren que el tratamiento deberia incluir un IP porque confiere a
los regimenes terapéuticos una eficacia mayor para reducir la viremia en
los tejidos linfoides que aquellos regimenes con sélo inhibidores de la
trascriptasa inversa (14;16;104;205;211). Nuestros estudios previos
sugieren que Uunicamente con triple terapia (2 inhibidores de Ia
transcriptasa asociados a un inhibidor de la proteasa) se puede obtener

una supresion completa de la replicacién viral en tejido linfatico y, de esta

182



Introducciéon

forma, extender la durabilidad de la eficacia antirretroviral (364). Ademas,
nuestro grupo ha demostrado que es posible obtener una supresion casi
completa de la replicacion viral en plasma, tejido linfatico y LCR después
de TARGA con dos ITIAN y un IP, sin encontrar resistencias como se
habian observado con doble terapia (365).

El tejido linfatico proporciona un reservorio donde el VIH-1 puede
persistir en una forma potencialmente viable. La infeccion persistente por
el VIH-1 se acompafia por una disrupcion progresiva de la estructura de
los érganos linfaticos (229). Diferentes combinaciones de medicamentos
pueden tener efectos diferentes sobre el tejido linfatico y, en particular, los
regimenes con IP pueden suprimir efectivamente el VIH-1 en tejido
linfaticos (14;104;220;363). Sin embargo, a causa de que las células
infectadas en latencia pueden persistir durante meses y afos, la
replicacion viral puede continuar durante el tratamiento antiretroviral en
varios reservorios celulares o tisulares (68;104;196;211).

Los estudios que evallan los efectos a largo plazo del TARGA
sobre la replicacién en los tejidos linfaticos se basan principalmente en el
ARN del VIH-1 que contiene los ganglios linfaticos (14;203). No obstante,
es muy importante distinguir entre la produccion activa del virus (linfocitos
T CD4+ infectados productivos) y los viriones atrapados en la red de las
células dendriticas foliculares (16). Algunos autores han demostrado que
el tejido linfatico almacena células infectadas, y en algunas de ellas hay
pruebas de niveles bajos de expresion de genes virales después de un
periodo de 6 meses de TARGA (104;220;363;366).

Miembros de nuestro equipo (16) demostraron que la supresion de
la viremia en plasma con regimenes que contuvieran IP tiene un mayor
efecto sobre los ganglios linfaticos que la que se consigue con regimenes
que tienen soélo analogos de los nucleésidos, a pesar de niveles de
supresion del ARN en plasma similares. Ademas, los regimenes que
contenian un IP parecian ser mas efectivos para revertir los cambios

inmunopatolégicos inducidos por el VIH-1 en los tejidos linfaticos. De
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acuerdo con otros autores (104;363), nuestro grupo confirmd que la
replicacién viral a menudo continua en tejido linfaticos a pesar de viremia
indetectable en plasma, como se ha determinado por pruebas
ultrasensibles cuantitativas para detectar ARN por PCR (16). Con las
combinaciones de inhibidores de la transcriptasa pueden conseguir la
supresion del VIH-1 en plasma durante afios (367) y con una mejoria
significativa inmunologica en algunos pacientes pero que son menos
efectivas en los que aquellas que contienen un IP. Estos resultados
obligan a redefinir el significado de la carga de ARN indetectable en
plasma y a buscar la actividad viral en tejido linfatico cuando se define la
eficacia de nuevos abordajes terapéuticos (16).

Técnicas histomorfométricas publicadas previamente para
cuantificar el ARN unido a las células dendriticas foliculares y los linfocitos
T CD4+ infectados productivos sugieren una correlacion entre la cantidad
de ARN en los ganglios linfaticos y la viremia plasmatica (21;104;220). Sin
embargo, los resultados previos de nuestro grupo encuentran que podria
no haber una correlacion generalizada entre estos parametros al
encontrar un gran atrapamiento de viriones, principalmente en pacientes
con tratamiento con analogos de los nucledsidos, con viremia plasmatica
indetectable. (16). No obstante, La ausencia de correlacién en dicho
estudio (16) puede estar relacionada con los diferentes abordajes
terapéuticos usados (multiples analogos de los nucledsidos versus
analogos de los nucledsidos + IP regimenes). Algunos autores han
encontrado también discrepancias entre la respuesta observada en
sangre y aquellas vistas en ganglios linfaticos en pacientes que reciben
solo analogos de los nucledsidos (14;203;363).

El impacto del TARGA es mayor en pacientes que no han iniciado
ninguna terapia antirretroviral que en aquellos pacientes con multiples
tratamientos previos (16). Esta relacion parece ocurrir en ganglios
linfaticos después de un afio de triple o cuadruple terapia. La adiccién de

inhibidores de la proteasa en pacientes con tratamiento antirretroviral

184



Introducciéon

previo durante una prolongado periodo de tiempo puede significar una
reduccion del nivel de ARN plasmatico (211) asi como de los niveles de
ARN niveles en ganglios linfaticos (14;104;363). No obstante, de acuerdo
con otro trabajo, las células infectadas y la expresion viral persiste
después de TARGA (220;363).

Ademas del ARN unido a las células dendriticas foliculares,
después del TARGA, diferentes niveles de células productoras de virus
fueron también detectados en algunos pacientes (16). El virus se puede
aislar de células del ganglio linfatico en algunos pacientes usando
metodologia estandar (16), pero con mejores condiciones de cultivo se
puede obtener virus de todos los pacientes como han demostrado
algunos investigadores (196;211). No esta claro si los reservorios mas
estables del virus disminuyen o se eliminan después de terapia
prolongada. Finzi y cols. (211) no observaron un descenso significativo en
la frecuencia de linfocitos T CD4+ infectados latentes al aumentar el
tiempo de TARGA. No obstante, estos datos estan basados en analisis in
vitro.

A pesar de una carga de ARN plasmatica baja, algunos abordajes
terapéuticos pueden tener como resultado una supresion incompleta de la
replicacion del VIH-1 en el tejido linfatico permitiendo la emergencia de
resistencias a drogas. Los hallazgos genotipicos junto con los ensayos de
hibridacién in situ indican la superioridad de los regimenes que tienen una
IP en el compartimiento de los ganglios linfaticos (16).

En un estudio previo de nuestro grupo se sugirié que una supresion
mas completa podria estar asociada con la restauracién de los cambios
patolégicos (16). A esta hipotesis se llegd a observar que los tipicos
cambios patologicos en los ganglios linfaticos asociados con la replicacion
son mas pronunciados en pacientes que recibieron analogos de los
nucledsidos solos comparados con los que recibieron regimenes con IP.

En particular la hiperplasia folicular, la fragmentacion folicular, la
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infiltracion por linfocitos T CD8+ y el dafio de las células dendriticas
foliculares fueron mas prominentes en aquellos pacientes.

Dicho estudio (16) demostré que la viremia indetectable en plasma
incluso durante periodos prolongados de tiempo puede no siempre reflejar
una supresion profunda en el compartimiento linfatico. También destaca
las cuestiones relevantes sobre la necesidad de cambiar los tratamientos
en aquellos pacientes que tienen ARN indetectable en plasma con s6lo

analogos de los nucleosidos.

En conclusién, un control del tejido linfatico deberia incluirse
cuando se monitoriza la eficacia de los regimenes de tratamiento que
buscan una supresién completa de la replicacion del virus y una
recuperacion de los cambios inmunopatologicos en los 6rganos linfaticos.
Finalmente, se requieren estudios para determinar si la mayor supresion
observada con los regimenes que contienen un |IP es atribuible
exclusivamente a la aportacién de los IP o a la potencia del tratamiento, el
cual puede ser también conseguible con un régimen altamente potente

que no contenga un IP (16).

6.5.7. El TARGA controla pero no erradica la infeccion

Los efectos del TARGA, inhibiciéon de la replicacion viral y mejoria
de los niveles de virus en sangre y en tejido linfatico, han sido descritos
ampliamente en varios estudios (196;202-204;220;363). Sin embargo, se
ha demostrado que, a pesar del tratamiento con TARGA, persiste una
replicacion subyacente del virus (8;9). Las biopsias de tejido linfatico
obtenido de modelos animales y humanos revelan células T CD4+
activadas y en reposo. Las células T CD4+ pueden haber sido infectadas
mientras estaban activadas y han vuelto al estado de reposo. Estas

células T en reposo, infectadas con VIH no contribuyen a la viremia y
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representan un reto para las terapéuticas antirretrovirales. Si bien éstas
disminuyen considerablemente la deteccién de VIH en el tejido linfatico
(104;220;283), los inhibidores de las enzimas virales, tanto de la
transcriptasa como de la proteasa, no tienen efecto sobre las células
quiescentes con material viral integrado.

Por otro lado, el tratamiento con TARGA no permite la generacioén
o el refuerzo de una respuesta inmunologica protectora de células T anti-
VIH-1 que pueda controlar la infeccion una vez suspendida la terapia. Al
contrario, la suspension del TARGA va seguida de forma invariable de un
rebrote explosivo de la replicacion virica, aun cuando la carga viral
plasmatica habia alcanzado niveles indetectables (196;368). Este hecho
ocurre incluso después de 1 o 2 afos del tratamiento con TARGA
continuado, iniciado cuando la homeostasis y funcionalidad de las células
T estan todavia ampliamente preservadas, tal como ha demostrado
nuestro grupo de Investigacion sobre el SIDA del Hospital Clinic de
Barcelona (78;140;355). Las respuestas inmunologicas del huésped del
tipo Th (T helper o colaborador) y de linfocitos T citotéxicos anti VIH-1 son
distintas si se inicia el tratamiento con TARGA en la infecciéon aguda o en
la crénica. Asi, los pacientes tratados durante la infeccion aguda, antes de
la seroconversion, da lugar a una recuperacion de las respuestas Th y de
linfocitos T citotdxicos (265;266). Por el contrario, cuando el TARGA se
inicia en la infeccion crénica, aunque sea en fases iniciales de la misma,
estas respuestas no se recuperan (140;355).

Por tanto existen dos obstaculos importantes para la eliminacién
del VIH-1 en pacientes que reciben TARGA: un pool de linfocitos T CD4+
infectados latentes que persisten (67;196;211) y una replicacién viral de
bajo nivel en algunos pacientes a pesar de tener una viremia baja o
indetectable durante periodos prolongados (9;369-374). Evidencias de
estos dos mecanismos se han estudiado principalmente en células
mononucleares de sangre periférica (8;369;370;373;375;376) y en plasma
(373;374).
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6.5.7.1. Replicacion viral residual

El TARGA hace posible la supresién de forma considerable de la
replicacion del VIH-1 en un alto porcentaje de pacientes, lo que nos lleva
a una rapida y permanente caida de la CVP a < 20 copias /ml y a un
aumento de los niveles de linfocitos T CD4+ (354). Pero, las discrepancias
entre las respuestas inmunolégicas y virolégicas han sido descritas en
ambas direcciones, es decir, una respuesta persistente de linfocitos T
CD4+ a pesar de una repuesta virolégica incompleta (377) o incluso un
progresivo descenso en los niveles de linfocitos T CD4+ a pesar de una
aparente respuesta virolégica (378).

Las bases fisiopatolégicas para la discrepancia entre un descenso
en la CVP por debajo de los niveles de cuantificacion y un progresivo
descenso en los niveles de linfocitos T CD4+ no son claras. Las
potenciales explicaciones pueden involucrar factores genéticos,
virolégicos, inmunolégicos o la toxicidad directa de la terapia antiretroviral
(379). Pero la explicacion mas apropiada es la persistencia de replicacion
residual a pesar de la respuesta aparente en plasma (379).

Nuestro grupo presenté un caso con caida de la CVP pero con
descenso también de los niveles de linfocitos T CD4+ incluso después de
una afo de TARGA. En ese caso, a pesar de la baja replicacion en
plasma, los marcadores de activacion (porcentaje de linfocitos T
CD8+CD38+) aumentaron, mientras que el porcentaje de CD8+ CD28+
(involucrados en la presentacion del antigeno y, por tanto, necesarios
para la correcta funcién de los linfocitos T) (380) decrecié durante este
periodo. Por el contrario, 1 afio después de los cambios a un régimen mas
efectivo, el porcentaje de linfocitos CD8+ CD38+ disminuyd mientras que
el porcentaje de CD8+ CD28+ aumentd, como habia sido descrito con

respecto a pacientes asintomaticos que recibieron terapia triple (78;381).
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Ademas, las respuestas proliferativas a mitdgenos y antigenos
especificos (citomegalovirus) también aumentaron durante este periodo,
llegando a niveles similares a aquellos pacientes asintomaticos después
de la terapia (78;381). Por tanto, un cambio a un régimen mas potente
parece llevar a una recuperacion del sistema inmune funcién (379). Con el
caso anterior se puede concluir que existen niveles bajos de replicacion
residual que pueden explicar las discrepancias entre una respuesta
completa virolégica aparente, medida con los estandares (respuesta
durable a <20copias /ml) y un progresivo descenso en los niveles de
linfocitos T CD4+. Las determinaciones de la CVP por métodos mas
sensibles (con mas bajos limites de cuantificacion a <5 copia /ml) o por
biopsias de tejidos linfaticos pueden ser necesarios para detectar esta
replicacion residual. Es probable que cambiando o intensificando la
terapia con regimenes mas potentes se pueda prevenir un descenso en
los niveles de los linfocitos T CD4+ y mejorar la funcion del sistema
inmune (379).

6.5.7.2. Células infectadas cronicamente y latentes

Algunos autores han demostrado la existencia de células
infectadas crénicamente y latentes y de replicacion viral en tejido linfatico
después de la supresion de la viremia plasmatica (67;196;211;382).
También se ha descrito que se puede detectar ARN virico en el pool de
las células dendriticas foliculares después de un afio de TARGA exitoso
(220). Algunos autores también sugirieron que sitios como el sistema
nervioso central o el tracto genital podrian ser responsables de parte
importante de esta replicacién de bajo nivel debido a la poca accesibilidad
de los medicamentos o por tener diferente recambio de las células
infectadas (375;383;384).
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Después de TARGA, desaparecen la mayoria de las células
infectadas activas con > 20 copias de ARN virico por células, pero quedan
algunos casos con células con pocas copias de ARN viral (<5
copias/célula) (220). La significacion de estas células para la replicacion
viral es incierta. Pueden ser células infectadas de forma cronica que
mantienen un bajo nivel de produccidén de virus; o pueden ser células en
las que el ciclo vital del virus es incompleto porque los niveles de
expresion de los genes reguladores viricos (ej. rev, tat) son insuficientes
para apoyar las ultimas fases del ciclo vital virico (385).

No obstante, algunos estudios sugieren que en mas del 50% de los
pacientes que consiguen las reducciones de la CVP que se buscaba a <
de 50 copias de ARN de VIH /ml, ocurre una incompleta supresién de la
replicacion (9). Hay autores que han demostrado esta supresion
incompleta mediante la evolucion o el fallo de la reduccién en el
porcentaje de células infectadas latentes, que parece correlacionarse con
la reaparicion esporadica de bajos niveles de viremia detectable mientras
se recibe terapia o con una bajada menos rapida de la viremia durante el
inicio de la terapia (369;376). La mayoria de los estudios sobre la
supresion viral incompleta con TARGA se basan en sangre periférica y no
en los sitios anatomicos donde ocurre la replicacion. Para encontrar
estrategias mas efectivas es necesario determinar si la supresion
completa de la replicacién viral depende de tratamientos con mayor
actividad en sangre y tejido linfatico o con mayor penetracion en sistema

nervioso central o tracto gastrointestinal o0 ambas cosas (13;366).

6.5.7.3. La red de células dendriticas
Otra fuente potencial para mantener la infectividad son los virus

residuales dentro de la red de células dendriticas foliculares de los tejidos

linfaticos donde ocurre la mayoria de la replicacion y almacenaje del virus
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y que representa el grueso de la carga viral en los pacientes no tratados
(21;121). La respuesta a la terapia antiretroviral del virus y el provirus
presente en este compartimiento tisular critico es de importancia
primordial en el éxito a largo término de cualquier estrategia terapéutica.
Las descripciones que algunos autores han hecho de reducciones rapidas
iniciales de la CVTL en respuesta a TARGA en periodos de 6 meses a 1
afio fueron prometedoras (220;278;363). Después de 6 meses de
TARGA, Cavert y cols. documentaron una importante disminucién del pool
de viriones en las células dendriticas foliculares y que al afo de

tratamiento es casi indetectable (220).

Por tanto, la contribucion combinada de las células infectadas
cronicamente y latentes y los virus residuales en las células dendriticas
foliculares suponen unas fuentes potenciales importantes de virus que
pueden reiniciar la infeccion si el tratamiento es inefectivo o se suspende
por alguna razéon. En estas circunstancias, la infeccién se reestablece
rapidamente con la reaparicion de células infectadas activas y ARN virico
en el pool de células dendriticas foliculares con una cinética similar a la de
la infeccién aguda (363). La persistencia del virus y la recrudescencia de
la infeccién suponen un fracaso en el esfuerzo de erradicar el VIH-1 o de
suspender los caros y complicados tratamientos requeridos para suprimir

la replicacion activa.
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7. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La infeccion por el VIH-1 de ciertas células del sistema
inmunoldgico resulta en una inmunosupresion del paciente que pueden
tener devastadoras consecuencias para el paciente.

Desde la primera descripcion del Sindrome de la Inmunodeficiencia
humana Adquirida (SIDA) en 1981(1-3), se han buscado parametros
objetivos que sirvieran para constatar el control clinico y realizar el
seguimiento y el pronéstico asi como la valoracién de la respuesta al
tratamiento en sangre periférica de los sujetos infectados por el VIH. Los
mas utilizados han sido los marcadores de replicaciéon del virus_y los

marcadores inmunologicos (sobre todo el nivel de linfocitos CD4+). Estos

han permitido monitorizar la historia natural de la infeccion por el VIH-1,
predecir la evolucién clinica y evaluar la respuesta a los diferentes
tratamientos antirretrovirales. Pero en estos pacientes, la mayoria de la
replicacion y el principal reservorio viral se produce en el tejido linfatico
que sigue una evolucion diferente a la sangre periférica. Lo que se ha
demostrado con contradicciones entre los cambios obtenidos en la
replicacion viral (11-16) y los niveles de linfocitos (17-19) al compararlos
con los observados en sangre periférica de pacientes antes y después del
tratamiento. Incluso se ha descrito la presencia de carga viral en tejido
amigdalar con carga viral plasmatica indetectable (14;386).

En modelos experimentales en animales se ha detectado la
presencia de virus VIH en ganglios linfaticos inguinales a las pocas horas
de inoculacion vaginal del virus (263). Después de la exposicion mucosa,
el VIH contacta primero con la célula de estirpe monocitaria. Tiene
particular papel la célula de Langerhans, una célula dendritica con potente
capacidad de activacion de linfocitos T. Las amigdalas y tejido adenoide
contienen células dendriticas que son capaces de transferir la infeccion de

VIH a las células CD4+, en el tejido linfatico (267). De hecho, el principal
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receptor del VIH-1 en las células humanas es la molécula CD4, que es
expresada principalmente por los linfocitos T colaboradores. Estos
linfocitos colaboradores CD4+ estan involucrados directa o indirectamente
en la mayor parte de las funciones inmunolégicas del organismo. La
destruccién de estas células por parte del VIH es la responsable del
progresivo deterioro inmunolégico de estos pacientes. Estudios recientes
defienden que la destruccion inicial de linfocitos T CD4+ en las mucosas
es masiva, ya sea de forma directa por el efecto citopatico o indirecta por
la activacién y acortamiento de su vida media, y que es ampliamente
responsable de aspectos de la enfermedad que ocurren durante la fase
crénica de la infeccidon (290). Estos cambios iniciales en el tejido linfatico
asociado a las mucosas no se reflejan en sangre periférica hasta fases
cronicas de la enfermedad. En el tejido linfatico es, pues, donde tienen
lugar los cambios inmunolégicos que acontecen en la infeccion por VIH y
ahi radica la importancia de su estudio.

Ademas, la carga viral también estd asociada con los cambios
histolégicos e inmunoldgicos en tejido linfatico. Tras la infeccion por VIH-
1, se inician importantes cambios en la arquitectura y celularidad del tejido
linfatico amigdalar y de los ganglios linfaticos. Los cambios histolégicos se
han clasificado basandose en los patrones de los ganglios linfaticos.
Estos patrones histopatolégicos se correlacionan perfectamente con los
estadios evolutivos de la infeccion durante el curso prolongado de la
enfermedad tanto a nivel inmunolégico en periferia (niveles de CD4+,
carga viral,...) como clinico (desarrollo de infecciones oportunistas y el
pronéstico de la enfermedad) del paciente (228;271;387-392). La
expansion del tejido linfatico en pacientes en fases tempranas de la
infeccion ocasiona linfadenopatias generalizadas, hiperplasia del tejido
amigdalar y esplenomegalia. Esta hiperplasia linfoide tiene Ilugar
preferentemente en los centros germinales de los foliculos linfoides,
donde el virus es atrapado. En una fase posterior, la célula dendritica

folicular (CDF) involuciona, con alteracion importante de la arquitectura
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del tejido linfatico. Se suceden cambios de lisis folicular, seguidos de
involucion folicular y, finalmente, depleciéon linfoide (228). El estudio
inmunohistoquimico del tejido linfatico revela cambios importantes de las
poblaciones linfoides durante esta progresion. En los pacientes
portadores del VIH existe un descenso de la relacion CD4:CD8, con
aumento de células linfoides T CD8+ citotoxicas. Se observa, ademas,
disminucién de las células CD4, fundamentalmente por un proceso de
apoptosis inducida por el virus, que afecta no solo las células infectadas,
sino también las no infectadas (228;253;254).

El estudio de la distribucion y dinamica de la infeccién por VIH-1 ha
sido efectuado previamente mediante técnicas de hibridacion “in situ” (21).
Estos estudios han demostrado que el virus se localiza preferentemente
en las CDF en las primeras fases de la infeccién (21;276), pasando
posteriormente a infectar las células linfoides, donde se replica. Por tanto,
los tejidos linfoides han demostrado ser los principales reservorios del
virus y el aumento de la deteccién viral en plasma en pacientes no
tratados es el reflejo del aumento de la replicacion viral en los tejidos
linfoides.

Los linfocitos circulantes en sangre representan aproximadamente
un 2 % del contenido total de estas células en el organismo. En
condiciones normales existe un transito de células linfoides entre los
diferentes compartimentos del organismo. Este transito esta modulado por
las denominadas moléculas inflamatorias de adhesién, que se localizan
en la superficie de los leucocitos, determinando los fenédmenos de
adhesion y transmigracion de estas células. A medida que progresa la
infeccion por VIH-1, estas moléculas estan sobreexpresadas en el tejido
linfatico y, de forma paralela, disminuye la proporcién de células linfoides
en sangre periférica (255).

La introduccién de la terapéutica antirretroviral altamente activa
(TARGA) ha cambiado el pronoéstico de la infecciéon por VIH, debido a la

restauracion de la inmunidad que ocasiona en los pacientes. La respuesta
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linfoproliferativa de los linfocitos T colaboradores frente a antigenos
especificos aumenta significativamente tras la instauracion con TARGA
(95;98). El aumento de células T CD4+ en plasma en las primeras fases
del tratamiento es a expensas de células de memoria y no células
“virgenes”, lo que indica que en un primer lugar tiene lugar una
redistribucion de las células desde los tejidos (100). Sin embargo,
después de varios meses de iniciar el tratamiento, suele haber un retorno
gradual de células T con marcadores “virgen”, lo que sugiere un aumento
de la produccién celular a partir de timo residual u érganos extratimicos,
con aumento de estas células en plasma (95) y en tejidos linfoides (255).
Sin embargo, se ha demostrado que, a pesar del tratamiento con
TARGA, persiste una replicacion subyacente del virus (8;9). Las biopsias
de tejido linfatico obtenido de modelos animales y humanos revelan
células T CD4+ activadas y en reposo. Las células T CD4+ pueden haber
sido infectadas mientras estaban activadas y han vuelto al estado de
reposo. Estas células T en reposo, infectadas con VIH no contribuyen a la
viremia y representan un reto para las terapéuticas antirretrovirales. Si
bien con los tratamientos antirretrovirales altamente activos (TARGA) se
disminuye considerablemente la detecciéon de VIH en el tejido linfatico
(104;220;283), los inhibidores enzimaticos, como son la transcriptasa y la
proteasa, no tienen efecto sobre las células quiescentes con material viral
integrado. Por otro lado, el tratamiento con TARGA no permite la
generacion o el refuerzo de una respuesta inmunolégica protectora de
células T anti-VIH-1, que pueda controlar la infeccién una vez suspendida
la terapia. De hecho ha sido documentado el reestablecimiento de la
viremia tras la interrupcion del TARGA, aun cuando la carga viral
plasmatica habia alcanzado niveles indetectables (196;393). Este hecho
ocurre incluso después de 1 o 2 afios del tratamiento con TARGA
continuado, iniciado cuando la homeostasis y funcionalidad de las células

T estan todavia ampliamente preservadas, tal como ha demostrado
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nuestro grupo de Investigacion sobre el SIDA del Hospital Clinic de
Barcelona (355;394).

Estos resultados han destacado la importancia de los parametros
virales e inmunolégicos medidos a nivel del tejido linfatico para el
pronostico de la enfermedad y para el disefio de nuevas estrategias para

la erradicacion del VIH.

Por tanto la principal justificacion del estudio consiste en que las
nuevas terapéuticas se orientan a suprimir el reservorio viral en el tejido
linfatico y dependen de una comprension de los aspectos dinamicos de la
infeccion del VIH. Las investigaciones para determinar la eficacia o
proponer nuevas terapéuticas deben basarse en el estudio de los
mecanismos de infeccidn celular del VIH, no sélo “in vitro”, sino “in vivo”,
en los diferentes estadios clinicos de la enfermedad. Por otro lado, el
estudio de las subpoblaciones linfoides T, con marcaje de linfocitos
“virgenes” y memoria, asi como la determinacion de células en
proliferacion explica las alteraciones que estan ocurriendo en la
inmunidad de los pacientes, ya sea las ocasionadas por el VIH, como las
que resultan secundarias a las diferentes terapias. El estudio debe
completarse con el estudio de la apoptosis en el tejido linfatico,
especialmente con los linfocitos T CD4+ y la influencia con el tratamiento.
Por tanto, los parametros que mejor predicen la evolucién del paciente y
la respuesta al tratamiento se obtienen del estudio del tejido linfatico pero
este estudio es complejo, nuestro grupo intenta encontrar marcadores en
sangre periférica que puedan utilizarse para estimar la carga viral y el
estado histopatolégico del tejido linfatico. Estos marcadores podrian
utilizarse como guia para el tratamiento clinico de las personas infectadas
por VIH-1.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Este estudio se ha realizado en los servicios de Enfermedades
Infecciosas y Anatomia Patoldgica del Hospital Clinic con pacientes
infectados por el VIH-1, asintomaticos, con buen estado inmunoloégico y

sin tratamiento previo.

En esta tesis se plantan dos hipétesis:

12. La replicacion viral en tejido linfatico, tanto antes del tratamiento
como la residual después del mismo, influiria de forma determinante en
parametros del sistema inmunoldgico, tanto en periferia como en tejido

linfatico.

22, En periferia podria haber algun marcador inmunolégico que
predijera el control de la replicacion viral en tejido linfatico. Como los
pacientes con TARGA y CV elevada en el tejido linfatico tienen mayor
riesgo de fracaso, estos marcadores servirian para definir cuales son

estos pacientes.

Los objetivos concretos desarrollados en los dos articulos

presentados son:

1- Cuantificar el VIH-1 mediante técnicas de PCR (carga viral) en

tejido linfoide antes y después del tratamiento con TARGA.
2- Correlacionar la carga viral en tejido linfoide con la carga viral y

subpoblaciones linfoides estudiadas en sangre periférica, antes y

después del tratamiento.
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3- Estudiar la inmunoarquitectura del tejido linfoide y cuantificar las

subpoblaciones celulares en el mismo, antes y después del
tratamiento. Correlacionarlas con la carga viral en tejido linfoide y

los mismos parametros en sangre periférica.

4- Estudiar la presencia y distribucién del antigeno viral p24 en el

200

tejido linfoide, mediante técnicas de inmunohistoquimica, antes y

después del tratamiento.
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ABSTRACT 1° ARTICULO

En pacientes naive infectados de forma crénica por el VIH, se observa
una correlaciéon entre la carga viral de tejido amigdalar y diferentes
parametros inmunolégicos y virolégicos de sangre periférica, que no se
observan después de 1 ano de tratamiento antirretroviral de alta actividad
(TARGA). Los regimenes que contienen un inhibidor de la proteasa son
los mejores predictores de una buena respuesta virolégica en el tejido

amigdalar después de un afio de TARGA.

Palabras clave: carga viral en tejido amigdalar, carga viral plasmatica,

marcadores, activacion inmune.
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In 81 antiretroviral-naive HIV-1 chronic-infected
patients, we found a correlation among tonsillar tissue
viral load, and virological and immunological measures in
blood at baseline. No correlation was observed after 1

year of antiretroviral therapy. A protease inhibitor-
containing regimen was the best predictor of good
tonsillar tissue virological response.

Introduction

Despite sustained viral load suppression in plasma,
HIV RNA can be detected in tonsillar tissue in some
patients (TTVL) [1,2]. Lymphatic tissue biopsies are an
invasive procedure and difficult to be repeated. It
would be useful to study the relationships among the
different virological, immunological and histological
measures in both tonsillar tissue (TT) and peripheral
blood before and after 1 year of antiretroviral therapy
(ART). We also analysed the predictors of an effective
virological response in TT after 1 year of therapy.

Methods

All consecutive adult patients who were antiretroviral-
naive with chronic asymptomatic HIV-1 infection and
CD4 lymphocyte count above 500 cells x10%1 were
eligible for performing tonsillar biopsy if written
informed consent was granted. Of the 378 patients
visited from January 1996 to December 2000, 181
(48%) did not have accessible TT. Eighty-one (41%)
out of 197 remaining patients consented in performing
a tonsillar biopsy and were recruited for this study.
Measurements of plasma viral load (PVL), TTVL and
lymphocyte immunophenotyping were performed at
day 0 before any ART and 1 year thereafter as previ-
ously described [3,4]. All the samples were examined
by a pathologist and confirmed the presence of
lymphoid tissue. Hematoxylin and eosin staining was
performed and two observers independently performed
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the microscopic analysis in a blinded fashion (scored
the TT biopsies without knowing the level of TTVL or
PVL). Each sample was classified as stage I, IT or III (no
lymphocyte depletion/prominent germinal centres,
follicular involution and absence of follicles/follicular
depletion, respectively). The mean follicular size and
the proportion of follicular centres with regard to total
lymphoid tissue were also assessed. Non-routine
procedures were approved by the Institutional Review
Board. Spearman Rank Order Correlations were
performed on quantitative data. After 1 year of ART,
we divided the cohort in two groups: group 1, patients
with undetectable TTVL; group 2, patients with
detectable TTVL. The differences between these two
groups were compared with a Student’s t-test. A
univariate and multivariate analysis (logistic regres-
sion analysis) was performed to find which baseline
variables predict an effective virological response in
TT (defined as undetectable viral load, TTVL below
40 copies/mg of tissue) after 1 year of therapy.

Results

At baseline, two samples of TT were obtained in 81
patients. None of the patients suffered or complained of
local or systemic side effects. The mean +SE TTVL and
PVL was 5.4 +/- 1.3 log,, copies/mg of tissue and 3.9
+0.9 log,, copies/ml, respectively. The mean =SE of CD4
and CD8 T cells were 703 =267 and 997 +475 cells/mm?>,
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respectively. There was a significant positive correlation
of TTVL with PVL (r=0.61, P=0.0001) and CD8CD38 T
cells (r=0.46, P=0.0001). There was a significant negative
correlation of TTVL with CD4 T cells (r=-0.30,
P=0.001), ratio of naive/memory CD8 T cells
(r=—0.29, P=0.006) and CD8CD28 T cells (r=—0.39,
P=0.0001). A second biopsy was performed in 70 out
of 81 after 1 year of ART (four patients did not start
ART and seven were lost for follow-up). TTVL was
undetectable in 38 out of 40 patients (95%) who
received a non-boosted protease inhibitor containing
regimen [indinavir, nelfinavir or ritonavir either with
two nucleoside reverse transcriptase inhibitors
(NRTIs) (7=26) or one NRTI + efavirenz (n=4)] versus
in 10 out of 18 patients (56%) who received a nevi-
rapine-containing regimen (plus two NRTIs) and
versus in two out of 12 patients (17%) who received
NRTI bitherapy (ANOVA test with Bonferroni correc-
tion for multiple comparisons, P=0.004) (Figure 1).
PVL was undetectable in 67 out of 70 patients (95%)
after 1 year of therapy (Figure 1).

As we found that half of patients of the nevirapine-
containing regimen had detectable TTVL after 1 year
of treatment, we analysed the histology of the samples
of this group (7=18) to study if the presence of active
replication in TT after 1 year of ART was associated
with persistence of morphological abnormalities. At
baseline, 13 out of 18 patients showed follicular deple-
tion (stage III). Only two patients had a tonsillar
sample classified as stage 1. After 1 year of ART, none
of the samples showed follicular depletion (stage III)
and seven out of 18 were classified as stage I. Mean
TTVL was lower in patients with TT in stage I than in
patients with samples with follicular involution (stage
) (2.17 +0.38 and 3.75 +0.47 log,, copies/ml, respec-
tively, P=0.032). Moreover, TTVL was inversely
correlated with the amount of follicular centres and
mean follicular size (r=—0.596, P=0.019; and r=-0.567,
P=0.028, respectively).

We analysed the predictors of an effective virolog-
ical response in TT after 1 year of therapy. In the
univariate analysis, baseline TTVL, memory CD4 T
cells and type of ART were associated with an effective
TT virological response (Table 1). Baseline PVL did not
predict the TTVL response after 1 year of ART [mean
+SE baseline PVL: 3.8 0.2 and 4.1 =0.2 log,,
copies/ml, undetectable versus detectable TTVL
groups, respectively (P=0.19)]. Moreover, TT viral
response after 1 year of ART was not correlated with
the time to decrease PVL below 200 copies/ml or the
number of blips. When a multivariate analysis (logistic
regression analysis) was performed, only type of ART
remain as significant independent predictor of response
(Table 1).
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Figure 1. Plot of the viral load in plasma versus tonsillar
tissue for each patient after 1 year of antiretroviral therapy
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Discussion

At baseline, a 72% of the patients showed follicular
depletion in TT even in this early stage (all of them
had a baseline CD4 T cells above 500 cells/mm?). We
observed a good correlation between TTVL and PVL
and peripheral blood lymphocyte subsets, suggesting
that virological and immunological measures are
good surrogate markers of TT HIV-1 viral burden in
antiretroviral-naive patients.

Despite 1 year of a nevirapine-containing regimen
(plus two NRTIs) and an undetectable PVL, half of the
patients had persistent histological abnormalities,

Table 1. Baseline predictors of good response in tonsillar
tissue viral load after 1 year of antiretroviral therapy (defined
as undetectable tonsillar tissue viral load)

Variable TTVL TIVL P-value
<40 copies/mg >40 copies/mg
of tissue t of tissue t
Univariate analysis
Log,, BTTVL* 53 +0.2 6.1 +0.2 0.04
CD4CD45RA-RO+ T cells (%) 50 +3 37 +5 0.05
Type of antiretroviral therapy
Pl-containing regimen, 38 (95) 2 (5) 0.0001
n (%)
NVP-containing regimen, 10 (56) 8 (44)
n (%) §
NRTI bitherapy, n (%) § 2 (17) 10 (83)

Multivariate analysis
Pl-containing regimen,
Hazard ratio (95% Cl)

24 (1.34-445)  0.031

*Mean +SE. + After 1 year of antiretroviral therapy. 8§ Nevirapine + two NRTIs
or NRTI bitherapy. BTTVL, Baseline tonsillar tissue viral load (copies/mg of
tissue); Pl, protease inhibitor.
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consistent with findings reported recently [5].
Remarkably, those samples in stage I, with bigger
follicular centre or higher amount of follicular centre
had lower TTVL. Moreover, as it has been observed by
other authors [1,2,6,7], we found discrepancies
between TTVL and PVL after 1 year of ART.
Discrepancies have also been observed during the tran-
sition from primary to chronic HIV infection. In this
setting, the level of TTVL remains elevated despite the
fact that PVL drop significantly [8].

In a multivariate analysis, protease inhibitor-sparing
regimens (nevirapine + two NRTIs or NRTI bitherapy)
were associated independently with a worse response
in TTVL. As the TTVL was correlated with histolog-
ical findings, it is possible to speculate that these
patients also had a higher risk of remaining with
persistent histological abnormalities. Other variables
such as TTVL or PVL, which are important to predict
time to suppress viraemia below detectable level [9],
did not predict the response in TTVL.
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ABSTRACT 2° ARTICULO

La carga viral plasmatica y las determinaciones de las subpoblaciones
linfocitarias en sangre periférica son los marcadores usados para
monitorizar la infeccion por VIH. Sin embargo, la replicacion viral y la
mayoria de los cambios inmunolégicos suceden en los tejidos linfoides
(TL) Hemos estudiado las biopsias amigdalares de 30 pacientes en
estadios tempranos de la enfermedad, antes del inicio de cualquier
tratamiento y después de 12 y 36 meses de tratamiento antirretroviral de
alta actividad (TARGA). Se ha investigado el ARN del VIH mediante
técnicas de PCR (carga viral en TL), la inmunoexpresion de la proteina
p24 viral y la arquitectura del tejido linfoide y subpoblaciones celulares por
medio de un morfémetro. La carga viral en TL y la inmunoexpresién de
p24, la cual fue encontrada asociada principalmente a células foliculares
dendriticas, desciende significativamente después del tratamiento, pero
no desaparece en todos los casos, incluso después de 36 meses de
tratamiento. Fue observada una mejoria significativa de la arquitectura del
TL después del tratamiento, con recuperacion de las estructuras
foliculares. Estos cambios histolégicos se correlacionan con la carga viral
en TL. Ademas, el nimero de células CD4+ se incrementa, mientras los
linfocitos CD8+ y citotoxicos (CD8+granzymeB+) descienden
significativamente, la ultima tanto en el area folicular como interfolicular.

Sin embargo estos niveles celulares después del tratamiento no alcanzan
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los de los pacientes control sanos. Las células naive (CD45RA+) y
memoria (CD45RO+) aumentan significativamente después del
tratamiento. En conclusion, en la infeccion por VIH el impacto del
tratamiento sblo puede ser establecido completamente en los reservorios
de TL, donde la mayoria de los virus se almacenan y se asocian a celulas
foliculares dendriticas. TARGA produce una recuperacion significativa de
la arquitectura del TL y de las subpoblaciones linfocitarias, las cuales
estan asociadas a un descenso en la carga viral en TL. Sin embargo
estos parametros estudiados en TL no se restablecen completamente,

incluso después de 36 meses de TARGA.

Palabras clave: TARGA, VIH, Inmunohistoquimica, tejido linfoide,

morfometro, p24.
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Immunoarchitecture of lymphoid tissue
in HIV-infection during antiretroviral therapy
correlates with viral persistence

Llicia Alos', Pilar Navarrete', Vanesa Morente', Felipe Garcia®?, Marta Garrido",
Montse Plana®, Anna Mozos?!, Anna Ldépez?, Cristina Gil*, Tomas Pumarola?,
Miguel Caballero®, Jose L Blanch®, Emilio Fumero?, José M Miré?, Teresa Gallart?,
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'Departments of Pathology; *Department of Infectious Diseases; *Department of Immunology; *Department of
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Plasma viral load and T-cell subset determinations in blood are the markers used for monitoring HIV-1 infection.
However, key pathogenesis events, viral replication and most immunologic changes occur in the lymphoid
tissues. We have studied the tonsillar biopsies of 30 patients in the early stages of the disease, before initiating
treatment and after 12 and 36 months of fully effective highly active antiretroviral therapy. We have investigated
the HIV RNA by polymerase chain reaction (lymphoid tissue viral load), the immunohistochemical HIV-p24
antigen expression, as well as the lymphoid tissue architecture and lymphoid cell subsets using morphometry.
The lymphoid tissue viral load and the immunoexpression of p24, which was found to be mainly associated with
follicular dendritic cells, decreased significantly after treatment, but did not disappear in all cases, even after 36
months of treatment. A significant improvement of the lymphoid tissue architecture was also observed after
treatment, with recovery of follicular structures. These histological changes correlated with the lymphoid
tissue viral load. Moreover, the counts of CD4+ increased whereas CD8 + and cytotoxic lymphocytes
(CD8 + granzyme B-+) decreased significantly, the latter in both interfollicular and intrafollicular areas.
However, these cellular counts after treatment did not reach those of lymphoid tissue of non-HIV-infected
patients used as control cases. Naive (CD45RA +) and memory (CD45R0 +) cells also improved significantly
after treatment. In conclusion, in HIV-infection the impact of treatment can only be assessed completely in the
lymphoid tissue reservoir, where most of the virus is stored and associated with follicular dendritic cells. Highly
active antiretroviral therapy produces a significant recovery of lymphoid tissue architecture and lymphoid cell
subsets, which are associated with the decrease of lymphoid tissue viral load. However, these parameters
studied in lymphoid tissue are not re-established completely, even after 36 months of highly active antiretroviral
therapy.

Moderr¥ Pathology (2005) 18, 127—-136, advance online publication, 24 September 2004; doi:10.1038/modpathol.3800267

Keywords: HAART; HIV; immunohistochemistry; lymphoid tissue; morphometry; p24

In HIV-1 infection, viral replication and storing take
place in lymphoid tissues. The infection generates a
large number of virions, most of which are stored in
immune complexes associated with follicular den-
dritic cells."™ These cells play an important role in
the transmission of HIV to cells and represent a
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major reservoir for HIV, facilitating the infection of
CD4 + T lymphocytes and producing a subsequent
systemic spread.’ Consequently, there is an impair-
ment of CD4 + helper or inducer cells, probably due
to several mechanisms, such as a persistent immune
activation with an increased T-cell proliferation and
cell death,”® and a decrease of cell production by
preventing maturity of lymphoid precursors.®"’
CD4 + T lymphocytes are involved either directly
or indirectly in most of the body’s immunologic
functions and their destruction results in progres-
sive impairment of the immune response and
ultimately in the marked immunodeficiency
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characteristic of AIDS. Moreover, the HIV-1 infec-
tion induces an increase of the specific anti-HIV
cytotoxic reaction, for which cytotoxic CD8 + T cells
are responsible. These cells are recruited to the
germinal center of the lymphoid tissue by a
chemotactic effect of the virus, but in most cases,
this cytotoxic action is insufficient to stop the viral
replication. As a consequence of these facts the
follicular dendritic cells are destroyed as innocent
bystanders, resulting in damage to their mesh-
work.” These changes in the T-lymphoid cell
subsets induced by the virus, led to a progressive
alteration in the lymphoid tissue architecture, that
correlates with the evolution of the disease.’®"®

The introduction of highly active-antiretroviral
therapy (HAART) has changed the prognosis of this
disease, due to the decrease of the virus replication,
and the CD4+ T lymphocyte recovery. Under
HAART, the CD4 + T cell increase is determined
by a decrease of dying T cells,>”'* and also by
thymic output.*'® These events are associated with
a suppression of the plasma viral load and an
increase of CD4+ T lymphocytes in peripheral
blood. However, in spite of this improvement, after
interrupting HAART there is a rebound of the
plasma viral load again. This fact occurs even when
the plasma viral load had been undetectable and it is
attributed to the persistence of lymphoid tissue viral
reservoir.'”'® Moreover, these patients present an
incomplete immune restoration measured by means
of phenotypical and functional parameters, even
when T-cell counts have improved in peripheral
blood."™ Previous studies of the lymphoid tissue in
HIV-infected persons on HAART have demonstrated
a partial improvement of the lymphoid tissue
architecture after 12 months of treatment,?*?* but
there are no studies comprising longer follow-up.

The overall goal of the present study was to
determine the viral reservoir in lymphoid tissue and
its relationship with the changes in the immu-
noarchitecture of lymphoid tissue, in patients
successfully treated with HAART for a long period.
To carry out this aim, we have studied the tonsillar
lymphoid tissue of 30 HIV-1-infected patients,
before initiating HAART and after 12 and 36 months
of treatment. We have determined the HIV-1 RNA by
PCR and the immunoexpression of p24 antigen. The
lymphoid tissue architecture has been studied by
morphometry and we have quantified the lymphoid
cell subsets. Moreover, these parameters in lym-
phoid tissue have been correlated with the plasma
viral load and T-cell subsets in peripheral blood,
determined in parallel.

Materials and methods
Patient Population

In all, 30 adult patients with chronic asymptomatic
HIV-1 infection and CD4 + lymphocyte count above
500 cells x 10%/1, not previously treated with anti-
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retroviral therapy, were eligible for tonsillar biop-
sies. All patients gave written informed consent to
be included in the present survey. The study was
approved by the local ethics committee. The
patients were treated with HAART, defined as a
combination of at least two nucleoside reverse
transcriptase inhibitors plus a protease and/or a
non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor.

Five tonsillar therapeutic resections of five non-
HIV-infected persons, with sleep apnea syndrome
were used as control cases.

Lymphoid Tissue Collection and Selection of Cases

The tonsillar biopsies were performed in all patients
before initiating HAART and after 12 months of
treatment. In six cases, tonsillar biopsies were
obtained also after 36 months of treatment. Each
sample of tonsillar tissue was split into two parts,
one-half was frozen immediately in liquid nitrogen
and used to determine the lymphoid tissue viral
load; the other half was formalin-fixed and paraffin-
embedded for histological and immunohistochem-
ical studies. From the latter routine, hematoxylin—
eosin stain was carried out. Only biopsies with an
adequate amount of lymphoid tissue were selected
for immunohistochemical and morphometric ana-
lyses. We could evaluate 26 initial biopsies; 28
biopsies performed after 12 months of treatment;
and the six biopsies after 36 months of treatment.
However, all cases were included in this survey,
as we consider they could give us useful infor-
mation.

Lymphoid Tissue Viral Load

Lymphoid tissue viral load was determined in
frozen tonsillar tissues using the NucliSens HIV-1
RNA QT Assay (Organon Teknika, Turnhout,
Belgium). RNA was extracted using the Boom
extraction method recommended by the manufac-
turer’s (Organon Teknika) protocol. In brief, 80
slices of 10um from each specimen (mean total
weight 18mg) were added to 1ml guanidine
thiocyanate containing lysis buffer. After homoge-
nization, 10 ul of each sample was added to 1ml of
new lysis buffer with RNA internal standards
(NucliSens) and 50pul silica suspension to bind
nucleic acid. After centrifugation, the silica pellet
was washed five times (twice with guanadine
thiocyanate-based wash buffer, twice with 70%
ethanol and once with acetone). Subsequently,
nucleic acid was eluted using 50 ul elution buffer
(EDTA). The amplification reaction used 5 ul of this
nucleic acid solution with 45 ul specimen diluent
and NASBA (NucliSens). The amount of RNA was
expressed as copies per miligram of tissue. The
limit of detection of this method for HIV-1 RNA
was calculated to be in the order of 40 copies/mg
lymphoid tissue.



Immunohistochemical Techniques

Immunohistochemical studies were carried out
using both the automated immunohistochemical
system TechMate 500 (Dako, Carpinteria, CA,
USA), and the EnVision system (Dako). Briefly,
4 um sections were deparaffinized and hydrated
through graded alcohols and water. Peroxidase was
blocked for 7.5 min in ChemMate peroxidase-block-
ing solution (Dako). Then the slides were incubated
with the primary antibodies for 30 min and washed
in ChemMate buffer solution (Dako). The peroxidase
labelled polymer was then applied for 30 min. After
washing in ChemMate buffer solution, the slides
were incubated with diaminobenzidine substrate
chromogen solution and counterstained with hema-
toxylin. The antibodies used in the study, their
sources and dilutions are shown in Table 1. Double
immunohistochemical stains were performed in
order to determine cytotoxic T lymphocytes (stains
for CD8 and granzyme B) and proliferating naive
lymphocytes (stains for CD45RA and Ki-67). For this
purpose, bindings of granzyme B and Ki-67 anti-
bodies were visualized using the EnVision system,
as explained above. The sections were then heat
treated again for 5 min and incubated with CD8 and
CD45RA antibodies, respectively. The second anti-
bodies were then detected with APAAP using New
Fuchsin as red chromogen.

Study of the Morphology of Lymphoid Tissue and the
Immunoreaction for p24

Tonsil tissue sections were examined blindly to
evaluate the morphological characteristics of the
lymphoid tissue and immunohistochemical results
for p24 by two independent observers (LA and PN or
VM), who were not aware either of the dates of tonsil
biopsy nor the clinical situation of the patients. The
morphological study of the lymphoid tissue was
performed on hematoxylin—eosin sections, with the
aid of immunohistochemical stain for CD20 and
CD21 in order to detect secondary follicles. The
histological characteristics of the lymphoid tissue

Table 1 Antibodies used in the study

Antibody Source Clone Dilution
P24 Dako Kal-1 1:5
CD20 Dako L26 1:80
CD21 Dako 1F8 1:100
CD4 NCL 1F6 1:5

CDs8 NCL 4B11 1:10
Granzyme B Monosan GrB-7 1:50
CD45RO CCT A6 1:200
CD45RA Dako 4KB5 1:25
Ki-67 IMT MIB-1 1:400

Dako (Carpinteria, CA, USA); NCL: Novocastra Laboratories Ltd
(Newcastle, UK); Monosan (Uden, The Neederlands); CCT: Concepta
(Barcelona, Spain); IMT: Immunotech (Marseille, France).
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was scored in three stages, according to the follow-
ing definitions: (I) No lymphocyte depletion, pro-
minent germinal centres with well-formed follicular

Figure 1 Changes in the architecture of the lymphoid tissue at
baseline and after HAART. (a) Lymphoid tissue at baseline:
lymphocyte depletion, absence of lymphoid follicles and promi-
nent stromal vascularity (stage III). (b) The same case after 12
months of treatment: recovery of the lymphoid tissue architec-
ture. Follicles appear well formed with large germinal centres
(stage I). (c) The immunostaining for CD21 demonstrates the
improved follicular dendritic cell meshwork after treatment.
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dendritic cell network (Figures 1b, c¢). Follicle lysis
images could be seen; (II) Partial lymphocyte
depletion, small germinal centres with scarce B
lymphocytes and with incomplete follicular den-
dritic cell network (Figures 2a,b); (III) Marked
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Figure 2 Lymphoid tissue before treatment, in histological stage
II, (a) Partial lymphocyte depletion with small germinal centres.
(b) An incomplete follicular dendritic cell meshwork is seen
using the CD21 antibody. (¢) The HIV-p24 immunostaining shows
positivity following a follicular dendritic cell pattern.
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lymphocyte depletion, absence of lymphoid folli-
cles, accumulation of plasma cells, stromal vascular
proliferation (Figure 1a). Moreover, from each speci-
men, the total amount of lymphoid tissue and the
follicular areas were evaluated by planimetry from
low-power fields (x 10 objective), using a morph-
ometer (Microimage Olympus 3.0). The mean folli-
cular area and the proportion of follicular areas with
regard to the total amount of lymphoid tissue were
determined for each case.

The immunoexpression of p24 protein was quan-
tified in four grades: 0: no positive cells; 1: positive
immunoreaction in scattered and scarce cells, with
mild intensity; 2: small groups of positive cells,
with mild intensity; 3: numerous positive cells with
strong intensity (Figure 2c).

Quantification of Lymphocyte Cell Subsets in
Lymphoid Tissue

CD4 +, CD8 +, cytotoxic lymphocytes (CD8 4 gran-
zyme B + ), memory (CD45R0O + ), naive (CD45RA +),
naive proliferating (CD45RA+ Ki-67+), and B
(CD20+) cells were counted in the interfollicular
areas. Moreover, the intrafollicular cytotoxic lym-
phocytes were counted separately. In the five con-
trol cases from non-HIV-infected patients CD4 +
and CD8 + cells, and cytotoxic lymphocytes were
evaluated.

These cell counts were performed by means
semiquantitative Image Analysis, using the morph-
ometer Microimage of Olympus 3.0 which is con-
nected to an Olympus BH2 microscope. In all, 10
high-power fields (HPFs), using a x40 objective,
were counted. The mean value per HPF for each cell
type, was calculated.

Peripheral Blood Determinations

Plasma viral load was measured using a quantitative
polymerase chain reaction method (HIV Monitor test
Procedure, Amplicor PCR Diagnostic; Hoffman-La
Roche, Basel, Switzerland), with a limit of quanti-
fication of 20 copies/ml.

CD4 and CD8 T-cell counts in peripheral blood
were determined by standard flow cytometry. Sub-
populations of CD3+, CD4+ and CD8+ T cells
were determined using monoclonal antibodies (all
from Becton-Dickinson, Mountain View, CA, USA).
The stained cells were analysed on a FacsCalibur
flow cytometer. Data were analysed using CellQuest
software.

Statistical Study

For the purpose of the analysis, RNA values in
lymphoid tissue reported as undetectable (below
40 copies/ml) were considered equivalent to
40 copies/ml. Quantitative data were compared



between groups with a Student’s t-test for paired
samples in variables with normal distribution and
similar variances, or with the Wilcoxon matched
pairs test for those variables without normal dis-
tribution. Spearman rank-order correlations were
performed on quantitative data. A P-value <0.05
was considered significant.

Results
Clinical Findings of the Patients

The median age of the patients was 34 years (range
24-49). In all, 21 patients were male and nine were
female. The risk factors for HIV-1 infection were
drug addiction in nine cases, homosexual transmis-
sion in eight cases and heterosexual transmission in
13 cases. The patients had been diagnosed with HIV-
1 infection a median of 24 (range 13—120) months
prior to initiation of HAART.

Lymphoid Tissue Viral Load, Morphology of the
Lymphoid Tissue and p24 Expression

The results of the lymphoid tissue viral load, the
morphological study of the lymphoid tissue and the
immunoexpression of p24 are summarized in Tables
2 and 3. In initial biopsies, before treatment, the
median lymphoid tissue viral load was 1542691
copies/mg tissue, and it decreased significantly after
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12 months of treatment to 8915 copies/mg tissue
(P=0.013). However, after 36 months of treatment,
the lymphoid tissue viral load was still detectable in
four out of six cases evaluated, and it did not change
significantly from the previous determination (med-
ian of 12030 copies/mg tissue).

The morphological study could be performed in
26 cases at baseline. In all, 15 cases (58%) showed
an histological stage III (Figure 1a); nine cases
(35%), a stage II (Figure 2a,b); and two cases (7%),
a stage I. After 12 months of treatment, 28 biopsies
could be evaluated. There was a significant
improvement in the lymphoid tissue morphology
(P<0.001): 15 cases (54%) were in histological
stage II; 13 cases (46%), in stage I (Figure 1b,c);
and none in stage III. Four out of six biopsies
performed after 36 months of treatment were in
histological stage I (67%), but two were still in
stage II (33%). There was a positive statistical
correlation between lymphoid tissue viral load and
the histological stage: high levels of lymphoid
tissue viral load correlate with high histological
stages, and low levels of lymphoid tissue viral
load correlate with low histological stages
(P=0.040).

In basal biopsies, the median follicular area was
0.05mm? and the median proportion of follicular
areas with regard to the total amount of lymphoid
tissue was 1.61% (range 0-15.52%). These para-
meters increased significantly after 12 months of
treatment: the median follicular area was 0.17 mm?*

Table 2 Relationship between lymphoid tissue viral load (LTVL) and follicular area (FA) in HAART-treated patients

Time after treatment Total cases Median Range P-value
LTVL (copies/mg tissue) Basal 30 1542691 405—-8 380952 0.013*
12 mo. 30 8915 <40-100000
36 mo. 6 12030 <40-35000
FA (mm?) Basal 26 0.05 0-0.24 0.018*
12 mo. 28 0.17 0.04-1.23
36 mo. 6 0.15 0.07-0.33
dP-value between samples at baseline and after 12 months of treatment.
Table 3 Relationship between histological stages and p24 expression in HAART-treated patients
Time after treatment Total cases N. cases (%) P-value
Histological stages I I 111
Basal 26 2 (7) 9 (35) 15 (58) <0.001*
12 mo. 28 13 (46 15 (54) 0
36 mo. 6 4 (67 2 (33) 0
p24 grades 0 1 2 3
Basal 17 0 2 (11) 3 (18) 12 (71) <0.001*
12 mo. 20 10 (50 7 (35) 3 (15) 0
36 mo. 6 2 (33 4 (67) 0 0

@P-value between samples at baseline and after 12 months of treatment.
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(P=0.018), and the median proportion of follicular
areas with regard to the total amount of lymphoid
tissue was 8.47% (range 2-20.59%) (P<0.001).
However, these parameters did not change signifi-
cantly after 36 months of treatment, when compared
with those after 12 months of treatment (the median
follicular area was 0.15mm?® and the median
proportion of follicular areas with regard to the total
amount of lymphoid tissue was 10.72%). There was
a statistical correlation between the histological
stage with both follicular area and the proportion
of follicular areas with regard to the total amount of
lymphoid tissue (P<0.001).

The immunoexpression of p24 was assessed in 17
initial biopsies. All cases were positive with 12
cases (71%) in grade 3 (Figure 2c); three cases
(18%), in grade 2; and two cases (11%) in grade 1.
After 12 months of treatment, the immunoexpres-
sion of p24, assessed in 20 cases, decreased
significantly (P<0.001). However, it was still posi-
tive in 10 cases: seven in grade 1 (35%), and three in
grade 2 (15%). p24 was negative in the other 10
cases (50%). After 36 months of treatment, the p24
expression was still positive in four out of six cases
(67%), all them in grade 1. In the cases with
follicular structures (stages I and II) the immunoex-
pression of p24 was superposed on the CD21
expression (Figure 2b, ¢).

Lymphocyte Subset in Interfollicular Areas of the
Lymphoid Tissue

The results of the counts of CD4+, CD8+ cells,
cytotoxic lymphocytes, memory, naive, naive pro-
liferating, and B lymphocytes in the interfollicular
areas are shown in Table 4.

At baseline, the median counts of CD4+ and
CD8+ cells were 251 and 246 cells per HPF,
respectively. The median count of cytotoxic lym-
phocytes was 198 cells per HPF. A significant
increase of CD4+ cells (P<0.001) (Figures 3a,b)
and decrease of CD8 + cells and cytotoxic lympho-
cytes (both P<0.001) was observed after 12 months
of treatment (median of 456, 121, and 97 per HPF,
respectively). Consequently, the ratio CD4 +/CD8 +
in lymphoid tissue also increased significantly
(P<0.001). We found a positive correlation be-
tween the number of CD8+ and the histological
stage of the lymphoid tissue (P=0.010). After 36
months of treatment the mean value for each cell
count did not change significantly (median CD4 +:
426, CD8 +: 143 and cytotoxic lymphocytes: 89 per
HPF), when compared to that of the previous
determination. The tonsils of non-HIV persons,
used as control cases had a higher median of CD4
+ cells (638 per HPF), and a lower number of CD8
+ cells (96 per HPF) and cytotoxic lymphocytes
(65 per HPF), even when compared with the
determinations of HIV-infected persons after treat-
ment (Figure 3c).
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Table 4 Cells per HPF in interfollicular areas of lymphoid tissue
in HAART-treated patients

Time after Range Median P-value
treatment
CD4+ Basal 60-449 251 <0.001*
12 mo. 158-623 456
36 mo. 345-510 426
Control 550-737 638
CD8+ Basal 81-343 246 <0.001*
12 mo. 25-268 121
36 mo. 60-226 143
Control 90-104 96
Cytotoxic Basal 68-297 198 <0.001*
lymphocytes 12 mo. 41-198 97
(CD8+ granzyme 36 mo. 45-102 89
B+) Control 61-75 65
CD45R0O+ Basal 240-580 372 <0.001*
12 mo. 310-720 496
36 mo. 206—482 420
CD45RA+ Basal 82-336 192 <0.001*
12 mo. 164-576 420
36 mo. 198-375 312
CD45RA+Ki67+  Basal 2-20 10 0.110°
12 mo. 4-24 12
36 mo. 6-12 10
CD20+ Basal 35-175 100 0.160%
12 mo. 14-132 89
36 mo. 38-119 81

dp-value between samples at baseline and after 12 months of
treatment.

In initial biopsies, the median counts of memory,
naive, and proliferating naive cells were 372, 192,
and 10 per HPF, respectively. After 12 months of
treatment, both memory and naive cells increased
significantly (median of 496 and 420 per HPF,
respectively) (both P<0.001), but the increase of
naive cells was higher, and there was an improve-
ment in the ratio naive/memory cells. Proliferating
naive cells also increased, but not significantly
(median of 12 per HPF). After 36 months of
treatment, these parameters did not change signifi-
cantly, and the median counts of memory cells were
420, naive cells 312, and the proliferating naive cells
10 per HPF. Only naive cells correlated with
lymphoid tissue viral load (P=0.045).

The median count of CD20+ cells (B lympho-
cytes) in interfollicular areas at baseline was 100 per
HPF. After 12 and 36 months of treatment this
parameter did not change significantly, and it was
89 and 81 per HPF, respectively.

Intrafollicular Cytotoxic Lymphocytes

Cytotoxic lymphocytes (CD8 + granzyme B + cells)
inside the follicular structures were counted in 11



Figure 3 CD4+ cells in interfollicular areas of the lymphoid
tissue. (a) Before treatment, the number of CD4-+ cells is
impaired. (b) The same case after 12 months of HAART shows
recovery of the number of CD4 + cells. (¢) Lymphoid tissue of non
HIV-infected person (control case): higher number of CD4 + than
that of HIV-infected persons, even after treatment.

cases with follicular structures in the initial biop-
sies. In these cases, the median count of intrafolli-
cular cytotoxic lymphocytes was 20 cells per HPF
(range 7-30). After 12 months of treatment, the
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median count of cytotoxic lymphocytes decreased
significantly, and it was of 11 cells per HPF (range
5-19) (P=0.004). After 36 months of treatment, the
median intrafollicular cytotoxic lymphocyte count
was 16 (range 6-22), and there was no statistical
difference when compared to the previous determi-
nation. The median intrafollicular cytotoxic lym-
phocytes counted in the tonsillar lymphoid tissue of
non-HIV-infected persons (control cases) was two
cells per HPF (range 1-3).

Peripheral Blood Determinations

Plasma viral load decreased significantly after 12
months of treatment (P<0.001), and turned into
undetectable in all cases. It was still undetectable
after 36 months of treatment. We found a statis-
tical correlation between plasma viral load and
the histological stage of the lymphoid tissue
(P=0.013); but not with lymphoid tissue viral load
or other lymphoid tissue parameters.

In peripheral blood also there was a significant
increase of CD4 + (P=0.02) and decrease of CD8 +
after treatment (P=0.019). Thus, the ratio CD4 +/
CD8 + cells in peripheral blood increased signifi-
cantly after treatment (P<0.001). At the moment of
the third biopsy, after 36 months of treatment, these
parameters did not change significantly.

The ratio CD4 +/CD8 + was lower in peripheral
blood than in lymphoid tissue. We did not find
statistical correlation between CD4 + and CD8 + in
peripheral blood with CD4+ and CD8+ in lym-
phoid tissue. However, the ratio CD4 4 /CD8 + in
peripheral blood correlated with the same ratio in
lymphoid tissue (P=0.049).

Discussion

Tonsillar biopsies can be performed repeatedly in
the same patient and provide an accessible source of
lymphoid tissue. In spite of these biopsies being
small samples, they are useful to measure the HIV
RNA (lymphoid tissue viral load), to study the
lymphoid tissue architecture, and to perform im-
munohistochemical procedures for p24 antigen and
lymphoid cell subset assessment. The quantification
of lymphocyte cell subsets can be more exact using
flow cytometry. However, this technique requires
larger amounts of lymphoid tissue and does not
supply other useful information, such as the
lymphoid tissue architecture and lymphoid cells
arrangement.

In HIV infection, the follicular dendritic cells are
responsible for the transmission of the infection,
binding virions on their surfaces in immune com-
plexes.”™ We have demonstrated viral presence in
lymphoid tissue by means of polymerase chain
reaction and immunohistochemistry using a mono-
clonal antibody which recognizes the HIV p24
core antigen.?” Some reports have stated that the
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localization of the immunohistochemical reaction of
HIV p24 gives results parallel to viral RNA deter-
mined by hybridization in situ.?®** In our cases, the
immunohistochemical reaction for HIV p24 was
positive mainly following a follicular dendritic cell
distribution, as the immunoexpression of this anti-
gen has been superposed on that of CD21, a
follicular dendritic cell marker (Figure 2b, c). Reten-
tion of infectivity of HIV-1 associated with follicular
dendritic cells indicates that this compartment
behaves as a continuing source of infection.

After treatment with HAART, the lymphoid tissue
viral load and the immunoexpression of p24 antigen
decreased significantly. However, lymphoid tissue
viral load did not disappear in all cases. Moreover,
p24 antigen was still positive in half of the cases
after 12 months of treatment, and even in four cases
out of six after 36 months of treatment, in spite of all
cases showing an undetectable plasma viral load.
These facts demonstrate that the study of lymphoid
tissue is more accurate than that of the peripheral
blood for determining the viral suppression with the
treatment.

The architectural changes in lymphoid tissue
during HIV-1 infection have been exhaustively
described in past years and have been related to
the stage of the disease.’'® The HIV-1 infection
produces firstly a lymphoid follicular hyperplasia,
in which germinal centres are prominent. In this
stage, the mantle cell can be effaced, and follicle
lysis images can be seen. The following stage in the
progression of the infection is the follicular involu-
tion of the lymphoid tissue. In this stage, follicles
are small and the meshwork of follicular dendritic
cell is disrupted, the follicles are mainly formed by
these cells, whereas B centre cells are scarce. When
the disease progresses, there is a depletion of
lymphocytes and the follicles disappear. In this
stage, there is usually stromal vascular proliferation.
These histological alterations described above cor-
relate perfectly with the clinical evolution of the
HIV-1 infection in untreated HIV-1 infected per-
sons.”®*? In this study, we have demonstrated that
these morphological alterations correlate signifi-
cantly with the quantification of HIV-1 RNA in
lymphoid tissue and peripheral blood. In initial
biopsies, the lymphoid tissue in histological stage II
had lower lymphoid tissue viral load than those in
stage III. After treatment, the cases in stage I had
lower lymphoid tissue viral load than those in stage
II. In fact, high levels of lymphoid tissue viral load
correlated with advanced histological stages, even
when T-cell subsets in peripheral blood did not
show such an extreme alteration. Before initiating
treatment, all patients had a number of CD4+
lymphocytes in peripheral blood >500 x 10%/1, and
at the same time, in 15 out of 26 (58%) cases, the
lymphoid tissue showed destruction of the lym-
phoid follicles and prominent stromal vascularity,
and it was classified as stage III (Figure 1a). Our
study also confirms the recovery of lymphoid tissue
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architecture after treatment with HAART, as most
cases evolved to stages I or II, in which the follicular
structures reappeared well or partially formed,
respectively (Figures 1b,c). The capacity of recovery
of the follicular dendritic cells after treatment
with HAART had been pointed out in previous
studies.?®*"*

The architectural changes in lymphoid tissue are
associated with a progressive alteration in the
balance of T-cell subsets. The infection produces a
decrease of CD4+ T lymphocytes, which we have
demonstrated clearly in lymphoid tissue before
treatment. CD8+ T lymphocytes, specially the
cytotoxic lymphocytes, which express immunohis-
tochemically granzyme B, TIA-1 and esterase, are
increased in first phases of the infection.” These
cells are found mainly in the interfollicular areas,
and also inside the follicular structures, attracted by
a chemotactic effect produced by the virus.'" We
have observed a high number of CD8 + cells, most of
them cytotoxic lymphocytes, in interfollicular areas,
as well as inside the follicular structures, before
treatment. After treatment, we have observed a
significant increase of CD4 + and decrease of CD8
+ cells and cytotoxic lymphocytes, the latter in
both interfollicular and intrafollicular areas. How-
ever, in spite of treatment, we have demonstrated
that this improvement in the T-cell subsets do not
reach the normal parameters observed in tonsils of
non-HIV-infected persons, used as control cases.
These observations also confirm that the presence of
high number of intrafollicular cytotoxic lympho-
cytes could be considered a hallmark of HIV
infection. This is the first time that lymphoid tissue
of HIV-infected persons has been studied after 36
months of treatment with HAART. Our results
indicate that the morphology and the lymphoid
subsets do not improve after such a long period of
treatment.

In spite of the fact that the values in peripheral
blood reflect the events in lymphoid tissue, T cells
in the circulating blood represent only 1-2% of the
total body pool. We have not found a correlation
between CD4+ and CD8+ cells in both compart-
ments before and after treatment. The ratio CD4 +/
CD8+ was higher in lymphoid tissue than in
peripheral blood, as other studies using flow
cytometry have observed.?® However, we have found
a positive statistical correlation between the ratio
CD4 +/CD8+ in lymphoid tissue and peripheral
blood, which indicates a constant equilibrium
between both compartments.

CD4 + and CD8 + lymphocytes emigrate from the
thymus when they are physiologically matured, and
they express a specific isotype of the CD45 family,
the CD45RA antigen.?” These cells, immunologically
naive, turn into a CD45RO + phenotype character-
istic of memory T cells, after challenging an antigen
in the periphery.?® The balance between the naive
and memory T cells is crucial for maintaining an
efficient immune response. In HIV infection, naive



and memory CD4+ T-cell counts decrease in
different stages of disease. Persons with HIV infec-
tion initially show a selective loss of memory cells,
and as absolute CD4 + T-cell counts decrease, the
naive CD4 T cells are also lost.?® These events can be
explained taken into account the several mechan-
isms by which HIV depletes CD4 + T lymphocytes.
On one hand, HIV induces an increased immune
activation that leads a persistent proliferation and a
higher rate of death of CD4 + T cells.*” On the other,
in HIV-infected persons there is an impaired
production of T cells by suppression of hematopoi-
esis.”'® These mechanisms do not act equally on
CD8 + T cells, which increase until the late stages of
HIV-1 infection, due to an increased activation, but
not an increase in the death rate.®®

The treatment with HAART produces a recovery
of the immune response, which is dependent on the
regeneration of the naive and memory CD4 + T cells.
In first weeks after initiating the treatment there is a
release of memory cells from lymphoid tissue to
peripheral blood,*® but later there is an increase
of memory cells in both compartments due to
a decrease of CD4+ cells proliferation and
death.%71%431 However, the treatment with HAART
also produces an increase of newly generated naive
cells due to an increase of thymic production™*"°
and/or a peripheral expansion of naive cells.?? In our
study, we have observed an increase of both naive
and memory cells in interfollicular areas of the
lymphoid tissue, after 12 and 36 months of HAART.
Interestingly, the relation naive/memory cells im-
proved after treatment, indicating that the treatment
effect on the T-cell turnover works preferably on the
lymphoid production, at this time. The proliferating
naive cells (CD45RA +Ki-67 +) have shown only a
slight increase after 12 months of treatment. It has
been proposed the value of naive cells as a marker of
the improvement of the immunity of these patients
during treatment.”* We have found a correlation
between the increase of naive cells in lymphoid
tissue and the decrease of lymphoid tissue viral
load. In our cases, after treatment, there was an
increase of naive, memory and CD4+ cells in
interfollicular areas of the lymphoid tissue, whereas
a decrease of CD8+ cells and a practically invari-
able number of B lymphocytes occurred in this site.
Therefore, most of these increased naive and
memory cells must be CD4 + cells.

In conclusion, the changes in the lymphoid tissue
architecture correlate with the viral quantification in
both lymphoid tissue and peripheral blood. In spite
that the treatment with HAART produces a signifi-
cant improvement of all the parameters studied in
lymphoid tissue, this recovery is not complete, even
after 36 months of treatment. Thus, the study of
lymphoid tissue in HIV infection provides a more
accurate information about viral reservoir and
cellular immunological improvement than periph-
eral blood determinations, for monitoring responses
to therapy.
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1. INTRODUCCION

Los reservorios del VIH-1 se establecen en fases muy iniciales de
la infeccion. Un estudio reciente documenta la presencia de gran cantidad
de ARN virico en ganglios linfaticos de individuos expuestos dos dias
después de la aparicion de sintomas asociados con la infeccion aguda,
incluso antes de la deteccion de anticuerpos (276).

También se ha demostrado la existencia de un pequeio pool de
células de vida media larga, linfocitos T CD4+ infectados, a partir del cual
se puede recuperar el virus mediante técnicas de cultivo ultrasensible
(68;196;211), teniendo la mayoria de los linfocitos T CD4+ fenotipo
memoria. La vida media de este reservorio es contradictoria, estimandose
entre 6 (9) y 43 meses (211), aunque datos recientes sugieren que podria
durar mas de 60 meses (382). De todas maneras los linfocitos T CD4+
infectados que permanecen latentes son so6lo uno de los reservorios en la
infeccion por el VIH-1 existiendo otros como pueden ser el sistema
nervioso central, el semen, el tejido renal y el tejido linfatico que es el
motivo principal de nuestros estudios.

Los principales marcadores para el seguimiento y prondstico de los
pacientes infectados con el VIH-1 son la carga viral plasmatica y las
subpoblaciones de linfocitos T en sangre periférica. Su eficacia para el
estudio de la replicacion viral y la inmunodeficiencia o como predictores
de la evolucion de pacientes con o sin tratamiento ha sido ampliamente
demostrada_(5;7;126;191;207-210). Sin embargo, en ocasiones, pueden
no ser suficiente para el estudio de los cambios acaecidos después de la
terapia antirretroviral administrada ya que diversos trabajos han
evidenciado discrepancias entre los hallazgos en sangre periférica y en
tejido linfatico, tanto al valorar la replicacion viral (11-16;365) como los

cambios en los niveles de las subpoblaciones de linfocitos (17-19). Incluso
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se ha descrito la existencia de pacientes con carga viral plasmatica
indetectable pero con presencia de carga viral en varios compartimentos,
entre ellos el tejido linfatico (14;16). Esto podria explicar casos clinicos de
respuesta discordante de pacientes con caida de linfocitos T CD4+ a
pesar de tener un buen control de la replicacion viral (379).

El manejo de la infeccion por el VIH-1 se basa actualmente en el
uso de tratamientos antirretrovirales altamente efectivos combinados con
la monitorizacion del efecto virologico del tratamiento en plasma. El
objetivo de estos tratamientos es suprimir la replicacion viral con tal de
prevenir el desarrollo de resistencias y la progresion clinica, y permitir asi
la restauracion de la funcién inmune (130).

En diversos estudios de investigaciéon se produce la discusion de
como se produce la restauracion inmunolégica, de cual es la replicacion
viral residual después de la supresion de la viremia_(13) o porque existen
discrepancias entre la carga viral y la respuesta de las células CD4+ en
algunos pacientes infectados por el VIH-1 que reciben terapia
antirretroviral (5). Este conocimiento de la dinamica de la replicacion viral
y de las poblaciones linfocitarias es esencial para poder combatir esta
infeccion. Se cree que la CVTL influye sobre la CVP y los parametros del
sistema inmunolégico del tejido linfatico y de la sangre periférica tanto
antes como después de TARGA, ademas de correlacionarse con los
cambios anatomopatolégicos en tejido linfatico.

Esta demostrado que los pacientes con CVP < 200 copias/ml y
CVTL detectable tienen mas posibilidad de fracaso que aquellos con
CVTL indetectable. Por lo tanto, el conocimiento de las relaciones entre el
tejido linfatico y la sangre periférica permitiria identificar marcadores en
periferia, mas accesibles y repetibles, que nos indicasen qué pacientes
estan realmente inhibidos en tejido linfatico y por tanto tienen menor
riesgo de fracaso (15). Esto permitiria modificar las pautas de TARGA

para evitar dicho fracaso.
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Estos ultimos interrogantes y el comportamiento diferente entre la
sangre periférica y el tejido linfatico ha promovido que las investigaciones
actuales profundicen en el estudio de este tejido para poder dilucidar su
papel como reservorio de la replicacion viral y poder valorar con mayor
exactitud el efecto de la medicacion antirretroviral y la recuperacion
inmunoldgica con inmunoterapia o para pronosticar el tiempo con viremia
suprimida después del tratamiento (13).

Siguiendo esta linea, en nuestros estudios, hemos investigado las
relaciones entre los cambios producidos en la carga viral y las
subpoblaciones de linfocitos en el tejido linfatico amigdalar y en sangre
periférica con el objetivo de buscar marcadores mas exactos para el
seguimiento y pronéstico de los pacientes infectados con el VIH-1, asi
como la influencia de esta carga viral, antes o después de la instauraciéon
del tratamiento, en la persistencia de las alteraciones en el sistema

inmunoldgico del tejido linfatico.
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2. OBTENCION DEL _ MATERIAL _ LINFATICO. BIOPSIAS
AMIGDALARES

Existen una serie de problemas que aparecen cuando se estudia la
carga viral en compartimentos extraplasmaticos. Entre ellos estan la falta
de consenso sobre el lugar anatémico donde debe ser investigado, el
procedimiento ideal para realizar la biopsia, qué método utilizar para la
medida de la carga viral y la unidad que debe ser medida (células,
miligramos,...).

Los sitios mas comunes para medir la carga viral en el tejido
linfatico son la mucosa rectal, las amigdalas y los ganglios linfaticos. Los
primeros estudios con material linfatico se realizaron con material
obtenido de la biopsia de ganglios linfaticos (13). Sin embargo, este
procedimiento presenta algunos inconvenientes. El principal es que es
una técnica invasiva que necesita una intervencion quirurgica con los
riesgos inherentes a la misma. Ademas, es dificil de repetir muchas
veces.

Estos problemas con las biopsias de los ganglios linfaticos han
obligado a algunos autores a buscar otras formas de obtener muestras de
tejido linfatico. Otra técnica que se ha utilizado es la puncion y aspiracion
de los ganglios linfaticos con aguja fina (PAAF) (17;197-199). Este
procedimiento es menos agresivo, pero tiene unas importantes
limitaciones. La primera es que necesita un técnico experimentado para
realizarla, que en la mitad de los casos no se obtiene material analizable y
cuando se obtiene sdlo permite el estudio citoldgico, perdiéndose la
informacioén sobre la arquitectura del noédulo linfatico.

Algunos de los mas relevantes avances en este campo se han
realizado mediante una tercera técnica, la biopsia de las amigdalas
palatinas (21;120;220;395). Como hemos presentado en nuestros
trabajos, el estudio de las amigdalas permite no sélo el estudio y

comparacion de la carga viral, las subpoblaciones de linfocitos T y las
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respuestas linfoproliferativas a las terapias instauradas sino también la
repercusion en la constitucion del tejido linfatico. Entre los dos trabajos
presentados (233;396) se realizaron 172 biopsias sin que se presentaran
complicaciones importantes en ningun caso lo que demuestra que la
técnica es poco invasiva y reproducible lo que permite el estudio seriado
de los pacientes. La experiencia en el Hospital Clinic de Barcelona en la
practica de las biopsias de amigdalas respalda la seguridad de este
procedimiento (11;12;15;78;233;365;396) en los que sblo se produjeron
cinco hemorragias leves que se limitaron con compresion y dos
moderadas que debieron ser cauterizadas con nitrato de plata, todas ellas

sin afectacion del estado general del paciente (datos no presentados).
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3. RELACION ENTRE LAS CARGAS VIRALES Y LAS
SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T ENTRE EL PLASMA Y EL
TEJIDO LINFATICO AMIGDALAR

La carga viral plasmatica se ha convertido en una herramienta
decisiva para la prediccion de progresion a SIDA y muerte, y control de la
efectividad del tratamiento antirretroviral en pacientes infectados por el
VIH-1. Pero en algunos casos y sobre todo en estudios de
inmunopatogenia es necesario investigar el valor de la carga viral en otros
compartimentos distintos al plasma, como el tejido linfatico, el liquido
cefalorraquideo y el semen. La importancia del estudio de estos otros
compartimentos radica en que si el objetivo de la terapia antirretroviral es
una completa supresién de la replicacion viral, para evitar el desarrollo de
resistencias al tratamiento y, de esta forma, mantener la durabilidad de su
eficacia (211), se deberia comprobar en todos los compartimentos, al
menos en trabajos de investigacion, ya que la dinamica de reduccion de
carga viral en estos reservorios podria ser diferente a la del plasma. En
nuestros trabajos nos hemos centrado en el estudio del tejido amigdalar.
Para poder tener un mejor conocimiento de su estado en los diferentes
estadios de la infeccidon y de la respuesta al tratamiento hemos buscado
las relaciones con los marcadores en sangre periférica.

En lineas generales, el estudio de la carga viral y las
subpoblaciones de linfocitos en el tejido amigdalar y su relaciéon con los
niveles plasmaticos sugieren que los parametros sanguineos son unos
buenos marcadores del estado del tejido linfatico de los pacientes que no
han recibido tratamiento. Pero, en ocasiones, no son suficientes,
especialmente para el estudio exhaustivo de la restauracion inmunolégica,
de la replicacion viral residual después de la supresion de la viremia (13)
0 para explicar las discrepancias entre la carga viral y la respuesta de las
células CD4+ en pacientes infectados con el VIH-1 que reciben terapia

antirretroviral (379).
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3.1. RELACION ENTRE LA CARGA VIRAL EN TEJIDO LINFATICO
AMIGDALARY PLASMA

3.1.1. Carga viral en tejido linfatico y en plasma antes del tratamiento

antirretroviral

En los pacientes estudiados, 81 en el primer articulo (233) y 30 en
el segundo (396), observamos una buena correlacion entre la CVTL y los
hallazgos en sangre periférica al inicio del estudio. Concretamente, al
comparar los niveles de carga viral en tejido linfatico y sangre periférica se
demostré una correlacién positiva significativa entre el logy de la carga
viral en tejido amigdalar y el logo de la carga viral en plasma. Estos datos
coinciden con los aportados por otros autores y sugieren que las medidas
virolégicas en plasma son buenos indicadores de los reservorios viricos

en tejido amigdalar en pacientes sin tratamiento previo (80;279;280).

3.1.2. Cambios de la carga viral en tejido linfatico y en plasma

después de la terapia antirretroviral

La buena correlacion entre las cargas virales del tejido linfatico y
sangre demostradas al inicio del estudio no se correspondié con la que
encontramos en una segunda biopsia después del tratamiento
antirretroviral. El efecto encontrado al comparar la carga viral en ambos
compartimentos es similar a las discrepancias descritas durante la
transicion de la infeccién primaria a crénica. Mientras que el nivel de
replicacion del VIH-1 en tejido linfatico permanece elevado, con una CVTL

alta, la CVP disminuye significativamente (281).
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Los datos descritos en la bibliografia sobre el nivel de replicacion
en tejido linfatico en pacientes en tratamiento antirretroviral, varia segun la
metodologia aplicada. Asi mediante la utilizacion de técnicas de PCR,
diversos autores_(14;195;205) encuentran niveles indetectables de CVTL
cuando los niveles de CVP son inferiores a 20 copias/ml, valores similares
a los descritos por otros autores que utilizan otras técnicas de
cuantificacion (196;220). Una de estas técnicas es la hibridacion in situ,
método que nos permite detectar particulas viricas en el seno del tejido
linfatico. Mediante estas técnicas se ha demostrado que aunque con el
TARGA el nivel de replicacion puede bajar hasta un 99% en ganglios
linfaticos (220) es posible detectar células infectadas con la expresion
virica en la mayoria de los casos después de 6 meses de tratamiento
efectivo (16;104;196). Esto nos estaria indicando que la CVP indetectable
durante periodos de tiempo prolongados, mediante el uso de técnicas de
PCR ultrasensibles, no siempre refleja una completa supresion del VIH-1
en tejido linfatico. Segun Pantaleo y cols. (281) esta replicacion residual
podria relacionarse con células con bajo nivel de replicacion,
predominantemente macréfagos y células dendriticas. Su presencia, a
pesar de un tratamiento con supresion efectiva nos podria explicar el
rapido rebrote que presentan estos pacientes una vez se finaliza el
tratamiento (355).

Como ha sido observado previamente por nuestro grupo y por otros
autores (11;14;16;281), en nuestro estudio actual también encontramos
diferencias entre la carga viral en plasma y tejido linfatico después de un
afo de TARGA. En el primer estudio (233), en el tejido amigdalar de los
pacientes que no habian recibido tratamiento previo se observo un alto
numero (70%) de pacientes con mas de 100,000 copias/mg de tejido y
s6lo en 4 casos (5%) la carga viral era indetectable (por debajo de 40
copias/mg). En plasma, 4 pacientes (5%) tuvieron una carga viral por
encima de 100,000 copias/ml y sélo en 10 (12%) fue indetectable (por

debajo de 200 copias/ml). Después de un afio de tratamiento, la mayoria
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de los pacientes en ambos estudios (95% en el primero y 100% en el
segundo) negativizaron los niveles de carga viral plasmatica. Sin
embargo, la disminucion de la carga viral en tejido amigdalar fue menor,
negativizandose so6lo en un 71%. Estos resultados no se modificaron al
valorar las cargas, en una tercera toma de muestras, a los 36 meses (2°
articulo) (396) manteniéndose indetectable en todos los casos los niveles
en sangre y detectandose en la mayoria (4/6) de los analisis del tejido
amigdalar. El nivel medio de la carga viral a los 36 meses fue superior
aunque no se pudo demostrar una diferencia significativa con los
resultados del primer afio. Las diferencias entre ambos compartimentos al
medir la carga viral después de un afio de tratamiento con antirretrovirales
ya habia sido presentada previamente por nuestro grupo y otros autores
contrastar porque no hemos encontrado otros estudios en la literatura que
hicieran este estudio después de un seguimiento terapéutico tan largo.

Entre los estudios que coinciden con los presentados en esta tesis
sobre la diferencia entre la CVTL y la CVP después de TARGA destacan,
por orden cronolégico los de a) Lafeuillade y cols. (14), que encuentra
CVTL variables en ganglios linfaticos segun el régimen de TARGA; b) un
trabajo de nuestro grupo (11), realizado en tejido linfatico al afio de
TARGA; y c) el realizado por Gulinthard y cols (13) que demostraron que
en los ganglios linfaticos habia una mayor persistencia de CV que en las
secreciones genitales y liquido cefalorraquideo a los dos afos de
tratamiento.

La viremia basal no es sdélo el mejor predictor de la progresion de la
enfermedad (5;7)_sino, como demostré Rizzardi y cols. (282), también es
un buen predictor del tiempo de respuesta al tratamiento antirretroviral.
Ademas, en el mismo estudio encontraron que la CVTL y la CVP iniciales
tenian una capacidad predictora del tiempo para conseguir que la viremia
bajase a niveles indetectables con TARGA similares. Sin embargo, en

nuestro primer estudio, la respuesta de la CVTL después de un afio de
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TARGA no demostro estar correlacionada con el tiempo para conseguir la

supresion de la CVP por debajo de 200 copias por minuto (233).

En resumen, los pacientes con infeccion crénica por el VIH-1 que
no han recibido tratamiento antirretroviral presentan una correlacién entre
la carga viral en el tejido amigdalar y en el plasma. Sin embargo, después
de un afo de tratamiento antirretroviral se observan importantes

discrepancias entre los cambios que presentan ambos compartimentos.

3.1.3. Cambios de la carga viral en tejido linfatico y en plasma
dependiendo del tipo de terapia antirretroviral. Predictores de la

respuesta de la carga viral en tejido linfatico.

Al analizar los predictores de una respuesta virologica efectiva después
de un afo de TARGA se observé que estaban asociadas la CVTL al inicio
del tratamiento, los linfocitos T CD4+ memoria y el tipo de TARGA. Sin
embargo, en el estudio multivariado el tipo de TARGA permanecié como
unico predictor independiente de respuesta.

Después de una afio de TARGA, la CVP fue indetectable en el 95%
de los pacientes, sin poderse observar diferencias entre los diferentes
regimenes terapéuticos; sin embargo, la CVTL demostré ser un método
mas sensible al detectar diferencias de la efectividad de las diferentes
combinaciones terapéuticas. Los pacientes del primer estudio (233) que
presentaron estos niveles indetectables en tejido amigdalar fueron 38 de
los 40 pacientes (95%) que recibieron un régimen que incluia un inhibidor
de la proteasa (ya fuera con 2 ITIAN o 1 ITIAN + 1ITINAN (efavirenz))
versus los 10 de los 18 pacientes (56%) que recibieron un régimen que
contuviera nevirapina (mas 2 ITIAN) y versus los 2 de los 12 pacientes
(17%) que recibieron solo dos ITIAN. El analisis multivariado demostré

que aquellos pacientes que recibieron un régimen que contenia un
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inhibidor de la proteasa tenian unos niveles menores en el analisis de la
CVTL. Estudios previos de nuestro grupo y de otros autores también han
demostrado que los regimenes que contenian un inhibidor de la proteasa
tenian una eficacia mayor para reducir la viremia en los tejidos linfoides
que aquellos con sélo inhibidores de la trascriptasa inversa
(14;16;104;205;211). Nuestros estudios previos sugieren que Unicamente
con triple terapia (2 inhibidores de la transcriptasa asociados a un
inhibidor de la proteasa) se puede obtener una supresion completa de la
replicacion viral en tejido linfatico y, de esta forma, extender la durabilidad
de la eficacia antirretroviral (364).

El farmaco ITINAN de primera eleccion en la actualidad es el efavirenz
mientras que la nevirapina es el ITINAN alternativo. En nuestro estudio
(233) se utilizd el efavirenz en 14 pacientes con buena respuesta
plasmatica y en tejido linfatico. Algunos estudios aleatorizados han
demostrado con efavirenz una supresion superior o similar a otros
regimenes (397-400). En nuestro trabajo los estudios basados en un IP
(mas dos ITIAN o mas efavirenz y un ITIAN) demostraron mejores
resultados que la biterapia con dos ITIAN y que los pacientes que
recibieron nevirapina mas dos ITIAN. Sin embargo existen estudios, como
el 2 NN (400), que demuestran una eficacia clinica similar entre efavirenz
y nevirapina. En nuestro trabajo se observa que la mitad de los pacientes
tienen la CVTL detectable con 2 ITIAN (estavudina + didanosina) +
nevirapina pero si hay otros autores que han conseguido CVTL
indetectables con efavirenz (401). Ademas, en un estudio previo de
nuestro grupo también se observdé que la combinacion de 2 ITIAN
(zidovudina y lamivudina) + un IP (nelfinavir) era tan efectiva como los
mismos ITIAN con nevirapina (402). En resumen, se puede especular que
la nevirapina podria tener una menor eficacia en tejido linfatico que
efavirenz y que los IP. Hay que ser cautos de toda forma ya que no hay
estudios comparativos en tejido linfatico y pudiera ser que los 2 ITIAN

utilizados en nuestro estudio + la nevirapina sean la causa de la menor
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eficacia virologica y que otras combinaciones de 2 ITIAN (ej. zidovudina y
lamivudina o tenofovir + lamivudina/emtricitabina) con nevirapina puedan
ser mas eficaces, aunque no hay datos.

Las dos mayores limitaciones del efavirenz son los efectos sobre el
sistema nervioso central y el posible efecto teratogénico sobre los fetos.
Por esto, a pesar de esta posible menor eficacia, la neviparina es el
ITINAN alternativo sobre todo en mujeres adultas con posibilidades de ser
gestantes o con mal control anticonceptivo (130). Aunque en la actualidad
hay un warning sobre su utilizacion como terapia inicial en mujeres con
niveles de CD4 superiores a 250-300 cel/mm3. Las complicaciones
mayores que presenta la nevirapina son a nivel hepatico e incluso pueden
ser mortales.

Los regimenes con IP (1 o 2 IP + 2 ITIAN) revolucionaron el
tratamiento de la infeccion por el VIH-1. Consiguieron una supresién viral
importante, mejoraron la funcién inmunoldgica y prolongaron la
supervivencia del paciente (130). En nuestro trabajo demostraron que
tenian una eficacia mayor que los otros regimenes para disminuir la carga
viral en tejido linfatico. Las complicaciones asociadas a estos farmacos
son principalmente metabdlicas como dislipemia y distribucion anémala
de la grasa.

Algunos estudios han demostrado mayor eficacia con efavirenz que con
IP no potenciados (398;399). Sin embargo, en nuestro estudio hemos
demostrado que cuando los IP se potencian con 2 ITIAN o 1 ITIAN +
efavirenz tienen mejor resultado que la nevirapina + 2 ITIAN y que con
regimenes basados en doble ITIAN. No obstante ya se habia demostrado
previamente que los regimenes que contienen efavirenz son mas
efectivos que las triples terapias con ITIAN para el tratamiento inicial de la
infeccion por VIH-1 (397). Pero como ya hemos resaltado antes, estos
datos tienen que ser tomados con precaucién ya que los ITIAN que

tomaban los pacientes con tratamiento con nevirapina no son

238



Discusion

comparables con los que tomaban los pacientes con regimenes que

contenian IP .

La alta sensibilidad demostrada por la CVTL es importante,
primero, para estudiar la efectividad de las nuevas drogas antirretrovirales
no soélo sobre la CVP; y segundo, como factor prondstico como ha
demostrado recientemente un estudio de nuestro grupo en el que aquellos
pacientes con CVP indetectable pero con CVTL detectable tenian una
duracién menor de tiempo de supresion viral en el plasma al compararlos
con aquellos pacientes a los que se podia detectar la carga viral en tejido

amigdalar (15).

3.2. RELACION ENTRE LAS SUBPOPLACIONES DE LINFOCITOS EN
TEJIDO LINFATICO Y PLASMA

A pesar de que los valores en sangre periférica pueden ser un
reflejo de lo sucedido en el tejido linfatico, puede haber discrepancias
entre ambos compartimentos debido a que las células T en la circulaciéon
sanguinea solo representan el 1-2% de la cantidad total del cuerpo. En
nuestro estudio, hemos observado discrepancias entre las
determinaciones de subpoblaciones de linfocitos T en tejido linfatico y
sangre periférica.

En los dos estudios presentados, se estudiaron y compararon los
niveles de CD4+ y CD8+ entre tejido linfatico y sangre periférica. Ademas,
se analizaron las diferentes subpoblaciones de linfocitos en las areas
interfoliculares y su evolucién con el tratamiento: linfocitos memoria
(CD45R0O+), virgenes (CD45RA+), virgenes proliferantes (CD45RA+
Ki67+), linfocitos B (CD20+) y los citotoxicos (CD8+ granzima B+). Estos

Gltimos también se analizaron en el interior de los foliculos linfoides.
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3.2.1. Comparacidon de los niveles de linfocitos CD4+ y CD8+ en

tejido linfatico y sangre

Esta descrito que al inicio de la infeccion hay una disminucion de
las células CD4+ y un aumento de las CD8+ tanto en sangre periférica
como en tejido linfatico (19). Estos datos coinciden con nuestros
resultados ya que nuestros pacientes con infeccién por el VIH-1, y que no
habian recibido tratamiento previo, también tenian unos niveles de
linfocitos T CD4+ en el tejido linfatico inferiores que los controles sin
infeccion.

Como han demostrado algunos autores, la supresion estable de la
replicacion del VIH después del TARGA se asocia con unos beneficios
clinicos e inmunoldgicos en la mayoria de los pacientes, a pesar de que el
grado de reconstitucion inmune es solo parcial, sobre todo una vez que el
sistema inmune ha sido gravemente danado, lo que ocurre en pacientes
con infeccion avanzada por el VIH -1 (94-100). Hasta hace poco tiempo,
se aceptaba que se podia conseguir una normalizacion completa de las
subpoblaciones y la funcién de los linfocitos T si la supresion de la
replicacion de VIH -1 se iniciaba y se mantenia durante los estadios
iniciales de la infeccibn asintomatica, cuando la homeostasis de los
linfocitos T CD3+ todavia estaba preservada y los niveles de linfocitos T
CD4+ se mantenian estables con > 500 x 10° células/| (78).

Sin embargo Brenchley y cols. (273) han cuestionado la teoria
aceptada hasta la fecha de que la depleccion de los linfocitos CD4+ se
debe a una infeccion y muerte celular provocada por el virus mientras
existe una reemplazo por parte de células que proceden de la sangre o
del timo y asi la depleccién se debia a un balance negativo entre la
muerte y el reemplazo en las etapas finales de la infeccion. Ellos
defienden que los linfocitos CD4+ se activan desde el inicio de la infecciéon

y esta activacion inmune puede provocar la depleccion de los linfocitos T
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al imponer una cadena irreversible de continuas situaciones de activacion
y muerte que drenara lentamente los pools de linfocitos T virgenes vy
memoria. Esta destruccién masiva de los linfocitos T CD4+ ocurriria en las
mucosas en la fase de infecciéon aguda por lo que tendria una repercusion
menor en sangre periférica. Esta teoria ha sido demostrada en estudios
en simios, en los que se observo que la estimulacién cronica puede
provocar una inmunodeficiencia. Esta teoria podria explicar porque es tan
dificil identificar una correlacion coherente entre la inmunidad y la
evolucion y la progresion de la enfermedad a partir de estudios que
examinan los linfocitos en sangre periférica y por tanto incrementa la
importancia del estudio en profundidad del tejido linfatico desde las
primeras fases de la infeccion.

En lineas generales, la supresion de la replicacion del VIH-1
después de un afno de TARGA en las fases iniciales de la infeccion
crénica por el VIH-1 resulta en un sustancial aumento en el nimero de
linfocitos T CD4+ y una disminucion del numero de linfocitos T CD8+ tanto
en tejido linfatico como en sangre periférica que coinciden con los datos
presentados por nuestro grupo en un estudio previo (78). Sin embargo,
los niveles siguen sin llegar a igualar los de los controles no infectados,
incluso en aquellos casos en los que se analizaron después 36 meses de
tratamiento.

A pesar de un comportamiento similar en ambos compartimentos,
tejido linfatico y sangre, no pudimos demostrar una correlaciéon entre el
tejido linfatico y la sangre para ninguno de los grupos de linfocitos ni antes
ni después del tratamiento.

Los cambios que se producen con TARGA provocan un aumento
significativo de la razén CD4+/CD8+. Esta ratio CD4+/CD8+ resulté mayor
en tejido linfatico que en sangre periférica, como ya se habia descrito por
otros estudios mediante citometria de flujo en ganglios linfoides (19;304) y
en tejido amigdalar (19). A pesar de no haber encontrado correlaciones

entre los linfocitos CD4+ ni los CD8+ al comparar sangre periférica y el
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tejido linfatico, si se encontrd una correlacion positiva cuando se comparé
la ratio CD4+/CD8+ entre ambos compartimentos, al igual que habian
encontrado Nokta y cols. (19). Estos resultados sugieren que la
distribucion de linfocitos T CD4+ y CD8+ en tejido linfatico y sangre
periférica esta en un equilibrio constante. Esto implica que las
alteraciones en la composicion de las subpoblaciones de linfocitos T,
debidas a apoptosis o regeneracion, probablemente afecta la homeostasis
de las otras subpoblaciones sistematicamente. La relacion observada
indica que los perfiles de linfocitos T y sus subpoblaciones en tejido
linfatico pueden ser deducidas a partir de las distribuciones en sangre

periférica (19).

En resumen, la mejoria de los niveles de las subpoblaciones de
linfocitos conseguida con TARGA demostrada en tejido amigdalar con el
tratamiento, tanto a los 12 como a los 36 meses, no alcanza los
parametros normales correspondientes a los presentados por personas
sin infeccion por VIH, usadas como controles; y parece existir una
interrelacion entre la sangre y el tejido linfatico como demuestra la

correlacion entre la ratio CD4/CD8 en ambos compartimentos.

3.2.2. Comparacion de los niveles de linfocitos virgenes y memoria

en tejido linfatico y sangre

Los linfocitos CD4+ y CD8+ emigran desde el timo cuando estan
maduros fisiologicamente. Estas células expresan un isotipo especifico de
la familia CD45, el antigeno CD45RA+ (326). Inicialmente
inmunolégicamente virgenes (naive), se convierten en fenotipo CD45R0O+,
caracteristico de las células memoria, después del contacto con un

antigeno en la periferia (224;327). El balance entre las células T virgenes
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y memoria es crucial para el mantenimiento de una respuesta inmune
efectiva.

En la infeccién por VIH, la cifra de células T CD4+ virgenes y memoria
desciende en los diferentes estadios de la enfermedad. Los enfermos
infectados por VIH inicialmente muestran una pérdida selectiva de las
células memoria y, como hay un descenso en el numero absoluto de
linfocitos T CD4+, las células T CD4+ virgenes también disminuyen (342).
Estos cambios pueden explicarse al valorar los diferentes mecanismos
por los cuales el VIH produce el descenso del numero las células T CD4+.
Por un lado, el VIH provoca un incremento de la activacion del sistema
inmune que conduce a una proliferacion persistente y una elevada tasa de
mortalidad de las células T CD4+ (104;222-224). Por otro lado, en los
infectados por VIH existe una afectacion de la produccion de células T por
supresion de la hematopoyesis (226;227). Estos mecanismos no actuan
igual sobre las células T CD8+, las cuales van aumentando en sangre
periférica hasta los estadios tardios de la infeccion por VIH-1, debido al
aumento en la activacion pero no al aumento de la tasa de muerte
(224,;225).

Como se observa en nuestro estudio, en las areas interfoliculares del
tejido linfatico existe una dinamica similar a la sangre y también existe una
disminucion tanto de las células virgenes como memoria. Estos datos
coinciden con los presentados por otros autores (19;75).

El tratamiento con TARGA produce una recuperacion de la
respuesta inmune, la cual depende de la regeneracién de las células T
CD4+ virgenes y memoria. En las primeras semanas después de iniciar el
tratamiento hay un aumento de la liberacién de células memoria desde los
tejidos linfaticos a sangre periférica (18), pero después hay un aumento
de estas células en ambos compartimentos debido al descenso de la
proliferacién y muerte de los linfocitos CD4+ (223;224;230).

Sin embargo, el tratamiento con TARGA también produce un aumento de

nuevas células virgenes, en sangre Yy tejido linfatico, debido,
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posiblemente, a un incremento en la produccién timica (230-232), y/o una
expansion a sangre periférica de las células virgenes (312). En nuestro
estudio se pudo demostrar un aumento en sangre y en las areas
interfoliculares de ambos tipos de células, memoria y virgenes, con el
tratamiento antirretroviral a los 12 meses, sin modificarse con los
parametros obtenidos a los 36 meses. Otros autores habian descrito
previamente una recuperacion de los niveles de linfocitos virgenes CD4+
en tejido linfatico hasta la mitad de los niveles normales tras supresion de
la infeccion activa con TARGA durante 12-14 meses (255). En sangre
periférica también aumentan lentamente tras varios meses de tratamiento
(95).

Sin embargo, en el analisis del tejido linfatico el aumento de las células
virgenes fue mayor que el de las células memoria por lo que la razén
entre células virgenes y memoria mejord después del tratamiento. Este
resultado indica que el efecto del tratamiento sobre el turnover de las
células T es, principalmente, a nivel de la produccién linfoide. La
proporcion de células virgenes proliferantes (CD45RA+Ki-67+) so6lo
mostrd un ligero incremento después de 12 meses de tratamiento. Nokta
y cols. (19) demostraron que los linfocitos T CD4+ y sus subpoplaciones
virgen y memoria en sangre periférica y tejido linfatico ganglionar estaban
en equilibrio y que la razon entre las células virgenes y memoria en
sangre periférica refleja en microambiente linfoide y puede potencialmente
usarse como un marcador para valorar la eficacia del tratamiento o de la
reconstitucion inmune.

En nuestros casos, como después de tratamiento hubo un aumento
de células CD45RA+ (virgenes), CD45RO+ (memoria) y CD4+ en las
areas interfoliculares del tejido linfatico y, al mismo tiempo, un descenso
de las células CD8+ y un numero invariable de linfocitos B, concluimos
que la mayoria de estas células virgenes y memoria aumentadas deben
ser CD4+.
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Al comparar los resultados obtenidos a los 36 meses con los de los 12
meses, nuestros resultados sugieren que no existen mejorias sobre los
niveles de las subpoblaciones de linfocitos en las areas interfoliculares del
tejido linfatico después de un periodo tan largo de tratamiento, aunque
estamos en fase de confirmarlos con estudios en los que se incluyen un
mayor numero de pacientes. Esta es la primera vez que tejido linfatico de
personas infectadas por VIH es estudiado después de 36 meses de
tratamiento con TARGA.

Como conclusion destacamos que las subpoblaciones de linfocitos T
virgenes y memoria se encuentran en equilibrio entre la sangre periférica
y el tejido linfatico y como algunos estudios han demostrado que la razén
entre estas células puede estar relacionadas con el estado inmunolégico y
probablemente predecir la progresion de la enfermedad (19) podrian
convertirse en un marcador para valorar dicho estado inmunolégico y la

eficacia del tratamiento.

3.2.3. Comparacion de los niveles de Linfocitos B (CD20+)

Estos linfocitos no modificaron de forma significativa sus valores

después de tratamiento, incluso a los 36 meses, como habia sido

presentado anteriormente por otros autores (235).

3.2.4. Estudio de los niveles de linfocitos citotéoxicos en las areas

intrafoliculares

Se cree que los linfocitos T CD8+ con actividad citotdxica, los

cuales expresan granzima B, TIA-1 y esterasa, juega un papel importante

en el control de la diseminacion viral (342;346). En estudios preliminares
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se sugirié que el nivel de actividad citotdxica especifica contra el VIH-1 se
correlacionaba con el estadio de la enfermedad por VIH-1 en pacientes y
que la actividad citotoxica se perdia con la progresion de la enfermedad
(347).

En nuestro estudio, al igual que los linfocitos CD8+, los linfocitos
citotoxicos estaban aumentados con respecto a los sujetos controles tanto
en las areas intrafoliculares como en las estructuras interfoliculares.
Knowles y Chadburn (229) habian descrito anteriormente este incremento
en las primeras fases de la infeccion y su aumento hasta los estadios
tardios de la infeccién por VIH-1, que segun algunos autores se debe al
aumento en la activacién pero no al aumento de la tasa de muerte celular
(224;225). Estas células se encuentran principalmente en las areas
interfoliculares pero Laman y cols. (348) demostraron que son atraidas al
interior de las estructuras foliculares por un efecto quimiotactico producido
por el virus.

Después del tratamiento durante un afio percibimos un significativo
descenso de los linfocitos CD8+ citotoxicos en las areas inter e
intrafoliculares que permanecieron invariables al valorarlos a los 36
meses. Sin embargo, los niveles no llegaron a ser similares al de las
personas no infectadas. El numero de linfocitos CD8+ intrafolicular se
correlaciond positivamente con el estadio histopatologico del tejido
linfatico. Con estos resultados podriamos considerar la presencia de un
alto numero de linfocitos citotdxicos intrafoliculares como un marcador de

infeccién por el VIH.

3.3. RELACION ENTRE LA CARGA VIRAL EN TEJIDO AMIGDALAR Y
PLASMA CON LAS SUBPOPLACIONES DE LINFOCITOS

Uno de los puntos mas importantes de nuestro estudio radica en

analizar la relacion entre la carga viral del tejido linfatico con la de la
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sangre y con las subpoblaciones de linfocitos antes y después del
tratamiento.

Al inicio del estudio, hubo una correlacién positiva significativa
entre el logqp de la carga viral en tejido amigdalar y el logio de la carga
viral en plasma, la razén entre las células T CD4+ virgenes/memoria y las
células T CD8+CD38+. Ademas, hubo una correlacibn negativa
significativa entre el log1 de la carga viral amigdalar y las células T CD4+,
la razén entre células T CD8+ virgenes/memoria y las células T
CD8+CD28+.

Al contrario de lo que ocurria en los pacientes sin tratamiento
previo, en los 70 pacientes del primer estudio a los que se les realizd una
segunda biopsia al afio del inicio de la terapia antirretroviral se
encontraron discrepancias entre la CVTL y los hallazgos en sangre
periférica.

Como hemos discutido en el apartado 3.1.3., al estudiar los
predictores de una respuesta virologica efectiva en tejido linfatico, en el
analisis univariado, la CVTL, los linfocitos T CD4+ memoria y el tipo de
TARGA estuvieron asociados a una respuesta efectiva, pero en el analisis
multivariado, solo el tipo de TARGA permaneci6 como predictor
independiente de la respuesta. Concretamente, aquellos regimenes
terapéuticos conteniendo un IP tenian mayor probabilidad de conseguir
unos niveles negativos de CVTL.

Por lo tanto, en este apartado volvemos a resaltar que, en lineas
generales, se observé una correlacion positiva entre la CVTL y los
hallazgos en sangre periférica, en este caso las subpoblaciones de
linfocitos, al inicio del estudio pero no después del tratamiento.

3.3.1. Linfocitos CD4+ y CD8+

En nuestro estudio se evidencié unos niveles bajos de CD4+ y altos
de CD8+ tanto en sangre como en las areas interfoliculares del tejido

linfatico.
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La CVP esta correlacionada de forma positiva con los linfocitos T CD4+
en sangre y de forma negativa con los linfocitos T CD8+ en sangre como
habian demostrado otros autores (80;279;280). Sin embargo, en nuestro
estudio, al realizar la correlacion con la CVTL sélo se pudo demostrar la
correlacion positiva con los niveles de linfocitos CD4+ en sangre y sélo
antes del tratamiento. Esperabamos encontrar que los pacientes con
niveles indetectables de CVTL tendrian un patrén de recuperacién inmune
del sistema inmune en sangre periférica diferente al de los pacientes con
niveles detectables de CVTL como pasa en aquellos pacientes con
niveles indetectables de CVP versus aquellos con CVP detectable
(11;78). Sin embargo tampoco encontramos diferencias relevantes en los
niveles de subpoblaciones de linfocitos en ambos grupos. Esto podria
explicarse por una dinamica y redistribucion de las subpoblaciones de
linfocitos diferente entre la sangre periférica y el tejido linfatico como otros
autores han observado (18).

Tampoco se pudo demostrar una correlacion entre la CVP con ninguna de

las poblaciones linfocitarias en el tejido linfatico.

3.3.2. Linfocitos CD8+CD38+

El porcentaje de CD8+CD38+ sanguineo ha sido descrito previamente
como un predictor del riesgo de desarrollar SIDA (280) y de la tasa de
descenso de los linfocitos CD4+ en sangre periférica y estan
correlacionados con la persistencia de replicacion viral in vivo (86;87;105).
En nuestro estudio se observé que estaba relacionado con la CVTL al
inicio del estudio.

Como se ha descrito anteriormente, después del tratamiento durante 12
meses con TARGA se observo un descenso en sangre periférica de los
linfocitos T CD8+ y ocurrié principalmente como resultado de la reduccion
de las subpoblaciones activada (CD38+) y memoria (CD45RO+). Estos
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resultados coinciden con los datos presentados por nuestro grupo en
estudios previos (78). Sin embargo, estos niveles de los CD8+CD38+ no
se pudo relacionar estadisticamente con la CVTL después de un aio de
TARGA.

Para conseguir resultados mas importantes es mejor la terapia
antirretroviral triple que incluso logra disminuir el porcentaje de linfocitos T
CD4+ activados (CD38+). La efectividad de la terapia triple en reducir la
activacion de los linfocitos T es consistente con su mayor eficacia en la
supresion de la replicacion del VIH-1, reduciendo los niveles de ARN
plasmaticos a niveles indetectables en un alto porcentaje de los pacientes
(78). Algunos autores habian descrito previamente, como en nuestro
estudio, que los niveles de linfocitos T CD8+CD38+ y el ARN plasmatico
de VIH-1 se correlacionan antes del TARGA durante 1 afo; e incluso
también después del mismo, a diferencia de nuestro estudio, y tanto en

fases iniciales (78;86) como avanzadas (95) de la infeccion.

3.3.3. Linfocitos CD8+ CD28+

La poblacion de linfocitos T CD8+CD28+ se encontraban
disminuidos en sangre periférica antes del tratamiento y presentaban una
correlacion negativa con la CVTL. Esta disminucién de linfocitos T
CD8+CD28+ vy, por lo tanto, una expansion de los linfocitos T CD8+ que
no expresan CD28, en las fases iniciales de la infeccion cronica ya habia
sido descrita con anterioridad e indica una funcidon inmunologica
defectuosa (88). Esta disminucién también se ha observado en otras
situaciones donde existe un estado de hiperactivacion, tales como
infecciones virales crénicas, enfermedades autoinmunes y en pacientes
con cancer; e incluso se ha visto como resultado del envejecimiento (101).
Se cree que la ausencia del antigeno de superficie CD28 y la falta de una

respuesta proliferativa en condiciones de cultivo reflejan una estadio de
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maduracion mas tardio de las células como resultado de una estimulacion
antigénica repetida o un aumento del numero de ciclos de divisiones
celulares (102).

Después del TARGA se observd un aumento de linfocitos T
CD8+CD28+ como ya habia sido descrito en otro estudio previo de
nuestro grupo (78). Este aumento indica probablemente la presencia de
nuevos linfocitos T CD8+ que expresan la molécula CD28 de novo mas
que una reduccion en el pool de linfocitos T CD8+ viejos. Sin embargo, el
nivel de CD28+ (ahora aumentados) al afio de TARGA no se pudo

relacionar con el descenso de la CVTL en nuestro estudio (233).

3.3.4. Linfocitos virgenes/memoria

En contraste con lo observado en pacientes con enfermedad
avanzada (94-100), los pacientes con infeccion temprana por el VIH-1
muestran pocas alteraciones en el compartimiento de células
virgenes/memoria (78). Antes del tratamiento, el porcentaje de linfocitos T
CD4+ con fenotipos virgen o memoria, asi como el numero total de
linfocitos T CD4+ virgenes era similar a los pacientes sin infeccién; sin
embargo el numero total de linfocitos T CD4+ estaba reducido. En
nuestros casos, en el estudio inicial se observé una correlacion entre la
razoén entre los linfocitos virgenes y memoria en sangre y la CVTL.

Después de 12 meses de TARGA, el estudio univariado demostr6
una relacion entre los linfocitos T CD4+ memoria en sangre periférica y la
CVTL, aunque en el estudio multivariado no se demostr6 como un
predictor independiente (articulo 1) (233). Al estudiar el tejido interfolicular
se observé un aumento de las células memoria y, sobre todo, virgenes
que provocd un aumento de la razén entre ambas poblaciones (articulo 2)
(396). No se demostraron diferencias entre los que siguieron 12 o 36

meses de tratamiento. El incremento de células virgenes en tejido linfatico
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se correlacion6 con el descenso de la carga viral en dicho tejido. La
asociacion de la razon entre las células virgenes y las memoria con la
carga viral y la diferente susceptibilidad a la infeccion de ambas
subpoblaciones sugieren que la recuperacion y la regeneracion de las
subpoblaciones virgenes y memoria pueden afectarse por la cantidad de
virus. Como demostraron Nokta y cols. (19), los cambios de la razén
virgenes/memoria se asocian con cambios en el mismo sentido de los
niveles de linfocitos T CD4+ y se correlacionan negativamente con los
niveles de ARN de VIH-1 en plasma y tejido linfatico. Por lo tanto, esta
razon puede reflejar el estado inmune y, posiblemente, predecir la
progresion de la enfermedad.

Por tanto, la triple terapia aumenta el nUmero absoluto de linfocitos
T CD4+ virgenes y memoria en sangre periférica y en tejido linfatico. Al
afio de tratamiento los niveles en sangre eran similares, pero no iguales, a
los de las personas sin infeccion. El numero aumentado de linfocitos T
CD4+ virgenes en sangre puede deberse a un aumento de la produccion
timica, a una expansion periférica de los linfocitos virgenes sin cambio
fenotipico o a una disminucién del recambio celular. La mayor eficacia de
la triple terapia para aumentar los linfocitos T CD4+ memoria en sangre y
tejido linfatico puede ser un reflejo de la mayor eficacia para suprimir la
replicacion del VIH-1 en los tejidos linfoides. De hecho, la reduccién de la
carga de VIH en los tejidos linfoides periféricos después de TARGA en
pacientes con infeccion avanzada permite la redistribucion de los linfocitos
T CD4+ memoria hacia la sangre, lo que provoca un rapido aumento de
linfocitos T CD4+ en estos pacientes tras tratamiento (95-100). Sin
embargo en pacientes con estadios iniciales de la infeccion tratados con
TARGA durante 3 meses hay una proliferacion de los linfocitos T CD4+
memoria intrafoliculares, a pesar de que el ARN del VIH es indetectable
(104). Por lo tanto, tanto la redistribucion y la regeneracion en periferia de

los linfocitos T CD4+ memoria influyen en el aumento de las células
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memoria circulantes observados en los pacientes con infeccidn reciente y
tratados con TARGA.

Por los resultados que hemos analizado hasta este punto tenemos
una relacion entre la razén entre los linfocitos virgenes: memoria entre la
sangre y el tejido linfatico y estos niveles, como concluye Nokta y cols.
(19), parecen reflejar el microambiente del tejido linfatico y predecir la
progresion de la enfermedad. En conclusién, la razén entre linfocitos
virgenes y memoria puede potencialmente utilizarse como marcador para
valorar el estado inmune a nivel del tejido linfatico.

El aumento de los linfocitos T CD8+ memoria y virgenes refleja un
estado de activacion del sistema inmune. Como se ha explicado
anteriormente, un aumento del porcentaje de CD8+CD38+ (marcador de
activacion) en sangre podria usarse como un predictor temprano de la
pérdida de los linfocitos T CD4+ (105). Después de 12 meses de
tratamiento, las células memoria CD8+ en sangre y tejido linfatico
disminuyeron significativamente y en sangre alcanzaron valores casi
normales. No obstante, el porcentaje de CD8+ con fenotipo virgen estaba
reducido a pesar de que el niumero absoluto estaba aumentado. Después
de 12 meses de terapia, los valores de esta subpoblacion todavia
permanece mas alto que en pacientes no infectados (78).

Esperabamos encontrar un patrén de recuperaciéon del sistema
inmune en sangre periférica diferente entre los pacientes con un nivel de
CVTL indetectable de aquellos en los que si se detectaba, del mismo
modo que nuestro grupo habia descrito en estudios previos que ocurria
entre los que presentaban una carga indetectable de CVP y los que se
detectaba una CVP (p.e. los niveles de las células T CD8+CD38+ son
mayores y los niveles de células T CD8+CD28+ son menores en los
pacientes con niveles detectables de CVP) (11;78). El aumento de
linfocitos T CD8+CD28+ en sangre periférica observado en los pacientes
después del tratamiento indica, probablemente, la presencia de nuevos

linfocitos T CD8+ que expresan la molécula CD28 de novo (78). Sin
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embargo, no encontramos diferencias relevantes entre las subpoblaciones
de linfocitos entre el grupo de CVTL detectable y el grupo con CVTL
indetectable, excepto en las células memoria tanto CD4+ como CD8+.
Esto no puede atribuirse al efecto de los medicamentos antirretrovirales
en los parametros de la sangre periférica ya que los cambios en las
subpoblaciones de linfocitos observados con el tratamiento antirretroviral
en esta cohorte son similares a los observados anteriormente por nuestro
grupo (78). Se podria explicar por la existencia de una dinamica diferente
y una redistribucion de las subpoblaciones de linfocitos entre el tejido
amigdalar y la sangre periférica como otros autores han observado (18).
Otras interpretaciones son que la medicién de inmunofenotipo y respuesta
linfoproliferativa es bastante pobre para detectar diferencias no
importantes en la replicacion viral; o que la replicacion viral que queda en
el tejido linfatico no supone un impedimento para la recuperacion correcta
del sistema inmune. Esto lleva a pensar si esta CVTL es realmente
replicacion viral efectiva o simplemente como sugiere algun autor es la
que se encuentra asociada a células dendriticas foliculares que implica un
reservorio, pero no un dafio mantenido del sistema inmune. Hay datos
como los publicados por Martinez y cols. (15) en el sentido en el que los
pacientes con persistencia de una CV detectable en tejido linfatico tienen
mas riesgo de fracaso virolégico en sangre periférica. Esto sugiere que en
estos pacientes con CV detectable en tejido linfatico, el virus que se
detecta no solo es el asociado a células dendriticas foliculares, sino que
hay una replicacibn mantenida subyacente, lo que explicaria el rapido
rebrote de la CV tras la interrupcion del TARGA (355) y es sugerido por el
trabajo de otro autor (8). Por otro lado, esta replicacion no seria de
suficiente intensidad como para impedir una recuperacion parecida del
sistema inmune, a la de los pacientes con CVTL indetectable, a menos
con los parametros utilizados en nuestro trabajo. Otro estudio del sistema
inmunolégico que midiera aspectos mas funcionales podria encontrar

diferencias, lo que sugiere nuevos estudios. En cualquier caso, los
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hallazgos de los trabajos que se presentan son consistentes con los de
falta de diferencia de la poblacién linfocitaria y de respuesta
linfoproliferativa medida en nuestro estudio cuando se comparan dos
terapias de eficacia virolégica diferente como pueden ser terapias con 2
ITIAN + neviparina vs 2 ITIAN + 1 IP (364;403).

Por otro lado, nuestros resultados difieren de la conclusion
presentada por Nokta y cols. (19) que observaron que la razén entre las
células virgenes y la memoria en sangre periférica parecen reflejar los
cambios linfoides y puede ser un marcador para valorar la eficacia del
tratamiento y la reconstitucion inmunolégica. Una explicacion de esta
discrepancia podria ser que el estudio de Nokta y cols. (19) se realiz6 en
tejido linfatico diferente al amigdalar (nédulo linfatico cervical); una
explicacion alternativa podria ser que su estudio fue realizado solamente
en 16 pacientes, algunos de los cuales eran sin tratamiento previo y otros
en diferentes periodos de tratamiento (3-6 meses) y las biopsias no se
repitieron y, por lo tanto, no se pudieron observar los cambios en las
poblaciones de linfocitos en el tejido linfatico en los mismos individuos

antes y después del tratamiento.

En resumen, en los pacientes con infeccién crénica por el VIH-1
que no han recibido tratamiento antirretroviral parece que hay una
correlacion entre la carga viral en el tejido amigdalar y en el plasma, las
subpoblaciones de linfocitos T en sangre y las respuestas
linfoproliferativas. Sin embargo, después de un afio de tratamiento
antirretroviral podrian haber importantes discrepancias entre los cambios

que presentan el tejido amigdalar y la sangre periférica.
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4. INMUNOARQUITECTURA DEL TEJIDO LINFATICO EN LA
INFECCION DEL VIH-1

Una de las grandes ventajas que tienen las amigdalas palatinas es
que permiten la obtencion facil de tejido linfatico mediante biopsias.
Ademas, en la mayoria de los pacientes se pueden realizar de forma
repetida hasta un cierto nUmero de casos. Esta pequefa limitacion, la
mayor complejidad que los analisis sanguineos y la importancia que tiene
el conocimiento de la situaciéon inmunolégica y viroldgica en tejido linfatico
son las razones que nos impulsan para buscar marcadores en sangre que
puedan predecirnos el estado de dicho tejido.

Aunque con las biopsias se obtengan muestras pequefas son
suficientes para cuantificar el ARN del VIH (carga viral en tejido linfatico),
para analizar la arquitectura del tejido linfatico y para realizar técnicas de
inmunohistoquimica para estudiar el antigeno p24 y las subpoblaciones
de linfocitos. Con la citometria de flujo se puede cuantificar las
subpoblaciones de células linfocitarias de forma mas exacta. Sin
embargo, esta técnica precisa gran cantidad de tejido linfatico y pierde
otra informacion utili como la arquitectura del tejido linfatico y la

distribucion de las células linfoides.

4.1. DISTRIBUCION DE LOS ANTIGENOS VIRALES

Para demostrar la presencia virica en el tejido linfatico realizamos
técnicas de PCR e inmunohistoquimica usando un anticuerpo monoclonal
que reconoce el antigeno p24 del core del VIH (277). Algunos trabajos
han concluido que la localizacién del antigeno viral p24 mediante la
reaccion  inmunohistoquimica da resultados paralelos a las

determinaciones del ARN viral mediante hibridacion in situ (278).
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La técnica de inmunohistoquimica presenta algunas ventajas vy
desventajas con respecto a la medicion de la carga viral. La CV informa
de forma cuantitativa del virus que se encuentra en todo el tejido linfatico,
mientras que el estudio inmunohistoquimico es de caracter cualitativo
pero permite mostrarnos la relacién del virus con la estructura del tejido

linfatico.

4.1.1. Distribucion de los antigenos virales antes del tratamiento

antirretroviral

En nuestro segundo trabajo (396), se realiz6 el analisis inicial de 17
casos para valorar la intensidad y distribucién del antigeno p24. En todos
los casos la reacciéon inmunohistoquimica fue positiva, evidenciandose en
dos casos (11%) pocas células con intensidad leve (grado 1); en tres
(18%), pequefios grupos de células marcadas con intensidad leve (grado
2); y en la mayoria, 12 casos (71%), numerosas células con fuerte
intensidad (grado 3).

En los casos con estructuras foliculares, es decir, aquellos pacientes que
tenian estadios | o Il, la reaccion inmunohistoquimica para el antigeno p24
del VIH fue positiva siguiendo principalmente la distribucion de las células
dendriticas foliculares, superponiéndose su inmunoexpresion a la de
CD21 (un marcador de las células dendriticas foliculares). Estos
resultados coinciden con los presentados por Tenner-Racz y cols. (104) al
estudiar los ganglios linfaticos de pacientes en el mismo estadio clinico
que los nuestros. Tenner-Racz y cols. (104) encontraron una ausencia de
pérdida de células dendriticas foliculares a pesar de la presencia de ARN
de VIH-1 y proteina p24 y de que sus pacientes tenian una sustancial
historia de infeccion (de 1 a 6 afos) por lo que sugirieron que la infeccion

por VIH-1 per se no dafia las células dendriticas foliculares. Ellos creian
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que posiblemente la pérdida de linfocitos T CD4+ era la responsable de la
alteracioén funcional de las células dendriticas foliculares.

En la infeccion por VIH, las células dendriticas foliculares en tejido
linfatico juegan un papel muy importante como responsables de la
transmisién de la infeccion al unir viriones en sus superficies formando
inmunocomplejos y produciendo una propagacion sistémica de la
infeccion (21;104;220;221). La localizacién de antigenos virales asociados
a la red de células dendriticas foliculares indica que este compartimiento

es una fuente continua de infeccion.

4.1.2. Distribucion de los antigenos virales después de tratamiento

antirretroviral

Como ya se coment6é en apartados anteriores, a pesar de que en
todos los casos del segundo estudio (396) la carga viral plasmatica era
indetectable después del tratamiento con TARGA, la carga viral en tejido
linfatico y la inmunoexpresion del antigeno p24 descendio
significativamente pero no desaparecié en algunos pacientes: a los 12
meses del tratamiento, diez casos (50%) tenian un grado 0O; siete (35%),
grado 1; y tres (15%), grado 2. Al analizar los resultados a los 36 meses,
la CVP continuaba indetectable y 2 casos estaban en grado 0, pero 4 se
diagnosticaron como grado 1.

Por tanto, el antigeno p24 continud positivo en la mitad de los pacientes
después de 12 meses e, incluso, en 4 de los 6 casos en los que se
analiz6é después de 36 meses de tratamiento. Estos hallazgos demuestran
que el estudio del tejido linfatico es mas preciso que el de la sangre
periférica para determinar el éxito de la supresion viral con el tratamiento.
Queda pendiente el estudio de qué diferencia clinica y de pronéstico
pueden tener estos pacientes respecto a los que presentan una supresiéon

completa. Por otro lado, el significado clinico de esta presencia de Ag p24
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en tejido linfatico también queda por determinar. Es importante valorar si
esta pudiese ser la causa de la falta de recuperacion completa que se
observa en algun paciente o si esta replicacion mantenida llevaria a un
dafio continuo en tejido linfatico. Sin embargo, como ya hemos
comentado, Tenner-Racz y cols. (104) creen que es la pérdida de CD4+ la
que provoca una alteracion de la red de células dendriticas foliculares y
no la presencia del Ag 24.

Al igual que ocurria en el estudio inicial, en los casos con
estructuras foliculares (estadios | y Il), la inmunoexpresién del antigeno
p24 del VIH sigui6 la distribucion de las células dendriticas foliculares, y
por lo tanto, respalda que este compartimiento contintia siendo una fuente
continua de infeccion después del tratamiento.

Las células infectadas de forma crénica y en estado de latencia junto con
el virus residual en las células dendriticas foliculares del tejido linfatico
representan unos recursos potenciales de virus que pueden reiniciar la
infeccion si el tratamiento es inefectivo o es interrumpido por alguna razén
(75). En estas circunstancias, la infeccion se reestablece con la
reaparicion de células infectadas productivas y ARN viral en el pool de
células dendriticas foliculares con una cinética similar a la de la infeccién
aguda (363). La persistencia del virus y la recrudescencia de la infeccién

pueden frustrar los esfuerzos para erradicar el VIH-1 (75).

4.2. MORFOLOGIA DEL TEJIDO LINFATICO INFECTADO POR EL VIH-1

El estudio morfoldgico se realizé en 26 casos al inicio, en 28 al afio
y en 4 a los 36 meses. Estos ultimos pacientes suponen una importante
fuente de informacion porque no existen trabajos en la literatura con tanto
tiempo de seguimiento, aunque los datos de estos ultimos pacientes
deben tomarse con cautela hasta que sean confirmados con estudios que

incluyan un numero mayor de pacientes.
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4.2.1. Morfologia del tejido linfatico infectado por el VIH-1 antes del

tratamiento antirretroviral

Los cambios que ocurren en la arquitectura del tejido linfatico
durante la infeccion por VIH-1 y su evolucién en los diferentes estadios de
la enfermedad han sido descritos exhaustivamente en otros estudios
previos (228;229). La infeccion por VIH-1 produce inicialmente una
hiperplasia folicular linfoide en la que los centros germinales son
prominentes. En este estadio | las células del manto pueden ser
eliminadas y observarse imagenes de lisis folicular. En el siguiente
estadio de la progresidon de la infeccién por VIH-1 se observa una
involucion folicular del tejido linfatico. En este estadio Il los foliculos
linfoides son pequefios y existe una discontinuidad de la malla de las
células dendriticas foliculares. Los foliculos estan constituidos
principalmente por estas células mientras las células B son escasas. En
los ultimos estadios de la enfermedad existe una deplecién linfocitaria y
los foliculos desaparecen. Esta fase corresponde al estadio Ill y se
acompanfa, generalmente, de una proliferacion del estroma vascular en el
tejido linfatico. En el analisis inicial, la mayoria de nuestros 26 pacientes
mostraron una deplecion folicular en tejido amigdalar, concretamente 15
casos (58%); mientras que nueve casos (35%) mostraron un estadio Il y
dos casos (7%), un estadio .

Algunos autores han demostrado que las alteraciones histologicas
del tejido linfatico se correlacionan perfectamente con la evolucion clinica
de la infecciébn por VIH-1 en pacientes no tratados (228;229). Los
resultados de nuestros articulos demuestran que estas alteraciones
histopatologicas también se correlacionan significativamente con la
cuantificaciéon del ARN del VIH-1 en tejido linfatico (carga viral en tejido
linfatico) y en sangre periférica. De hecho, los niveles elevados de carga
viral en tejido linfatico se correlacionaron con estadios histologicos

avanzados, incluso cuando las subpoblaciones de células T en sangre
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periférica no mostraban alteraciones importantes. Antes de iniciar el
tratamiento, todos nuestros pacientes tenian un numero de linfocitos
CD4+ en sangre periférica >500x10/L y, al mismo tiempo, en la mayoria
de los casos evaluados, el tejido linfatico mostrdé una destruccion de los
foliculos linfoides y un prominente estroma vascular, clasificandose como
estadio Ill. También se demostré una correlacion estadistica entre el
estadio histologico y el area folicular y la proporcion del area folicular

respecto al total del tejido linfatico.

4.2.2. Morfologia del tejido linfatico infectado por el VIH-1 después de

tratamiento antirretroviral

Los resultados del segundo trabajo (396) confirmaron la
recuperacion de la arquitectura del tejido linfatico después del tratamiento
con TARGA. En la mayoria de los casos se obtuvo una reestructuracion
volviendo a estadios | o Il, en los que las estructuras foliculares
reaparecieron parcial o completamente. De los 28 casos en los que se
efectud el analisis a los 12 meses, 13 casos (46%) mostraron un estadio I;
15 (54%), un estadio Il; y ninguno en estadio Ill. A los 36 meses 4/6
pacientes tenian un estadio | y 2/6 en estadio Il. La capacidad de
recuperacion de las células dendriticas foliculares después del tratamiento
con TARGA habia sido documentada por otros estudios previamente
(9;235;236).

Ruiz y cols.(16) demostraron que los regimenes que contenian un
inhibidor de la proteasa tenian una eficacia mayor para reducir la carga
viral y recuperar la arquitectura de los nédulos linfoides que aquellos con
s6lo analogos de nucleésidos. En nuestro estudio, también se demostrd
que los pacientes que recibieron una combinacién terapéutica que

contuviera un inhibidor de la proteasa tenian unos resultados mejores en
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tejido amigdalar que los que los que siguieron tratamiento con nevirapina
(mas dos ITIAN) o los que so6lo recibieron dos ITIAN.

Como la mitad de los 18 pacientes del primer articulo (233) que
recibieron un régimen terapéutico que contenia nevirapina y dos ITIAN
presentaron una CVTL detectable después de un afio de tratamiento, a
pesar de tener una CVP indetectable, se analiz6 la histologia de este
grupo para comprobar si la presencia de replicacion activa en tejido
linfatico se asociaba a alteraciones morfologicas. Al inicio del estudio dos
pacientes tenian un estadio I, tres un Il, y 13 un lll; mientras que al afio de
tratamiento se observd una clara mejoria no habiendo ningun caso con
deplecion folicular (estadio lll), estando siete en estadio | y los otros 11,
en estadio Il. En la muestra de 7 casos con centros foliculares
prominentes (estadio I), la CVTL fue inferior a la de los 11 con involucion
folicular (estadio IlI), y ademas, la CVTL estaba inversamente
correlacionada con la cantidad de centros foliculares y el tamafio folicular.
Por lo tanto, al igual que ocurria al inicio del estudio, después de recibir
tratamiento las alteraciones histopatologicas se correlacionaron
significativamente con la cuantificacion del ARN del VIH-1 en tejido
linfatico (carga viral en tejido linfatico) y en sangre periférica: a mayor
carga viral mayor desestructuracion de los foliculos linfoides. Esta
alteracion histolégica después del tratamiento con un régimen que
contiene nevirapina (mas dos inhibidores nucleétidos de la transcriptasa
inversa) a pesar de tener una CVP indetectable es consistente con los
resultados presentados recientemente por Schacker y cols. (236). Debido
a la correlacion entre la CVTL con los hallazgos histoldgicos, podriamos
especular con que en los pacientes que no negativizan los niveles de
CVTL tienen una alto riesgo de continuar con las lesiones histolégicas.

También se demostré una correlacién estadistica entre el estadio
histolégico y el area folicular y la proporciéon del area folicular respecto al
total del tejido linfatico. Por lo tanto, como el estadio mejoré después de

12 meses de tratamiento antirretroviral, tanto la media del area folicular
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como su proporcion del total del tejido linfatico aumentd
significativamente; sin embargo la continuacion del tratamiento hasta los
36 meses no demostré un aumento de esta mejoria. Como son pocos
pacientes, esto debe ser confirmado en una muestra mayor. De ser
confirmado, esto podria explicar el porqué la recuperacion de los niveles
de linfocitos T CD4+ se detiene después de 3-4 afios de TARGA.

Como hemos explicado anteriormente, los cambios que se
producen en la arquitectura de los tejidos linfaticos se asociaron a una
alteracion progresiva en el balance de las subpoblaciones de linfocitos T.
Al igual que ocurria en los pacientes sin tratamiento, se pudo demostrar
una correlacion positiva entre las células CD8+ y el estado
histopatologico. Es decir, el incremento inicial de CD8+ va asociado a un
aumento del grado de alteracion histopatolégica, mientras que el
descenso de CD8+ después del tratamiento se correlaciona con una
mejoria de la arquitectura y por tanto con un descenso del grado

histopatologico.

En resumen, la superposicion del antigeno p24 con las células
dendriticas foliculares antes y después del tratamiento identifica a estas
células como una fuente continua de infeccibn. Ademas, se ha
demostrado que la terapia antirretroviral durante un afio recupera, aunque
no de forma completa en todos los casos, la morfologia del tejido linfatico;
pero que el tratamiento durante 36 meses no parece conseguir mejores
resultados en los pocos casos que hemos estudiado con tan larga
evolucidén. Estas alteraciones histopatolégicas se correlacionan con la
CVTL, antes y después del tratamiento, y con la CVP antes del
tratamiento. Ademas también esta correlacionado el estadio histologico
con el area folicular y la proporcion del area folicular respecto al total del

tejido.
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CONCLUSIONES

Biopsias amigdalares
1. Las amigdalas palatinas proporcionan una fuente de tejido

linfoide accesible y reproducible.

Relacion entre la carga viral entre el tejido amigdalar y el plasma
2. Los pacientes con infeccién cronica por el VIH-1 que no han
recibido tratamiento antiretroviral presentan una correlacion entre la carga

viral en el tejido amigdalar y en el plasma.

3. Después del tratamiento, existen discrepancias entre la CVP y la
CVTL. Mientras la primera disminuye y desaparece en casi todos los
casos, la segunda se mantiene detectable en un numero elevado de
pacientes. Por lo tanto, la CVTL es un método mas preciso que la CVP

para valorar la efectividad del tratamiento.

Predictores de la respuesta de la CVTL al TARGA

4. El tipo de tratamiento es el unico predictor independiente de la
respuesta. Los pacientes que recibieron un régimen con triple terapia que
contenia un inhibidor de la proteasa tienen unos niveles menores de
CVTL que aquellos que sélo recibieron combinaciones de inhibidores de
la transcriptasa, ITIAN o ITINAN.

Subpoblaciones de linfocitos

5. En los pacientes sin tratamiento previo, los linfocitos T CD4+
estan disminuidos y los CD8+ aumentados en sangre y tejido linfatico.
Después de un afio de tratamiento se corrigen estas alteraciones pero sin
igualar los niveles de los controles no infectados por VIH-1. A pesar de
una respuesta similar con el tratamiento, los niveles de linfocitos T CD4+
no mostraron correlacion con los de CD8+ entre el tejido linfatico y la

sangre periférica.

265

Comentario [mcb13]: Pagin
a: 265

Los principales marcadores
para el seguimiento y
pronoéstico de los pacientes
infectados con el VIH-1 son la
carga viral plasmatica y las
subpoblaciones de linfocitos T
en sangre periférica. Sin
embargo, sobre todo después
de tratamiento antirretroviral, se
ha demostrado que el estudio
del tejido linfatico proporciona
mayor informacién, sobre todo
en estudios de
inmunopatogenia y para poder
explicar, por ejemplo, las
discrepancias entre la carga
viral en sangre y la respuesta
de las células CD4+ en algunos
pacientes con terapia
antirretroviral.

Siguiendo esta linea, en
nuestros estudios, hemos
investigado las relaciones entre
los cambios producidos en la
carga viral y las subpoblaciones
de linfocitos en el tejido linfatico
amigdalar y en sangre
periférica con el objetivo de
buscar marcadores mas
exactos para el seguimiento y
pronostico de los pacientes
infectados con el VIH-1, asi
como la influencia de esta
carga viral, antes o después de
la instauracion del tratamiento,
en la persistencia de las
alteraciones en el sistema
inmunolégico del tejido linfatico.
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Estos datos tienen que ser
tomados con precaucion ya que
los pacientes no estaban
aleatorizados y los ITIAN que
tomaban los pacientes con
tratamiento con nevirapina no
son comparables con los que
tomaban los pacientes con
regimenes que contenian IP.
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6. La razén CD4+/CD8+ es mayor en tejido linfatico que en sangre
periférica. No obstante, los valores de la razén en sangre y tejido linfatico
se encuentran correlacionados positivamente. Los perfiles de linfocitos T y
sus subpoblaciones en tejido linfoide podrian ser deducidos a partir de las

distribuciones en sangre periférica.

7. Las subpoblaciones de linfocitos T virgenes y memoria
aumentan con el tratamiento. EI aumento de las células virgenes es
mayor, lo que indica que el efecto del tratamiento sobre el turnover de las
células T es, principalmente, a nivel de la produccion linfoide. Estas
poblaciones se encuentran en equilibrio entre la sangre periférica y el

tejido linfatico.

8. Los niveles altos de linfocitos citotdxicos se consideran un
marcador de la infeccién por VIH-1. En nuestro estudio demostramos que
el tratamiento antirretroviral durante 12 meses disminuye sus niveles tanto
en las areas inter como intrafoliculares del tejido linfatico. Ademas, el
numero de linfocitos citotdxicos intrafoliculares esta relacionado con el

estadio histopatoldgico del tejido linfatico.

CV y subpoblaciones de linfocitos

9. Existe una buena correlacién entre la CVTL y los hallazgos en
sangre periférica (CVP, razén entre linfocitos T CD4+ virgenes/memoria y
linfocitos T CD8+CD38+) en pacientes sin tratamiento previo. Después del
tratamiento se observan discrepancias entre la CVTL y los hallazgos en

sangre periférica.
10. Al comparar los pacientes con CVTL detectable con los que

tenian CVTL indetectable, no encontramos diferencias relevantes entre

las subpoblaciones de linfocitos en sangre periférica, excepto en las
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equilibrio constante y, por tanto, que
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células memoria tanto CD4+ como CD8+. Esto sugiere que la replicacion
viral que queda en el tejido linfatico no supone un impedimento para la
recuperacion correcta del sistema inmune, al menos al medirlo en sangre

periférica.

11. El porcentaje de linfocitos T CD8+CD38+ esta correlacionado
con la persistencia de la replicacion viral. Antes del tratamiento se
encuentra elevado y correlacionado con la CVTL. Después de la terapia

antirretroviral desciende pero no se pudo correlacionar con la CVTL.

12. El porcentaje de linfocitos T CD8+ CD28+ sirve como marcador
de un estado de hiperactivacion. Se encuentra disminuido antes del
tratamiento y aumenta con el tratamiento. Se correlaciona de forma

negativa con la CVTL pero sélo antes del tratamiento.

13. La razén entre los linfocitos virgenes y memoria en sangre se
correlaciona con la CVTL antes del tratamiento. Esto sugiere que la
recuperacion y la regeneracion de las subpoblaciones virgenes y memoria
pueden afectarse por la cantidad de virus en tejido linfatico. Por lo tanto,
esta razon puede reflejar el estado inmune. Esta relacion no se pudo

demostrar después del tratamiento.

INMUNOARQUITECTURA DEL TEJIDO LINFATICO

Ag p24

14. El antigeno p24 del VIH-1 sigue principalmente la distribucion
de las células foliculares dendriticas del tejido amigdalar. Su persistencia
después del tratamiento antiretroviral indica que el tejido linfoide
amigdalar podria ser una fuente continua de infeccion.
Morfologia del tejido linfoide infectado por el VIH

15. La mayoria de los pacientes sin tratamiento previo presentan

alteraciones importantes de la arquitectura del tejido linfoide amigdalar
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que se recuperan después del tratamiento antiretroviral pero sin igualar la

de los pacientes controles no infectados.

16. Existe una correlaciéon entre la CVTL y la CVP con la
inmunoarquitectura del tejido linfoide. Este dato sugiere que los pacientes
con CVTL detectable después del tratamiento tienen un alto riesgo de

continuar con lesiones histolégicas.

17. Los pacientes con un régimen terapéutico que incluia un
inhibidor de la proteasa tuvieron una recuperaciéon de la morfologia del
tejido linfoide mejor que los que siguieron tratamiento con nevirapina (mas
dos ITIAN) o con sélo dos ITIAN.

18. La mejoria del estadio histolégico obtenido con el TARGA
durante 12 meses se correlacioné con un aumento del area folicular y de

la proporcion del area folicular respecto al total del tejido linfatico.

Tiempo de tratamiento
19. El tratamiento prolongado hasta los 36 meses no mejora los
resultados viroldgicos, inmunoldgicos o histoldgicos obtenidos a los 12

meses.

Conclusion final

20. El estudio del tejido linfoide en los pacientes infectados con el
VIH produce una informacion mas exacta sobre los reservorios virales y la
mejoria inmunoloégica celular que las determinaciones sanguineas y
permite, por tanto, una mejor monitorizacion de la respuesta a las terapias

instauradas.
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