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SUMMARY

In 1962 stress proteins were described the first time by Ritossa, in cells that are
exposed to 37° C during 30 minutes, for which reason these proteins were called heat
shock proteins (Hsp).

After their identification they were grouped in families on the basis of molecular
weights. At the same time, specific functions and mechanisms of actions inside the
cell were described. Stress proteins are induced under a wide variety of physiological
and environmental conditions.

The most important families are: Hsp100, 90, 70, 60 and low molecular weight.

Their most important functions involve:

e Protein folding and assembly do not take place spontaneously, but rather are
aided by these stress proteins, as if they were molecular chaperons. When
unfolded and defolded proteins appear, molecular chaperons bind to them
until these proteins achieve perfect folding by means of ATP dependent
energy.

e These proteins can be transported across membrane of differents subcellular
localizations.

e Molecular chaperons, induced by stress, are the key to apoptosis regulation
and cellular growth. This has a great importance in relation with cancer and
protein freedom, causing an induced immune response.

e Stress proteins can cause an immunological response as a consequence of
activities inside and outside the cell.

The Hsp70 concentration increases two- or three-fold inside the cell when
abnormal conditions prevail within, an increase that is regulated by means of
transcription.

The degree of induction depends on the level and duration of stress, so that the
increase may either be temporary or permanent. Hsp synthesis reaches the highest
concentration 3-5 hours after heat shock and is reduced after 8 hours, although this

concentration is remains over basal levels for days or even weeks.



Hsp induction must be closely controlled. Its persistence would seriously modify
protein homeostasis and functions within the cell. A thorough bibliographic review
shows that in infectious and non-infectious pathological processes a response to the
stress takes place. While basal levels of Hsp70 are influenced by several factors
(such as environmental temperature), there is an overexpression of these proteins
among patients as opposed to healthy subjects.

All Hsps, and Hsp70 in particular, are secreted outside of the cell, and can
therefore be detected in blood from healthy subjects as well as patients with acute
infections. Studies carried out in healthy populations show basal levels to be higher
in females than in males. An increased concentration of Hsp in patients has been
likewise observed in subjects suffering from traumatism or traumatic damage.
Similarly, increased Hsp expression in damaged tissues from the ovary, mammary
glands, endometrium and digestive system has been described.

High Hsp70 levels outside the cell can be seen in peripheral vascular disease and
vascular renal disease. Pancreatic diseases are also accompanied by an increased in
concentration of Hsp: an overexpression of Hsp70 occurs in acute pancreatitis
induced by sodium arsenite or arginine, depending on doses and the time involved,
and high levels are sustained during 24-48 hours.

Infectious pathological processes related with HIV infection are of special
interest, because most entail a characteristic decrease in lymphocytes. Certain studies
demostrate that the expression of Hsp70 in lymphocytes from HIV+ patients is 4.5
times higher in these patients than among controls. Nonetheless, the role of stress
proteins in AIDS has been studied relatively little to date. It would seem logical to
suposse that Hsp70 has an important role in the life cycle of different RNA and
DNA viruses.

Briefly, HIV infection progresses until CD4" cell amounts decrease to below 200
cells/uL, resulting in a high susceptibility to opportunist diseases or other possibly
lethal pathologies. AIDS can be considered representative of the possible
complications arising in the context of an immunodeficiency.

The treatment of HIV patients requires antiretroviral therapy to control the

progression of the infectious disease as well as therapeutic measures aimed to



prevent, reduce or control opportunistic diseases. At present, the most promising
treatment is High Activity Antiretroviral Therapy (HAART), which is obtained
undetected levels of viral RNA in plasma. However, this therapy does not ensure

removal or control of the infection.

The initial hypothesis behind this study was the possible association between
levels of Hsp70 and the viroimmunological status of HIV positive patients. Such an
association, if revealed, would have important implications for prognosis and
therapy.

Therefore, the main objective was to quantify the association between the viroim-
munological status of a population of HIV patients with regard to their levels of the
stress protein Hsp70. More specifically, the objectives overall can be broken down
to:

1. Identify the differences in the levels of Hsp70 in the different groups of HIV
positive patients with varying viroimmunological status.

2. Study the relationship of the main biochemical and viroimmunological
parameters, patient sex, and antiretroviral treatment with regard to the
concentrations of Hsp70.

3. Analyze the temporal variation of the levels of Hsp70 at the points in time
just before and just after virological failure.

4. Assess the utility of Hsp70 concentrations as a biomarker of clinical,

virological and immunological evolution of the patients.

The work presented here derives from a longitudinal retrospective case study
carried out in the Infectious Unit of the Hospital San Cecilio in Granada. Dates were
obtained for patients from 1999 until 2002. The period was further divided in two
other periods:

e Period of inclusion of patients: from 1 January 1999 until 31 December 2001.

e Follow-up period: from 1 January 1999 until 31 December 2002.

The corresponding populations were:



Population of reference: all patients diagnosed with HIV infection residing in
Granada before 1 January 1999.
Potentially accessible population: all patients diagnosed with HIV infection
who fulfilled the following requirements:
o Having been admitted to the Infectious Unit during the period of
inclusion.
o Being under control and medical monitoring in this Unit for three
years within the monitoring period.
o Having at least one blood sample in store at the Unit per patient and
year of evolution.

o Having access to an identified clinical history.

This latter population comprises two groups:

Viroimmunologically stable patients (VIS): During the follow-up period, this
group was characterized as showing an undetectable viral load (<50
copies/mL), and was in turn divided into 3 subgroups depending on the count
of CD4" lymphocytes in the first determination performed during the period
of inclusion:
+ Low level of immunity (VIS CD4'<200), made up of the patients with
fewer than 200 lymphocytes CD4 /mL.
+ Medium level (VIS CD4" 200-500), patients with a level of
lymphocytes CD4"/mL between 200 and 500.
+ High level (VIS CD4" >500), patients with more than 500
lymphocytes CD4 " /mL.
Patients with documented virological failure: those patients admitted to the
Unit of Infectious Diseases of the Hospital who, at some point in the study,
were determined to surpass an undetectable charge and reach a detectable
viral charge of > 5000. These patients fulfilled the following requisites:
having in the library of the Unit at least four blood samples (two previous to
the instant of failure, another during failure, and a forth afterwards); and

having an identified and accessible clinical history.



All these data were obtained from the clinical charts of the infectious unit of the

Hospital San Cecilio. Using a previously designed protocol (Appendix 1) we

gathered information from each of the patients included in the study. Their state at

the time of inclusion in the study was divided into 9 categories according to clinical

and immnunological state (A1, A2, A3, B1, B2, B3, C1, C2 and C3).

The Microbiology Service of Hospital San Cecilio provided samples for this study.

In addition, blood samples were taken from 20 healthy control subjects (8 male and

12 female) by the Extraction Service of the Blood Bank of Granada. The objetive of

their inclusion was to have a point of reference about the levels of Hsp70 in healthy

subjects.

For the purposes of this study, a two-stage statistical analysis was carried out:

l.

For each of the variables analyzed, a descriptive study was done with the
most usual standardizing measurements (mean, standard deviation, age,
etc.).

In order to compare groups of patients, and in view of the type of
sampling done, a non-classical methodology was used. In fact, for those
patients who had undergone failure, there were four measurements, two of
them previous to failure, one at failure, and one following failure.
Meanwhile, for the patients not exhibiting failure, there were three
measurements, and for the controls just one measurement. Because the
means thus obtained are not independent, the common methodology for
independent observations could not be applied, and the GEE model
method was used. This model (formally similar to multiple linear
regression models) allowed us to detect whether the association between

each variable and the levels of the protein were significant or not.

For all the cases where necessary, the measure of the protein was corrected in order

to achieve homogeneous variances, using the neperian logarithm of the measurement

plus one as the most common transformation to stabilize variance.



APPENDIX |

Protocol for obtaining clinical date

Identification:
Age/Date of birth:
Sex: 1. Male; 2. Female
Date HIV known: __ /
State at time of inclusion (‘l_srvisit): -
Means of transmission: 1. Sexual; 2. Parenteral drug use; 3. Other
Patient group:
1. Virological failure
2. VIS CD4" <200
3. VIS CD4" 200-500
4. VIS CD4" >500

POINT IN TIME 1 POINT IN TIME 2

Date: _ / [/ Date: _ / [/
Viral load: Viral load :
Clinical progression : 1. Yes; 2. No. Clinical progression : 1. Yes; 2. No.
Specify (if 1): Specify (if 1):
Analytical: Analytical :
Creatinine: Creatinine:
GPT: GPT:
CPK: CPK:
CHL-t: CHL-t:
CD4™ CD4™:
CcD8™: CcD8™:

Treatment: 1. Yes; 2. No. Treatment: 1. Yes; 2. No.

Protease inhibitors: 1. Yes; 2. No.
Nucleoside analogs: 1. Yes; 2. No.
Non-analogs of nucleosides: 1. Yes; 2. No.
Others: 1. Yes; 2. No.

Protease inhibitors : 1. Yes; 2. No.
Nucleoside analogs : 1. Yes; 2. No.
Non-analogs of nucleosides : 1. Yes; 2. No.
Others: 1. Yes; 2. No.

POINT IN TIME 3
Date: __ /|
Viral load :
Clinical progression: 1. Yes; 2. No.
Specify (if 1):
Analytical :
Creatinine:
GPT:
CPK:
CHL-t:
CD4™;
CcD8™:
Treatment: 1. Yes; 2. No.
Protease inhibitors : 1. Yes; 2. No.
Nucleoside analogs : 1. Yes; 2. No.
Non-analogs of nucleosides : 1. Yes; 2. No.

POINT IN TIME 4
Date: __ /|
Viral load :
Clinical progression : 1. Yes; 2. No.
Specify (if 1):
Analytical :
Creatinine:
GPT:
CPK:
CHL-t:
CD4™;
CcD8™:
Treatment: 1. Yes; 2. No.
Protease inhibitors : 1. Yes; 2. No.
Nucleoside analogs : 1. Yes; 2. No.
Non-analogs of nucleosides : 1. Yes; 2. No.

Others: 1. Yes; 2. No. Others: 1. Yes; 2. No.

Owing to the criteria of inclusion and our operative limitations, a total of 61
patients were finally included in this study, 25 of whom had undergone
viroimmunological failure during the period of study. Most of these were males
(75.4%) with an average age of 38.3; the most frequent mechanism of transmission
was parenteral drug use. The period of evolution of the HIV infection until time of
inclusion was between 1 and 17 years, with an average of 8.14 years and a standard

deviation of 4.95 years. The time of evolution of HIV infection was homogeneous




for the different viroimmunological situations, with a mean between 7.3 and 9 years.
As for the clinical/viroimmunological state, 23 patients presented state A (most of
them A2 or A3), 17 were in state B, and 21 in state C (all of these C3).

Dates of clinical parameters suggest that patients show an important stability in
parameters obtained during the period of study. In the patients with viral failure, a
high viral load and a small increase of GPT was seen at point 3 (viral failure). It
should be underlined that counts of CD4" lymphocytes were comparitively higher in
patients with viral failure than in viroimmunologically stable patients. Thus, a mean
of 401.92 CD4" cells/uL at point 3 was obtained for patients with virological failure,
this value being higher than the mean in viroimmunologically stable patients with
CD4" <200 and 200-500.

A total of 174 serum samples were obtained, though not all patients provided
samples corresponding to each of the four points. Analytical determinations in
virological failure and viroimmunologically stable samples show nearly significant
differences in GPT values (for unequal variances tex,= -2.4576; p < 0.01). For the rest
of the parameters, no significant differences were observed between the two groups.

Hsp70 determinations reflect considerable variability, although the detection of
high levels of Hsp70 in patients with virological failure can be seen to coincide with
the particular point of virological failure (point 3). Among viroimmunologically
stable patients, Hsp70 values are very homogeneous.

In the study of sera, the value of Hsp70 in the group with viral failure showed
703.49 + 3055.09 ng/mL, nearly 10 times higher than in viroimmunologically stable
patients, 70.44 + 144.26 ng/mL. These differences are not statistically significant
because of the variability of values of our study. Concentrations of Hsp70 were from
0 until 14032.14 ng/mL. Patients that underwent virological failure had high values;
whereas in the other group of patients, higher values were 343 ng/mL for control
subjects, and from 54 to 906 ng/mL for viroimmunologically stable patients.

In order to analyse the relationship between concentrations of Hsp70 and clinical
or analitycal parameters, a logarithmic transformation of Hsp70 was performed. No
significant association could be established between the neperian logarithm of Hsp70

and CD4", neperian logarithm of viral load, CD8", CD4"/ CDS8"; although the



association between Hsp70 and biochemical parameters in serum like creatinine and
cholesterol did not show a significant different, but the results suggest a sign.
However, there were significant differences regarding the association between
logarithmic values for of Hsp70 concentrations and the concentrations of hepatic
enzymes GPT and CPK.

We did not arrive at significant differences in the concentrations of Hsp70 in
those patients either receiving or not receiving protease inhibitors, yet there was a
significant difference between those receiving analogs or non-analogs of nucleosides
and whose who did not.

The mean values of CD4" are not lower in situations of viroimmunological
failure than in situations of stability. A mean of 373.56 + 249.18 was obtained in
serum with viral load > 50 copies/mL; whereas the mean was 539.18 + 321.67
CD4"/uL in patients who had a viral load of < 50 copies/mL or undetected, the
association between both of them resulting not significant. This suggests that CD4"
counts, wich are indicative of the immunological situation, were not to be considered
a sign of virological failure.

One possibility is that Hsp70 levels might be dependent upon the concentrations
of CD4". With this hypothesis in mind, the possible association between
Hsp70/CD4" and the rest of parameters was explored.

The analysis of neperian logarithm Hsp70/CD4" showed smaller variability
parameter, and significant differences were seen according to the immunological
situation of the patients: the patients with CD4" < 200 gave significantly lower than
the other groups. Likewise, significant results were also seen regarding the point of
failure of those patients that underwent virological failure.

There were no significant associations between the neperian logarithm of
Hsp70/CD4" and the logarithm of viral load, creatinine or cholesterol. Depending on
the treatment received, significant differences were obtained between patients
receiving protease inhibitors and patients not receiving this type of treatment (p<
0.05), but not for the other types of treatment.

The analysis was again repeated using Hsp70/CDS" in absolute value and

logarithmic value. Again, no significant differences were seen in relation with the



immunological state, most likely because the values among the proportion of patients
with virologcal failure were significantly higher than for the rest of patients (p<
0.05). These differences are not significant when the zero values are rejected.

The neperian logarithm Hsp70/CDS8" did not show a significant association with
parameters viral load, CD4", CD8", CD4'/CDS8", creatinine, cholesterol or GPT.
However, the hepatic enzyme CPK showed a significant association with the
Hsp70/CD8" logarithm. These results point to non-significant differences between
the neperian logarithm Hsp70/CD8" and the time of evolution of the disease.

Finally, the evolution of Hsp70 levels during the follow-up period of patients
showed a peak at point 3 (virological failure) in these patients. When the viral load
was restored, the levels of this protein returned to previous levels. These results were
not significant, even when the logarithmic transformation of Hsp70 was analysed.
However, HSP70/CD4" showed an increase in the situation previous to failure (point
2) which are not related to a decrease of CD4", as the mean of this parameter did not
display any great variance over the different points. This ratio might serve as a useful

marker for the prognosis and prevention of viroimmunological failure.

CONCLUSIONS

From this study of the levels of Hsp70 in HIV seropositive patients with
regards to the viroimmunological situation and other variables of epidemiological
interest, we arrive at the following conclusions:

1. Concentrations of Hsp70 detected are 10 times higher in patients with
viroimmunological failure than in virologically stable ones. Even if we can
not rule out statistically that observed differences are because of at random,;
the confirmation of results could have considerable clinical importance.

2. Clinical and statistical differences were not seen for the concentrations of
Hsp70 in patients with viral load < 50 copies/mL with respect to established
categories on the basis of lymphocyte CD4" counts, or within one same
category over time.

3. There is a significant association between levels of Hsp70 and CPK and GPT

enzymes, these levels of Hsp70, and the types of antiretroviral treatment



involved; and so there is a potential utility for this protein in the prognosis,
monitoring of treatment, or detection of adverse effects. These points call for
further analysis.

Patients with stable viral load during the follow-up period have constant
levels of Hsp70. Patients undergoing virological failure have increased
concentrations of this protein in serum corresponding with the point of
failure.

Concentrations of Hsp70 in serum are higher in patients with antiretroviral
treatment, which might signal that this parameter is useful in the adjustment
and follow-up of treatment, though more specific studies are needed.
Hsp70/CD4" is higher when the situation is poorer, that is, during virological
failure or severe clinical state of the disease. In the study about evolution in
patients with virological failure, Hsp70/CD4 " presents higher values at points
previous to virological failure. This finding suggests that this parameter could

be very useful as a prognostic marker in HIV+ subjects.
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E. ESPIGARES RODRIGUEZ. Introduccion. 2

as proteinas de estrés fueron descritas por primera vez en 1962 por Ritossa
en células de las glandulas salivares de Drosophila, después de ser expuestas
a 37 °C durante 30 minutos y a continuacién a su temperatura normal de 25
°C, lo que producia un incremento en la sintesis de proteinas con peso molecular de
70 y 26 kDa. Estas proteinas fueron llamadas heat shock proteins (Hsp), en espafiol

proteinas de estrés térmico.

Realmente no fue hasta 1974 cuando se identificO la primera proteina
sintetizada en condiciones de exposicion a un shock térmico y se designo el término
de proteinas de estrés térmico, sin embargo, esta no es una denominacion precisa, ya

que no es este el unico detonante de su sintesis.

Un grupo de investigadores observé que al aplicar temperaturas elevadas a las
células se producia un engrosamiento en el cromosoma donde se sitian genes que
codifican proteinas de estrés. Las células que se exponian a un shock térmico suave,
soportaban mucho mejor la exposicidn a un segundo shock (células termotolerantes) y
ademas eran menos susceptibles a sustancias toxicas (WELCH,1993). Por ejemplo, el
pretratamiento con malation en Daphnia magna la protegia de las siguientes
exposiciones a este insecticida a concentraciones que normalmente serian letales
(BOoND y BRADLEY, 1993). Esto suponia un efecto protector que se atribuyd a la

sintesis y liberacion de Hsp.

En condiciones normales las Hsp representan de un 5 a un 10% del contenido
proteico total de la célula. Su sintesis se puede inducir por cualquier tipo de agresion
celular que provoque desnaturalizacion de las proteinas: temperaturas elevadas,

presencia de radicales libres, déficit nutricionales, radiaciones UV, toxicos quimicos,
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etanol, infecciones virales o lesiones isquémicas. A pesar de ello, se ha impuesto la
terminologia de proteinas de estrés térmico. Para indicar las proteinas se utiliza la
letra H con mayuscula, seguida se s y p con miniscula (Hsp), mientras que los genes
correspondientes se indican con mindscula (hsp), por ultimo, las proteinas
constitutivas se expresan como Hsc, aunque no todos los autores se ajustan a esta

nomenclatura (CORONATO y cols., 1999).

Tras su identificacion inicial se han ido agrupando en familias de acuerdo con
su peso molecular, al mismo tiempo se han ido esclareciendo funciones y mecanismos
de accién fundamentalmente a nivel intracelular. Actualmente se realizan numerosas
investigaciones en el campo de la protedmica para esclarecer aspectos de estas
proteinas, tales como su estructura molecular, control y regulacidn, inductores,

funciones, etc.

Inicialmente se las considera sustancias intracelulares, que sdlo debian
encontrarse en el medio externo en situaciones de necrosis celular, cada vez mas
indicios apuntan hacia funciones de mediadores extracelulares que podrian regular
fenémenos tan complejos como la respuesta inflamatoria e inmunoldgica. Esto hace
que en Salud Publica se abra un enorme campo de investigacion: si determinadas
sustancias tOxicas pueden estimular la sintesis y liberacion de Hsp, su presencia
indicaria la exposicidn a toxicos, contaminantes ambientales o laborales. Por otra
parte, se alteran en diferentes procesos morbidos, lo que ofrece interesantes
posibilidades tanto diagnosticas como terapéuticas ;Podrian utilizarse como indicador
de exposicidn ambiental en un futuro? y ;podrian tener utilidad como biomarcador en

Salud Publica?.
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LAS PROTEINAS DE ESTRES

Son proteinas presentes en todas las células que intervienen en la funcién de
sintesis proteica, uniéndose a las proteinas nacientes para dirigir su plegamiento, lo
que garantiza su estructura tridimensional y con ello su funcionamiento correcto.
Ademas son capaces de unirse a péptidos y proteinas dafiadas por diversos tipos de
agresiones, facilitando su reparacion o degradacion. Cuando la célula se expone a
circunstancias adversas se produce un rapido aumento en las concentraciones de Hsp.
Son inducidas en respuesta a un amplio espectro de agresiones fisiologicas y
ambientales: infeccidon viral, inflamacion, fiebre, exposicion de las células a
compuestos quimicos, citotocinas, anoxia, shock térmico, pH 4cido, etc. Este es un
mecanismo de defensa que permite a la célula adaptarse a condiciones anOmalas y
aumentar su capacidad de supervivencia (BRENNER y WAINBERG, 1999; KIANG y

TSOKOS, 1998).

Los diferentes tipos de condiciones que dan lugar a una elevada expresion de

genes de shock térmico pueden clasificarse en 3 categorias (Tabla 1):

1. Condiciones ambientales (shock térmico, farmacos, estrés oxidativo,
toxicos quimicos y pequeflas moléculas farmacologicamente activas).

2. Condiciones fisiologicas (ciclo celular, factores de crecimiento, desarrollo
celular, diferenciacion tisular, hormonas endocrinas).

3. Condiciones patologicas: dafio y reparacion tisular, fiebre, inflamacion,
infeccion, isquemia, reperfusion, cancer, etc. (NOLLEN y MORIMOTO,

2002a). Cuando se produce una isquemia como consecuencia de una falta
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de riego sanguineo debido a un infarto se va a producir esta respuesta al
estrés, pero también se producird cuando se recupera el flujo sanguineo

muy rapidamente (reperfusion) (WELCH, 1993).

Tabla 1. Diferentes condiciones que inducen la expresion de Hsp (KIANG y

TSOKOS, 1998).

CONDICIONES FISIOLOGICAS | CONDICIONES PATOLOGICAS CONDICIONES

AMBIENTALES
Ciclo celular Infeccion producida por Shock térmico

virus, bacterias y parasitos

Factores de crecimiento Fiebre Metales pesados
Diferenciacion celular Inflamacion Inhibidores metabolicos
Desarrollo tisular Isquemia-reperfusion Antibidticos
Estimulacion hormonal Autoinmunidad Radiacion

En cada una de estas categorias, las condiciones indicadas estan asociadas con
la sobreexpresion de una o mas proteinas de shock térmico, debido a que las células
han sido sometidas a cualquier tipo de estrés, lo que nos va a servir como indicador
de la magnitud de la agresion (WELCH, 1993; NOLLEN y MORIMOTO, 2002a). Se ha
demostrado induccién mediante agentes toxicos celulares tales como Cd**, Zn*",
Hg**, Cu**, Ni**, Cr207", tetraclorofenol, cloracetamida, arsenito sddico, y 1-cloro-
2,4-dinitrobenceno a concentraciones subletales, teniendo interés esta respuesta por su
aplicaciéon como biotest de ecotoxicidad (MOLINA y cols., 2002; BIERKENS, 2000;

ODBERG-FERRAGUT y cols., 1991).

Hoy se sabe que los mecanismos que conducen a la apoptosis y a la respuesta
frente al estrés estan unidos. Las condiciones que inducen la respuesta al estrés

pueden conducir a la apoptosis 0 necrosis, en funcién de la intensidad y duracién del
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estrés. El balance entre las proteinas que inducen o inhiben la apoptosis determinaré si
esta se produce. Ademas, la exposicion celular a un estrés de mediana intensidad,
suficiente para inducir la expresion y acumulacion de Hsp, protege frente a
posteriores exposiciones a otros tipos de estrés letales por si solos (JOLLY y

MoORIMOTO, 2000).

Con el paso del tiempo se ha ido profundizando en el conocimiento de las Hsp
y atribuyéndoseles un papel mas complejo. Una de las caracteristicas que mayor
interés ha despertado en los ultimos afios ha sido su capacidad para situarse en el
exterior de la superficie celular, independientemente o ligadas a péptidos dafiados, y
actuar como antigenos capaces de unirse a los receptores de macrdfagos y células
dendriticas, desencadenando el inicio de una respuesta inflamatoria o inmunitaria.
También dirigen a las moléculas que participan en la regulacion del crecimiento y

diferenciacion celular (WELCH, 1993).

KIANG y Tsokos (1998) clasificaron las proteinas de estrés en diferentes

grupos (Tabla 2):

a) Las mas importantes son las de alto peso molecular: 60, 70, 90 y
110 kDa, siendo sintetizadas a 37 °C en ausencia de shock térmico.
Hsp70 y Hsp90 se encuentran en todos los organismos, mientras que

Hsp110 esta presente principalmente en células de mamiferos.

b) El segundo grupo de Hsp, menos importante, comprende las
proteinas inducidas en condiciones de deprivacion de glucosa, por lo

que se denominan glucose-regulated proteins (Grp).

c) Un tercer grupo son las Hsp de bajo peso molecular, alrededor de 20
kDa encontradas en células de Drosophila sometidas a shock térmico

y en cardiomiocitos isquémicos de ratas.
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Tabla 2. Diferentes familias de proteinas de estrés. Localizacion y funcion celular

(POCKLEY, 2003; JOoLLY y MORIMOTO, 2000).

FAMILIA LOCALIZACION FUNCION CELULAR
CELULAR
Hsp 100 Citoplasma Replegamiento de proteinas.
Termotolerancia
Hsp90 Citoplasma. Reticulo Previene la agregacion de péptidos
endoplasmatico. replegados. Correcto ensamblaje y
plegamiento de proteinas nuevamente
sintetizadas. Mantenimiento del estado
monomérico de HSF1 en condiciones
normales.
Hsp70 Nucleo. Citoplasma. Previene la agregacion de péptidos
Mitocondria. Reticulo | desplegados. Disociacion de oligdmeros.
endoplasmatico. Actividad ATPasa. Regulacion de la
actividad de HSF1. Represion de la
transcripcion de genes del shock térmico.

Hsp60 Mitocondria Unién parcial a polipéptidos plegados.

Correcto plegamiento. Ensamblaje de
complejos multiméricos.
Hsp de bajo peso | Citoplasma. Nucleo. Impide agregacion de proteinas.
molecular Proteccion frente a la polimerizacion.

Las Hsp70 son proteinas muy conservadas en la escala filogenética,

demostrandose 60-78 % de identidad de bases entre células eucariéticas de diferentes

especies, y un 40-60 % de identidad entre Hsp70 de eucariotas de mamiferos y la

Hsp70 denominada DnaK de Escherichia coli. Forman una gran familia multigénica,

inducibles, que residen en diferentes compartimentos subcelulares tales como la
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44 kDa 18 kDa 10 kDa

FIGURA 1. Estructura molecular de la Hsp70 humana.

mitocondria, el nucleo, el citoplasma y el reticulo endoplasmatico (SHARP y cols.,

1999; BROCHE VALLEY cols., 1999; HOLMBERG, 2000).

Morfologia

Se han realizado grandes avances en el conocimiento de la estructura de las
proteinas de estrés, de las que se sabe que estan constituidas por varias partes o
dominios (Figura 1). La parte N-terminal de 44 kDa corresponde a la ATPasa, el
componente de 18 kDa es la zona de unidn al péptido, y la zona C-terminal de 10
kDa contiene la secuencia de aminoacidos EEVD ', presente en las Hsp70 y Hsp90
de células eucaridticas. El dominio ATPasa N-terminal contiene 4 regiones que

forman dos lobulos con una fisura entre ellos. Junto a éste, se encuentra el dominio

' E: Glutamato; V: Valina; D: Aspartato
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de 18 kDa, donde se van a unir péptidos plegados y no plegados, formado por 2 [-

laminas antiparalelas y una ldmina o-hélice.

Escherichia coli contiene dos proteinas Hsp70 diferentes: DnaK y Hsc66
(Figura 2). Se observé que el dominio donde se une el péptido puede adoptar dos esta-
dos, abierto o cerrado, relacionados con la hidrolisis de ATP. Cuando se encuentra en
estado abierto, el polipéptido se va a unir a una especie de canal que posee este
dominio; una vez que el péptido se ha unido, se produce la hidrdlisis de ATP del
dominio ATPasa que pasa a ADP, y el dominio donde se une el péptido adopta un

estado cerrado. GrpE promueve la liberacion de ADP del dominio ATPasa por lo que

Folding

'

ADP

K-ATP

FIGURA 2. Modelo del ciclo del sistema chaperéon DnaK. El ciclo comienza con la asociacion
de DnaK (J) con un sustrato (circulo negro), seguida por la transferencia del sustrato a la forma
ATP de DnaK (K). Esta transferencia estd acoplada al sitio especifico de union del DnaK
mediante hidrdlisis del ATP. A continuacion, Dnal sale del complejo, y GrpE (E) se asocia con
el complejo sustrato-DnaK, desencadenando la liberacion del ADP. Esto permite la union del
ATP, liberando subsecuentemente la separacion de GrpE y DnaK.

Tomado de BUKAU and HORWICH (1998)
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una nueva molécula de ATP se puede volver a unir, adoptando una forma abierta, asi
se libera el péptido, y comienza un nuevo ciclo con la unién de otro péptido (RASSOW

y cols., 1997).

Funciones

Aunque desde el comienzo, el shock térmico se ha asociado a causas
ambientales, el mismo efecto provocan otros tipos de estrés tanto fisiopatoldgicos
como bioquimicos, incluyendo la respuesta celular a la infeccidon causada por agentes
virales y bacterianos, exposicion a metales pesados de transicion, analogos de
aminoacidos, pequefias moléculas farmacologicamente activas y oxidantes. Comun a
todos estos tipos de estrés son los efectos asociados al plegamiento, translocacion,
ensamblaje y degradacion de las proteinas. El estrés produce un incremento de
proteinas no plegadas, asi como un incremento del desplegamiento y formacion de
agregados de proteina, lo que induce una respuesta celular mediada por una sintesis
elevada de chaperones moleculares y proteasas, cuyo objetivo serd reparar el dafio

proteico (NOLLEN y MORIMOTO, 2002b).

Varios estudios han demostrado que el plegamiento de proteinas y su
ensamblaje no se produce de una manera espontanea sino que requiere la ayuda de
una serie de proteinas que reciben el nombre de chaperones moleculares, también
llamadas proteinas acompafiantes o chaperoninas, que se unen a proteinas desplegadas
o desensambladas; ligan y estabilizan proteinas en estadios intermedios de
plegamiento, ensamblaje, translocacion a través de membranas y degradacion. De
ellas podemos destacar que no tienen especificidad por el sustrato, como ocurre con

los enzimas, y el estar muy distribuidas en el interior de la célula sin formar parte de
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un complejo, impiden la interaccion proteina-proteina que facilita el plegamiento con
la intervencién de una gran cantidad de componentes (MADIGAN y cols., 1997a;

KIANG y TSOKOS, 1998; BROCHE VALLE y cols., 1999).

Alrededor de 1980, algunos investigadores observaron la existencia de agentes
desnaturalizantes que daban lugar a la alteracién de la conformacion normal de las
proteinas, provocando una respuesta al estrés, de tal forma que las antiestrés localizan
a las proteinas alteradas y las devuelven a su conformacién correcta (WELCH, 1993).

Cuando existen proteinas desplegadas o mal plegadas, los chaperones se van a unir a

Cuter membrane Inner membrang
hY ,
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<3 Z@Jrﬂz i

\\
Q) ATP Q@
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— _ '
RU‘\ WJE (ree)

ellas hasta que alcanzan un adecuado plegamiento, mediante la ayuda de energia
adquirida del ATP, por ultimo las proteinas se separaran de los chaperones
moleculares (MADIGAN y cols., 1997%; KIANG y TSOKOS, 1998; BROCHE VALLE y
cols., 1999).

FIGURA 3. Representacion esquematica del proceso por el que Hsp70 participa en el transito de
las proteinas desplegadas a través de la membrana mitocondrial.
Tomado de KIANG y TSOKOS (1998)
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Otra de las funciones que realizan este tipo de proteinas de estrés es la
participacion en el transporte de las proteinas a través de la membrana de distintos
compartimentos (Figura 3). El paso por ésta produce la parada de la transduccion para
que la cadena polipeptidica no sea muy larga, porque al plegarse puede producir la
obstruccion del canal. Esta funcién se va a favorecer por la ayuda de unos co-
chaperones, como GrpE y HsplO (proteinas que regulan la funcién de chaperones
moleculares); el primero cataliza el intercambio de ADP/ATP en Hsp70 y el segundo
se une a Hsp60 para regular la actividad como chaperén molecular. Estos cofactores
provocan la maduracion del proceso para llegar a la conformacion nativa de la

proteina (KIANG y TSOKOS, 1998).

Los chaperones moleculares, inducidos en respuesta al estrés, son claves para
la regulacion de la apoptosis y el crecimiento de la célula, lo cual tiene una gran
importancia por su relacion con el cancer y la liberacion de proteinas que pueden
inducir respuesta inmunitaria (JOLLY y MORIMOTO, 2000; KUMAZAKI y cols., 1997;

BRENNER y WAINBERG, 1999; BRENNER y WAINBERG, 2001).

Dentro de cada una de las familias de proteinas de estrés podemos destacar

varias caracteristicas de las funciones que realizan:

La familia Hsp70 va a estabilizar la estructura de las proteinas cuando existe
una competencia entre el estado desplegado y el estado de ensamblaje durante un
periodo largo de tiempo, ademas se unen a cadenas polipeptidicas durante la sintesis

de proteinas.

Las Hsp60 mitocondriales forman un anillo oligomérico donde se produce el

ensamblaje de la proteina para alcanzar su estado nativo.
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Las Hsp90 tienen un papel como supresor en la regulacion, mediante la unién
a diferentes enzimas, factores de transcripcion y receptores de hormonas esteroides
(KIANG y Tsokos, 1998). Estas proteinas estin unidas a un receptor esteroidico;
cuando en la célula entran este tipo de hormonas, las Hsp90 se separan del receptor y
se unen a ellas; asi forman un complejo que interacciona con el DNA, por lo que
activara o reprimira la expresion de genes. Es decir, las Hsp90 regulan la actividad
bioldgica de los receptores de hormonas esteroides (WELCH, 1993). Los niveles de
Hsp estan relacionados con los niveles de estrogenos y progesterona durante el ciclo
menstrual. Los estrogenos pueden provocar un aumento significativo de los niveles de
Hsp70 y Hsp90 en las hembras de ratas pero no en los machos (KIANG y TSOKOS,
1998; HOLMBERG, 2000).

Por ultimo, las Hsp27 impiden la agregacion de proteinas y protegen frente a

la polimerizacion (KIANG y TSOKOS, 1998).

Las proteinas de estrés pueden desencadenar una respuesta inmunoldgica
como consecuencia de actividades intra y extracelulares. A nivel intracelular las Hsp
actuando como chaperones se ligan a las proteinas sintetizadas en la célula. Significa
que en cualquier momento las Hsp pueden encontrarse dentro de la célula unidas a un
amplio rango de péptidos que representan un autentico catilogo de las proteinas
existentes en el interior de la célula. En dicho catidlogo encontramos péptidos
normales presentes en todas las células, y péptidos andmalos que se encontraran solo
en células dafnadas. Los estudios realizados sobre el tema sugieren que las Hsp toman
estos péptidos anomalos (antigenos) y, directamente o a través de otros grupos de
moléculas los trasladan al exterior de la superficie celular. Asi los péptidos andmalos
actian como sefiales de alarma que alertan al sistema inmunologico de que la célula
estd dafiada. Por tanto, cuando se detectan fuera de la célula indican que esta ha sido
agredida, o incluso que ha sido destruida, expulsando todo su contenido. Una vez que
los complejos de Hsp y péptidos estan fuera de la célula son detectados por el sistema

inmune a través de macrofagos y células dendriticas, denominadas células
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presentadoras de antigenos (en inglés antigen-presenting cells, APCs). Después de
ser detectado, el complejo de Hsp entrara dentro de estas células a través del receptor
CD91, y sera transportado a los nédulos linfaticos, alli las APCs presentan en su
superficie al péptido que estaba formando un complejo con las Hsp, que al ser
antigénico pueden estimular una respuesta inmune (BINDER y cols., 2004; CAMPISI y

cols., 2003; POCKLEY, 2003; WELCH, 1993; DENAGEL y PIERCE, 1993).

Una respuesta inmunoldgica interesante es la que producen diversas
infecciones por bacterias y parasitos, tal como ocurre en enfermedades como
tuberculosis y lepra. Estos patogenos cuando entran en el organismo huésped estan
sometidos a mecanismos de defensa produciendo sus proteinas de estrés, que actian
como antigenos frente a los que el huésped produce una respuesta inmune. Dos son

las razones que explican que las Hsp originen esta respuesta:

1. Los patogenos durante la fagocitosis en macrofagos encuentran un
ambiente hostil, expresando Hsp que son procesadas, los péptidos
derivados de estas proteinas se unen a MHC (Complejo Mayor de
Histocompatibilidad) de clase 1 6 II y son presentados al sistema

inmune.

2. Las proteinas son altamente conservadas entre patogenos y huésped, lo
que favorece la produccion de una reaccion cruzada entre las proteinas
del huésped y del patogeno, las primeras actilan como antigenos
(autoantigenos) y provocan enfermedades autoinmunes, tales como
diabetes mellitus insulindependiente (DMID), artritis reumatoide,
esclerosis multiple, etc. En un futuro podria ser que estas proteinas
tengan un papel en el desarrollo de inmunoterapias para ciertas
enfermedades autoinmunes, es decir, las enfermedades como la DMID
y artritis reumatoide animal se podrian prevenir mediante la

inmunizacion con Hsp60 (WELCH, 1993).
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Hasta ahora hemos mencionado varias de las funciones mas importantes de
las proteinas de estrés, pero existen otras como la participacion en los mecanismos de
transduccion de sefales y regulacion de la expresion génica; proteccion de la célula en
situaciones de estrés, siendo una manera de adaptacion por parte de ésta; y la
activacion de una serie de mecanismos metabolicos y proliferativos de la célula,

debido a la aparicion de diferentes estimulos (BROCHE VALLE y cols., 1999).

La induccién de las proteinas de estrés puede deberse a la aparicion de alguna
enfermedad inflamatoria, y en este caso se le atribuye un efecto citoprotector. Se ha
comprobado que cuando aparecen procesos patoldogicos de este tipo, o enfermedades
cardiocirculatorias tales como la isquemia, se produce una elevada expresion de las
proteinas de estrés, y consecuentemente un efecto citoprotector. Este aumento en la
expresion de las proteinas de estrés indica una adaptacion de la célula a esta nueva
situacion y conducird a una sintesis normal de proteinas del miocardio (en el caso de
enfermedades coronarias), una disminucion de proteinas no plegadas y recuperacion

funcional de este organo.

En estas enfermedades, para alcanzar el mayor efecto citoprotector se debe
producir una sobreexpresion de los genes que codifican Hsp. Esto se puede conseguir
in vitro mediante manipulacion genética, o mdas facilmente, con la aplicaciéon de
diversas sustancias inductoras, tales como herbimicina A, derivados de la hidroxi-
lamina, o salicilatos. Mediante este tipo de respuesta se produce un aumento en la
transcripcion de los genes Hsp que conduce a incrementar el efecto citoprotector en

estos procesos patologicos (MORIMOTO, 1999).

El efecto citoprotector tiene una gran importancia en exposicion a luz intensa y
radiacion ultravioleta, o en la conservacidn de 6rganos para transplantes. Por ejemplo,

se ha demostrado en ratas que las Hsp70 protegen a las células fotorreceptoras de la
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retina frente a la degeneracion inducida por la luz intensa (JINDAL, 1996; WHEELER y

cols., 2002).

Control y regulacion

La concentracion de Hsp dentro de la célula aumenta hasta dos y tres veces
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FIGURA 4. Regulacion de la transcripcion de los genes de Hsp mediante HSF (heat shock

Tomado de POCKLEY (2001)

cuando actian diferentes agresiones sobre ella, y este aumento es regulado

transcripcionalmente. La familia de las Hsp70 esta codificada por 3 genes que se

encuentran en el Complejo Mayor de Histocompatibilidad Clase III en la region del
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cromosoma 6. Estos 3 genes son hsp70-1, constitutivamente expresado aunque a
niveles bajos, hsp70-2, y hsp70-HOM (HOLMBERG, 2000).

La transcripcion de estos genes estd regulada por HSF (heat shock factor).
Este factor estd presente en el citoplasma como una molécula monomérica latente,
incapaz de unirse al DNA. Bajo condiciones de estrés, la produccién de proteinas no-
nativas conduce a la fosforilaciéon (P) con ayuda de proteinas CPK, y trimerizacion de
HSF (Figura 4). Los trimeros se trasladan al nudcleo, se unen a HSE (heat shock
element) localizado en las regiones del promotor de los genes de Hsp, e intervienen
en la transcripcion de estos genes. Los niveles de Hsp nuevamente sintetizadas van a
regular la actividad de los trimeros de HSF (KIANG y Tsokos, 1998; POCKLEY,
2003).
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En el promotor del gen hsp-70 se localizan tres combinaciones perfectas de
nGAAn y dos imperfectas, nGACn y nGGGn. Los HSE (heat shock element) en
posicion 3 y 4 (P3 y P4) son simétricos, y favorecen la unién de los trimeros de los
HSF1 y HSF2 (Figura 5). La segunda molécula de HSF1 se une a los HSE en P1 y
P2, mientras HSF2 se une a HSE solamente en P2 (KIANG y TSOKOS, 1998).

Se han identificado 4 tipos de HSF en vertebrados, denominados HSF1 a
HSF4. De ellos, el HSF1 es el que tiene el papel principal en la respuesta al estrés
fisiolégico y ambiental, mientras que HSF2 se induce especialmente durante la
diferenciacion y etapas tempranas del desarrollo (POCKLEY, 2003). HSF2 tiene las

caracteristicas de una proteina termosensible: se inactiva cuando se expone a

HSF1or HSF2

' GAA ] GAn 1 GAC T 3
P
3 GGG uﬂiﬁfr 5
P2
’ Py \
HSF1 HSF1 HSF2 HSF2

L ' 7 '_l/E- M-:::“.\i_
3 GGG =, AAC) / N \21e) 8
oo o4 P2 P4

FIGURA 5. Unidn de los HSF (heat shock transcription factor) a los HSE (heat shock transcription
element).

Tomado de KIANG y TSOKOS (1998)
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temperaturas elevadas, es secuestrado del citoplasma y de esta manera se evita su

interferencia con la actividad HSF1 en la célula estresada.

La activacion del factor del shock térmico HSF1 no solamente estd regulada
por la temperatura sino que también va a estar modulada por factores estresantes que
tienen un efecto en el crecimiento celular. Se ha observado que HSF1 puede ser
activado por un bajo pH o por salicilato, quizas porque actiian sobre la conformacion

de HSF1 (KIANG y TSOKOS, 1998).

El grado de induccién depende de los niveles y la duracion del estrés, de
manera que el incremento puede ser transitorio o permanente. La sintesis de Hsp
alcanza el maximo a las 3-5 horas después del shock térmico y cesa después de 8
horas, aunque se mantienen por encima de los niveles basales durante dias o

s€émanas.

La induccion de las Hsp tiene que estar estrechamente controlada. Su
persistencia alteraria gravemente la homeostasis proteica y las funciones
intracelulares. Entre los mecanismos de control, POCKLEY (2003) destaca la unién de
Hsp70 al HSF1, reprimiendo la transcripcion activada por el shock térmico; en
definitiva, no es mas que un proceso de retrorregulacion (HOLMBERG, 2000). En este
proceso se produce la interaccion entre HSBP1 (heat shock binding protein), la forma
trimérica activada de HSF1 y Hsp70, cuyo resultado es la inhibiciéon de la capacidad

de HSF1 para unirse al DNA.

Proteinas de estrés y procesos patologicos
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No se han realizado hasta la fecha gran nimero de estudios sobre niveles
séricos de las Hsp, siendo los trabajos publicados orientados a conocimientos

puntuales en diversas patologias sobre poblaciones relativamente pequefias.

Un andlisis global de la bibliografia muestra que en los procesos patoldgicos
infecciosos y no infecciosos se produce una respuesta al estrés. En todos estos

procesos se detecta un aumento en la expresion de Hsp.

Aunque los niveles basales de Hsp70 van a estar influidos por varios factores,
como la temperatura ambiente (BOSHOFF y cols., 2000), hay una sobreexpresion de

estas proteinas cuando se comparan enfermos y poblacion sana.

Se acepta que las Hsp en general, y Hsp70 en particular, son secretadas fuera
de la célula, por lo que pueden ser detectadas en la sangre de individuos normales y

pacientes con infecciones agudas (PANAYI y cols., 2004).

Todos los estudios realizados en poblacion sana muestran mayores niveles
basales de Hsp70 en mujeres frente a hombres. En un trabajo realizado en la
Universidad de Sheffield (UK), se midieron mediante enzima-inmunoensayo los
niveles de Hsp70 en 92 sueros de personas sanas donantes, 47 varones y 45 mujeres,
con edades de 20-63 y 20-65 afos respectivamente. Los valores medios obtenidos
fueron 1131 ng/mL de Hsp70 en hombres y 2543 ng/mL en mujeres. Como podemos
observar, las concentraciones en las mujeres son 2 veces mayores que en los hombres
(POCKLEY Yy cols., 1998).

En los pacientes con lesiones traumadticas se ha demostrado un aumento en la
expresion de Hsp. Por ejemplo, HASHIGUCHI y cols. (2001) realizaron un estudio
comparando 2 grupos de personas, uno de voluntarios sanos y otro de personas que
padecian algin traumatismo. Los resultados indican que los niveles de Hsp en los

enfermos eran mucho mas elevados que en los voluntarios sanos.
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Se ha observado un aumento en la expresion de Hsp en tejidos neoplasicos del
ovario, mama, endometrio y aparato digestivo. Algunos autores creen que este
aumento de las proteinas puede estar relacionado con la elevacion de la proliferacion
celular, desarrollo de metistasis y resistencia a drogas terapéuticas, mientras que otros
autores piensan que este aumento hace que las células proliferadas empiecen a
diferenciarse. Las células tumorales llegan a los ganglios linfaticos se encuentran con
un ambiente inadecuado, de manera que se aumenta el nimero de Hsp en estas células
mejorando asi su supervivencia, se eleva el nimero de células malignas, que desde los
ganglios se repartirian por todo el organismo, es decir, la sobreexpresion de las Hsp
puede dar lugar a un empeoramiento de la enfermedad. Un mecanismo similar podria
resultar ante la exposicion a farmacos antineoplasicos, explicando el desarrollo de
resistencias. Esto no sucede de una forma general, es decir, depende del tipo de
cancer y de las drogas que se administren, y quizas est¢ mas relacionado con un tipo
de Hsp determinada. En aplicacion clinica, la modulacion de los niveles de expresion
de Hsp nos puede ayudar a revertir la resistencia a drogas y controlar el crecimiento

tumoral (CORONATO y cols., 1999).

RAMIREZ y cols. (2001), determinaron Hsp70 en 35 tumores malignos de
mama, y en 10 procesos proliferativos no malignos (adenoma de mama y mastopatia
fibroquistica). Los resultados mostraron la presencia de Hsp70 en todos los tumores y
procesos proliferativos no malignos con niveles mayores de estas proteinas en tumores
malignos frente a procesos no malignos. Otro hecho importante que se muestra en
este trabajo es la localizacion de Hsp70. En los procesos no malignos, la localizacion
de Hsp70 es citoplasmatica, mientras que en todos los casos malignos es nuclear y
citoplasmatica, lo que hace pensar en la utilidad de las Hsp70 como marcador de
prondstico, ya que estas proteinas estdn presentes tanto en tumores malignos de
mama, como en adenomas y enfermedades fibroquisticas, y sobre todo, por la
especifica localizacién nuclear de Hsp70 en los procesos malignos, mientras que en

los procesos no malignos la localizacion es solo citoplasmatica.
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El cancer de mama sigue siendo una de las principales causas de muerte en la
mujer, por lo que se han realizado numerosos estudios sobre Hsp en este tipo de
tumor. Se ha observado que tras la administracion de drogas se modifica la expresion
de algunas Hsp, lo que sugiere que estas proteinas de estrés pueden servir como
marcadores de respuesta a la quimioterapia. Se ha demostrado que pacientes cuyos
tumores expresan elevados niveles de Hsp70 nuclear presentaban resistencia al
tratamiento, y desarrollaban metastasis. Los mecanismos por los que se producen
estas resistencias son desconocidos (CIOCCA y cols., 1992; OESTERREICH y cols.,

1993; VARGAS-ROIG y CloccA, 2000).

Algunos autores también sefialan que la expresion de Hsp70 en el cancer nos
da esperanzas para el desarrollo de terapias nuevas. La utilizacion actual de drogas
como el tamoxifeno o inhibidores estrogénicos, en tratamientos muy prolongados,
puede dar lugar a la aparicion de resistencias. Se podria diseflar un nuevo tipo de
terapia para estas enfermedades mediante tratamientos basados en drogas que inhiben
de una forma especifica la induccion de proteinas del shock térmico, que tendrian
preferentemente como diana las células tumorales, por ejemplo en el cancer de mama

(RAMIREZ y cols., 2001).

Los estudios sobre diversas enfermedades crdnicas y/o degenerativas muestran
en general un aumento de las proteinas de estrés. Asi se ha observado en la

enfermedad vascular periférica y renal, pancreatitis no infecciosa, etc.

WRIGHT y cols. (2000), pensaron en las proteinas del shock térmico como
componente inmunoldgico en el desarrollo de la arterioesclerosis. En los pacientes
con enfermedad vascular periférica se observaron niveles mucho més elevados de
Hsp70 en el suero de los enfermos que en los controles, y se detectaron en el suero

del 76 % de los enfermos, y s6lo en el 41 % de los controles.
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En la enfermedad vascular renal se observa que las Hsp70 estaban presentes
en el 62 % de los pacientes mientras que s6lo se pudieron detectar en el 32 % de los

sueros control.

En resumen, se demuestra que tanto en sujetos con enfermedad vascular
periférica como en aquellos con enfermedad renal vascular, los niveles circulantes de
Hsp70 son elevados, aunque resta por determinar su papel fisioldgico (WRIGHT y

cols., 2000).

Las enfermedades pancreaticas también conducen a un aumento de los niveles
de Hsp. En las pancreatitis agudas inducidas por arsenito sddico o arginina, se
produce una sobreexpresion de Hsp70, en funcion de la dosis y del tiempo, que se
mantiene elevada durante 24-48 horas (RAKONCZAY y cols., 2003). La preinduccion
de Hsp pancredtica tiene un efecto protector, como han demostrado recientemente
BHAGAT y cols. (2002), de tal forma que se pueden considerar como un componente
farmacoldgico para la proteccion del pancreas, haciendo que drogas no toxicas activen

la respuesta del shock térmico (RAKONCZAY y cols., 2003).

Entre los procesos patoldgicos infecciosos los trabajos realizados responden al
mismo patron de sobreexpresion de Hsp70. Entre estos procesos tiene especial interés
la infeccion por VIH ya que a diferencia de la mayor parte de los procesos infecciosos

se produce una disminucion de las células blancas sanguineas.

Diversos estudios realizados en los que se compara la expresion de Hsp70 en
linfocitos de pacientes VIH+ frente a controles, demuestran que la capacidad de
produccidon de Hsp70 en los pacientes fue 4.5 veces superior a la de los controles

(AGNEW Yy cols., 2003; FUST y cols., 2005).

No se conoce muy bien el papel que las proteinas de estrés juegan en el SIDA.

Parece ser que las Hsp que pertenecen a la familia de 70 kDa, tienen un papel



E. ESPIGARES RODRIGUEZ. Introduccion. 24

importante en el ciclo de vida de diferentes virus RNA y DNA, entre estos la

replicacion del virus VIH-1.

WAINBERG Yy cols. realizaron un estudio in vitro para determinar el impacto de
la infeccion aguda por VIH-1 sobre la expresion intracelular de Hsp en lineas
celulares linfociticas de CD4*. Durante la fase inicial de infeccién no se detecta RNA
gendmico viral hasta 30 horas después de la infeccidon, mientras que la transcripcion
del RNAm de Hsp70 aparece a partir de las 3-8 horas tras la infeccion. La
transcripcion es inhibida durante 24 horas, coincidiendo con la aparicién del RNAm
del genoma viral, y se reinicia de nuevo al final del ciclo de replicacion viral, con la
liberacién de los viriones y muerte de las células CD4" (WAINBERG y cols., 1997,

IORDANSKIY y cols., 2004*; IORDANSKIY y cols., 2004").

Diversas proteinas de estrés, entre ellas las Hsp70, tienen un papel destacado
en el ciclo de vida del VIH (BRENNER y WAINBERG, 1999; BRENNER y WAINBERG,
2001). Se ha comprobado la activacion de los genes de estrés durante la infeccion por
diversos virus DNA y RNA durante las fases de latencia y lisis. El VIH-1 infecta a
los linfocitos uniéndose a los receptores CD4 ", e induce una expresién prematura de

Hsp70 tras la infeccidn viral (WAINBERG y cols., 1997; FURLINI y cols., 1994).

La asociacion de proteinas de estrés con los componentes virales facilita su
plegamiento, ensamblaje y morfogénesis, con un impacto directo y positivo en la
velocidad de la produccion viral e infectividad. Asi ocurre con el plegamiento y
ensamblaje de la proteina gp160 desde su estado nativo, proceso en el que interviene
la proteina Hsp70 del reticulo endoplasmatico. Incluso parece que proteinas Hsp70
inducibles se incorporan especificamente en los viriones VIH-1. Este fenOmeno
significaria que la propia respuesta celular frente a la infeccion por VIH favorece el
desarrollo de dicha infeccion, aunque los resultados proporcionados por diferentes

autores son contradictorios (BARTZ y cols., 1994).
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INFECCION POR VIH Y SIDA

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) infecta al hombre
produciendo una alteracion del sistema inmunitario cuya manifestacion mas grave es
el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Las células afectadas por el
VIH son los linfocitos T CD4*, la destruccién progresiva del sistema inmunitario,
para terminar produciendo una inmunodeficiencia (MADIGAN y cols., 1997°). Cuando
el sistema inmunitario estd sensiblemente dafiado permite el desarrollo de infecciones
oportunistas graves, neoplasias u otras manifestaciones potencialmente mortales. El
SIDA no es mas que una agrupacion de posibles complicaciones que aparecen en el
sujeto inmunodeficiente. Se admite la presencia de SIDA cuando existe una infeccion
por VIH y el recuento de CD4™ es inferior a 200 células/uL o bien aparece alguna de
las patologias incluidas entre los criterios de SIDA que se recogen en la Tabla 3

(CDC, 1992).

El SIDA es una enfermedad de declaracion obligatoria (HERRUZO CABRERA y
cols., 2001). Desde un punto de vista epidemioldgico, interesa vigilar la incidencia de
SIDA para evaluar la situacion y tendencias de la epidemia, asi como el desarrollo y
prevalencia de nuevas infecciones por VIH. Determinar la existencia de esta infeccion
ofrece oportunidades de prevencion primaria (identificacion y control de practicas de
riesgo y prevencion de nuevas infecciones), y de prevencion secundaria (tratamiento),
con el objetivo de detener o retrasar el deterioro inmunitario. La definicion de
infeccion por VIH se convierte en prioritaria, y recientemente se han propuesto
nuevos criterios de definicion, en los que se contemplan los avances de métodos
diagnosticos. En adultos, adolescentes o nifios mayores de 18 meses la infeccion por

VIH se define cuando se cumplen los criterios de la Tabla 3 (CDC, 1999).
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Tabla 3. Criterios para infeccion por VIH en adultos (CDC, 1992).

CRITERIOS DE LABORATORIO
(debe cumplirse algunos de los dos siguientes criterios)

a) Resultado positivo en tests para anticuerpos frente a VIH (enzimoinmunoensayo),
seguido por un resultado positivo con anticuerpos especificos identificados por otros
tests (Western blot, inmunofluorescencia).

b) Resultado positivo en cualquiera de los siguientes tests: aislamiento del virus
mediante cultivo viral, deteccion de antigenos p24 de VIH y acido nucléico de VIH
(DNA o RNA) mediante PCR (reaccion en cadena de la polimerasa).

CRITERIOS CLINICOS
a) Diagnéstico de infeccion por VIH basado en criterios de laboratorio documentado en

una historia clinica.
b) Condiciones que cumplen los criterios de definicion de caso de SIDA.

La clasificacion revisada por el CDC clasifica a las personas infectadas de
acuerdo con el recuento de linfocitos-T CD4" y las condiciones clinicas asociadas a la
infeccion por VIH, obteniéndose una matriz con 9 clases diferentes (Tabla 4) . Se
establecen tres rangos de linfocitos-T CD4" (Tabla 5) y tres categorias clinicas (Tabla

6).

Tabla 4. Clasificacion del estadio en la infeccion por VIH.

CATEGORIAS CLINICAS
CATEGORIAS A: leves B: moderados C: severos
INMUNOLOGICAS
1 Normal Al B1 Cl1
2 Moderada A2 B2 C2
3 Grave A3 B3 C3

Tabla 5. Categorias de recuento de linfocitos T CD4"

a) Categoria 1: recuento mayor o igual a 500 células/pL.
b) Categoria 2: 200-499 células/L.
c) Categoria 3: menos de 200 células/uL
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Tabla 6. Categorias clinicas en la infeccion por VIH

CATEGORIA A
Una o mas de las condiciones listadas a continuacion, con infeccién documentada

a) Infeccion por VIH asintomatica.

b) Linfoadenopatia persistente generalizada.

c) Infeccion VIH aguda (primaria) con enfermedad acompafiante, o
historia de infeccién aguda por VIH.

CATEGORIA B

Persona con infeccion por VIH cuya sintomatologia no se incluye en la categoria C y presenta al menos uno
de los siguientes criterios:

a) Sus sintomas se atribuyen a una infeccién por VIH, o son indicativos de un defecto en la
inmunidad mediada por células
b) Estimar que cursa una enfermedad que esta complicada por una infeccién por VIH

Enfermedades de esta categoria

1) Angiomatosis bacilar.

2) Candidiasis orofaringea

3) Candidiasis vulvovaginal

4) Displasia cervical (moderada o severa)/carcinoma cervical in situ.

5) Sintomas generales tales como fiebre (38.5 °C) o diarrea que
duran mas de 1 mes.

6) Leucoplasia vellosa oral.

7) Herpes zoster (al menos dos episodios distintos 0 mas de un
dermatoma.

8) Purpura trombocitopenica idiopatica.

9) Listeriosis.

10) Enfermedad pélvica inflamatoria, especialmente si esta
complicada por abcesos tubo-ovaricos.

11) Neuropatia periférica.

CATEGORIA C
Incluye las condiciones clinicas establecidas en la definicién de caso para la vigilancia de SIDA (Tabla 7).

Definicion de caso de SIDA

Todas las personas con infeccion por VIH confirmada mediante pruebas de
laboratorio, con un recuento de linfocitos T CD4" inferior a 200 células/IL, 6 un
porcentaje de CD4" inferior al 14 %, 6 con una de las condiciones clinicas

establecidas en la Tabla 7.
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Tabla 7. Condiciones clinicas establecidas para la definicion de caso para la

12)
13)
14)
15)
16)
17)
18)

19)
20)
21)
22)
23)
24)
25)

vigilancia de SIDA.

Candidiasis de bronquios, traquea o pulmonar.

Candidiasis esofagico

Cancer cervical invasivo.?

Coccidioidomicosis, diseminada o extrapulmonar.

Criptococosis extrapulmonar.

Criptosporidiosis intestinal crénica (con duracién superior a 1 mes).
Enfermedad por citomegalovirus.

Retinitis por citomegalovirus.

Encefalopatia relacionada con VIH.

Herpes simple (Ulceras crénicas con duraciéon superior a 1 mes, o bronquitis,
neumonitis o esofagitis.

Histoplasmosis diseminada o extrapulmonar.

Isosporiasis intestinal crénica (con duracién superior a 1 mes).

Sarcoma de Kaposi.

Linfoma de Burkitt (o término equivalente).

Linfoma inmunoblastico (o término equivalente).

Linfoma primario de encéfalo.

Complejo Mycobacterium avium o M. kansasii, diseminado o extrapulmonar.
Mycobacterium  tuberculosis, en cualquier localizacion (pulmonar3 o
extrapulmonar).

Mycobacterium, otras especies o no identificadas, diseminada o extrapulmonar.
Neumonia por Pneumocystis carinii.

Pneumonia recurrente.’

Leucoencefalopatia multifocal progresiva.

Septicemia por Salmonella recurrente.

Toxoplasmosis encefalica.

Sindrome caquectizante de la infeccion por VIH.

2 Ariadido en la ampliacion de criterios para la definicion de caso de SIDA en 1993 (CDC, 1992).
% Afiadido en la ampliacion de criterios para la definicion de caso de SIDA en 1993 (CDC, 1992).

La infeccion por VIH
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1. Agente etiologico

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) pertenece a la familia de los
retrovirus humanos (retroviridae), subfamilia lentivirus. Estd compuesto por dos
moléculas de RNA monocatenario gendmico, con una doble envoltura proteica, que
contiene una ADN polimerasa que actia como una transcriptasa inversa. Mediante
este enzima, a partir del RNA monocatenario de sentido positivo del virus se produce
una copia en sentido inverso de ADN bicatenario, que puede integrarse en el genoma

humano.

La envoltura externa tiene una estructura icosaédrica (Figura 6) que contiene
numerosas espiculas formadas por las principales proteinas virales: gpl20 y gp4l

(HERRUZO CABRERA y cols., 2001; MADIGAN y cols., 1997").

Como otros retrovirus, el VIH posee una serie de genes que codifican

proteinas estructurales (Figura 7) (STRATOV y cols. 2004):

» Envoltura

» gp120
= gp#
# Proteasa
— = MA (p17) > TR
» p
> PG6

» CORE (P24)

» Integrasa

FIGURA 6. Estructura del VIH-1.
Tomado de Hoffmann y Kamps (2003)
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1. Gen env: es responsable de la sintesis de varias glucoproteinas de
envoltura (gpl160, gp120 y gp41), que juegan un importante papel en
la uni6n con los receptores celulares de los linfocitos T CD4 ™.

2. Gen gag: proteinas p24, pl7, p7 y p9, relacionadas con la
composicién de la nucleocipsida.

3. Gen pol: codifica las enzimas responsables de la transcripcién inversa

y la integracion (proteinas p32, p66, pS1y pll).

Ademas, el VIH es mas complejo que otros retrovirus, y contiene al menos
seis genes adicionales (vif, vpu, vpr, tat, rev, y nef) que codifican proteinas que
regulan la expresion génica. En cada uno de los extremos de este conjunto de genes
nos encontramos con una secuencia LTR (Long Terminal Repeat). La estructura
comun de un genoma retroviral es 5’LTR-gag-pol-env-LTR3’, siendo estas dos
regiones terminales (que no codifican ninguna proteina) el punto de conexion al DNA

del huésped después de la integracion (HOFFMANN y KAMPS, 2003).

Se han descrito dos tipos de virus que afectan al hombre: VIH-1 y VIH-2. El

tad ded

- =

W d B

MA CA nc pb
Poliproteina 55kD Gag

160 KD proteina de fusion Gag-Pol Precursor gp160

FIGURA 7. Genes del VIH.
Tomado de Hoffmann y Kamps (2003)
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VIH-2 se describe por primera vez en 1986 en Africa occidental. Ambos tipos
comparten aproximadamente del 40 al 60% de homologia a nivel de aminoacidos. Se
ha observado similitud entre el VIH y el virus de inmunodeficiencia del chimpancé
(VIS), por lo que se piensa que a lo largo de la historia se han producido
transferencias de chimpancés a humanos. Aunque el VIS no se transmite de simios a

humanos, debe de haberse recombinado para dar lugar al VIH.

El VIH-1 es el que esta mas extendido por todo el mundo y se divide en tres

grupos (GURTLER y cols., 1994; SIMON y cols., 1998):

e Grupo M (mayor) responsable de la mayor parte de las infecciones
en el mundo. Contiene 9 subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J y K); el
subtipo B es el mas extendido por Europa Occidental, Estados
Unidos, Canad4, Sudamérica y Australia.

e Grupo O (outlier), una forma viral relativamente rara encontrada
en Camertn, Gabdn, y Francia.

e Grupo N, identificado en mujeres del Camertn con SIDA.

2. Replicacion viral

La infeccién por VIH se inicia tras la unién de la proteina gpl120 a los
receptores CD4* de la superficie celular de los linfocitos T. Dicha unién provoca un
cambio en la conformacién de la proteina gp120 que permite su unién a un grupo de
coreceptores; los dos mas importantes para el VIH son CCRS y CXCR4. El uso de
uno, otro o ambos determina el tropismo de VIH. Cuando la unién de la proteina
gp120 es completa, se modifica la estructura de la envoltura viral exponiendo la
proteina gp41, la cual facilita la fusién de la envoltura viral con la membrana celular y
la internalizacion del RNA en la célula infectada. La transcriptasa inversa cataliza la
transcripcién del genoma RNA en una doble hélice de DNA, esta es translocada al

nuicleo, y debido a la accidén de otra enzima viral, la integrasa, se integra en parte,
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aunque no completamente, en los cromosomas de la célula huesped. A partir de este
momento el provirus puede quedar transcripcionalmente inactivo (latente) o expresar

sus genes en diferentes niveles, hasta la produccion activa de virus.

La activacion celular juega un papel importante en el ciclo del VIH, y es
critica en la patogenia de la enfermedad. Para que se inicie la transcripciéon del DNA
viral integrado en RNA o RNAm se requiere cierto grado de activacién celular,
dependiente de la interaccion de factores virales y celulares. E1 RNAm viral se
traslada a proteinas que sufren procesos de glicosilacion, fosforilaciéon y clivado. La
particula viral se forma por ensamblaje de las proteinas VIH, enzimas y genoma RNA
en la membrana plasmatica de las células: La génesis de viriones ocurre a través de
regiones especializadas en la bicapa lipidica de la membrana celular llamadas lipid
rafts (balsas de lipidos). La proteasa viral cataliza la separacion de los precursores

produciendo viriones maduros (BRAUNWALD y cols., 2004).

3. Desarrollo de la enfermedad

Tras la infeccion primaria, con algunas variaciones relacionadas con la puerta
de entrada en las que intervienen de forma significativa las células dendriticas, se
produce una primera fase de viremia previa al inicio de la respuesta inmunitaria y con

ella la diseminacion del VIH por drganos linfaticos, cerebro y otros tejidos.

La infeccion por VIH induce una respuesta inmunoldgica antiviral importante,
sin embargo la replicacion viral nunca se controla totalmente (BUENZ, 2004), sino que
se mantiene a niveles que reflejan el equilibrio entre el control inmunitario y los
fenémenos de escape viral (BAILEY y cols., 2004). La respuesta de linfocitos T
citotoxicos, junto al desarrollo de anticuerpos especificos, consiguen reducir
parcialmente la viremia, generalmente entre 10* y 10° copias de RNA/mL. Estos
niveles se mantienen durante un periodo asintomatico de unos 10 afios de duracion

(mediana) durante el cual la replicacién del VIH conduce a una destruccion progresiva
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de las células T CD4*, provocando finalmente un colapso de la respuesta inmunitaria,
tanto frente al VIH como frente a otros patdgenos, y el desarrollo del SIDA. Se
suman también alteraciones funcionales en los CD4*, pero no limitan la respuesta

vigorosa y sostenida de las células B y los linfocitos T CD8™.

La cronificacion de la infeccion por VIH se atribuye a la capacidad del virus
para evadir el control inmunitario, proceso que se consigue mediante diversos
mecanismos, en su mayor parte asociados a la apariciéon de mutaciones. Se pueden

destacar:

1. Modificacion de la estructura de la proteina de superficie, de forma que
quedan enmascarados los epitopos antigénicos impidiendo su reconocimiento
por los anticuerpos neutralizadores.

2. Pérdida de la respuesta mediada por linfocitos T CD4" especificos frente al
VIH. Estas células son esenciales para la respuesta antigénica especifica, tanto
humoral como celular, y su infeccion preferente por el VIH tiene
consecuencias muy negativas para el control de la replicacion del VIH.

3. Secuestro de las células infectadas por el VIH en zonas inmunolOgicamente
privilegiadas como el SNC, impidiendo su eliminacién por linfocitos CD8*
citoliticos.

4. Formacion de un reservorio de células con infeccion latente que no puede ser
eliminado por linfocitos citoliticos especificos. Este reservorio permanece
incluso cuando se administra tratamiento antirretroviral altamente efectivo y se
consigue un descenso mantenido en la viremia. Los virus en estado latente no
se afectan por el tratamiento y pueden generar copias virales competentes
cuando aparecen sefales de activacion. Este es precisamente uno de los
mayores obstidculos que presenta actualmente la erradicacion del virus
(BRAUNWALD y cols., 2004).

5. Mutaciones que permiten eludir el control por linfocitos T CD8 citoliticos.
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6. La proteina nef es un determinante importante de la patogenicidad viral. Inhibe
la presentacion de moléculas HLLA clase I en la superficie de las células
infectadas por VIH, lo que reduce la capacidad de los linfocitos T citoliticos

para reconocer y destruir las células infectadas (BUENZ, 2004).

La activacion del sistema inmunoldgico es un componente normal de la
respuesta frente a un antigeno extrafio. En condiciones normales se mantiene un
estado de homeostasis, de forma que una vez que el antigeno es eliminado el sistema
vuelve a su estado basal. En la infeccion por VIH, al contrario, dada la persistencia
de la replicacion viral el sistema inmune esta cronicamente activado. Esto supone una
hiperactivacion de las células B (hipergammaglobulinemia), proliferacion linfocitica
espontanea, activacion de monocitos, expresion de activadores de células T CD4" y T
CD8", hiperplasia de los nédulos linfaticos e incremento de la secrecién de citoquinas
proinflamatorias. Incluso en ausencia de infeccion directa, las proteinas de envoltura
del VIH pueden actuar sobre los receptores celulares para desarrollar potentes sefiales
que activan el flujo de calcio, la fosforilacion de proteinas que participan en sefiales
de transduccidon, e incluso la apoptosis celular. La secrecion de citoquinas
proinflamatorias e inmunoreguladoras es al mismo tiempo una consecuencia de la
activacion inmune aberrante asociada a la infeccion por VIH y un mecanismo de

propagacion de esta activacion.

En este proceso de activacion celular ademas de factores enddgenos
intervienen factores exogenos. Otros virus como el VHS tipo 1, citomegalovirus,
virus de Epstein Barr, virus de la hepatitis B, adenovirus, etc., 0 microorganismos
como micoplasmas o micobacterias, pueden estimular la expresion viral con efectos

importantes sobre su patogenia.

La persistencia de la activacidon inmunoldgica tiene consecuencias graves.
Desde un punto de vista viroldgico, aunque las células T CD4" inactivas pueden

infectarse, la transcripcion inversa, la integracion y la replicacion viral son mucho
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mas eficientes en las células activadas. Ademas, la activacién celular induce la

expresion viral en células con infeccion latente.

Desde un punto de vista inmunoldgico, la exposicion crénica del sistema
inmune a un antigeno particular termina provocando la incapacidad para sostener una
respuesta adecuada frente a dicho antigeno. Es mas, la capacidad de respuesta frente a
un amplio espectro de antigenos se ve comprometida si las células inmunocompetentes
se mantienen en un estado cronico de activacion. Finalmente, 1a activacion del sistema
inmunolégico favorece la eliminacion de células a través de su muerte programada

(apoptosis), asi como la secrecion de citoquinas que inducen la expresion de VIH.

También los fendmenos autoinmunes, comunes en los individuos infectados
por VIH, reflejan en parte una activacion cronica del sistema inmune; incluyen
anticuerpos frente a linfocitos, plaquetas, neutrofilos, componentes nucleares y
citoplasmaticos, asi como a un amplio rango de proteinas plasmaticas. Existe una
reactividad cruzada entre las proteinas virales gp120 y gp41, y las moléculas MHC
clase II, y se han descrito anticuerpos frente a estas ultimas, que podrian provocar la
destruccion de las células que expresan estas moléculas por citotoxicidad dependiente

de anticuerpos.

La homeostasis del sistema inmunitario esta regulada por una compleja red de
citoquinas inmunoreguladoras. El desarrollo de las células CD4" estimuladas por
antigenos y su diferenciacion en células Th producird diferentes subgrupos de
citoquinas como IFN-0, IL-2, TNF (Thl) o IL-4, IL-5, IL-13 y IL-10 (Th2)
dependiendo a su vez del tipo de citoquinas responsables de la activacion. Las IL-2
favorecen el desarrollo de Thl y las IL-4 el de Th2 (Suctu-FocA y cols., 2003). Las
células Thl favorecen la respuesta inmune mediada por células mediante la
produccion de IFN-I, mientras que la Th2 induce la sintesis de anticuerpos y la

respuesta eosinofilica produciendo IL-4, IL-5 y IL-3. Ademéas del ambiente de
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citoquinas, otras variables influyen en el desarrollo de células T (ABBAS y cols.,

1996; ROMAGNANI, 1997):

1. La afinidad de los receptores de células T (TCR) por los antigenos.
2. La duracién de la interaccion entre TCR y antigeno.
3. La coestimulacion diferencial de las APCs (células presentadoras de

antigenos).

Las células Tc CD8" diferenciadas en células Tc funcionales adquieren la
capacidad de producir proteinas citotOxicas y matar c€lulas diana que expresan el
complejo péptido-MHC clase I. La generacion de las células Tc CD8* va a depender
de la ayuda que proporcionan las T CD4" a través de la interaccién con células
dendriticas (CD). Las células T estimuladas por antigenos expresan CD40L que
interactia con CD40, un receptor de superficie que puede activar CD (LEDERMAN y
cols., 1999; CAUX y cols., 1994; CELLA y cols., 1996). Las CD activadas estimulan
la expresion de coestimuladores y MHC incrementando su capacidad para estimular

Tc CDS8™.

Las citoquinas inflamatorias y productos bacterianos también pueden activar
las CD e inducir el aumento de produccion de IL-12, una citoquina requerida para la
activacion de Tc (CAUX y cols., 1994; CELLA y cols., 1996). Por tanto, lo principal
para la activacion y diferenciacion funcional de células Th y Tc es su interaccion con
CD que proporcionan tanto los complejos MHC-péptidos, reconocidos por las células
T (senal 1), como las moléculas coestimuladoras requeridas para una “detonacion”
eficiente (sefial 2). La especificidad antigénica de las células T helper y citotoxicas es

una caracteristica intrinseca de la respuesta inmunologica adaptativa.

Tabla 8. Caracteristicas de las citoquinas producidas por las células Thl y Th2
en la infeccion por VIH.
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Citoquinas producidas por células Th1:

1. IL-2: proliferacion de células T.
2. IFN-: activacion de macréfagos, incremento en la expresion de
MHC, supresion células Th2.

Citoquinas producidas por células Th2:

IL-1: activacion de células T y macrofagos.

IL-4: activacion de células B, supresion de células Thl.
IL-6: crecimiento y diferenciacion de células T y B.
IL-8: quimoquina de células T.

IL-10: supresion de macrdofagos.

TNF-0: inflamacion.

A

IFN-1 y IL-4 son citoquinas que conducen a la respuesta de Th1 y Th2, respectivamente.

Actualmente se desconoce por qué el control inmunoldgico de la replicacion
VIH es ineficiente en la mayor parte de los sujetos infectados. El VIH altera diversos
mecanismos inmunoldgicos, incluyendo la capacidad de respuesta de las células T, la
produccién de citoquinas y las funciones de las células presentadoras de antigenos
(APC). En los pacientes VIH", los monocitos son la principal fuente de IL-10
(KUMAR y cols., 1998). El nivel de IL-10 sérica aumenta con la progresion de la
enfermedad, posiblemente causando la alta susceptibilidad a infecciones oportunistas
(STYLIANOU y cols., 1999). Los monocitos de pacientes VIH™ expresan mayores
niveles de ILT4 que los de los controles no infectados. El suero de los VIH" induce la
estimulacion de la expresion de ILT4 en los monocitos de los controles, fenomeno
causado por niveles elevados de IL-10. Esto ademis provoca una alteraciéon en la
capacidad de desencadenar la activacion y proliferacién de células Th CD4*. Supone
que IL-10 es al menos parcialmente responsable de la funcién alterada de APC de los
monocitos en los pacientes infectados por VIH. La inhibiciéon mediada por ILT4 de la

activacion de Th puede ser beneficiosa (previniendo nuevas infecciones de células T




E. ESPIGARES RODRIGUEZ. Introduccion. 38

CD4%), o perjudicial, alterando la respuesta inmune celular (VLAD y cols., 2003;

SucCIU-FOCA vy cols., 2003).

La infeccién por VIH progresa hasta que tras un periodo variable, el recuento
de las células CD4" cae por debajo de un nivel critico (<200/uL) haciendo al
paciente altamente susceptible a las infecciones oportunistas. En ausencia de
tratamiento antirretroviral, este periodo presenta una media de 10 afos, incluso con
recuentos CD4™" extremadamente bajos. La evolucién depende también de factores del
huésped como la edad y dotaciéon genética. Una parte de los pacientes infectados
presentan resistencia al desarrollo de la enfermedad, permanecen asintomaticos,
inmunoldgicamente normales a pesar de la infeccion prolongada por VIH, tienen una
cantidad de CD4" normal (600/uL) y niveles bajos de RNA virico en plasma, por lo
que reciben el nombre de personas infectadas pero no progresoras (en inglés, long-
term non-progressors, LTNP). Un 25-30% de estos sujetos tienen mutaciones
homozigoticas en el correceptor del VIH-1, CCRT y CCR2 que afectan a la adhesion
del virus y por tanto disminuye su efectividad (HUANG y cols., 1996). En otros
LTNP, la replicacion del virus se ve reducida a niveles indetectables debido a
mutaciones de los genes virales que alteran su capacidad de replicacion (RODES y
cols., 2004; SALVI y cols., 1998). Otros factores que modifican la progresion de la
enfermedad incluyen ciertos haplotipos del Complejo Mayor de Compatibilidad,
concretamente los haplotipos B27, B57 y B51, fuertemente asociados con la ausencia
de progresion a largo plazo, quizas debido a una presentacion eficiente de los epitopos
inmunodominantes y la consecuente respuesta humoral (KLEIN y cols., 1994;
MIGUELES y cols., 2001). Por ultimo, los linfocitos Tc CD8" especificos pueden
retrasar la progresion (CECILIA y cols., 1999).

A nivel molecular se ha demostrado la importancia de la apoptosis
mitocondrial en este fendmeno. La apoptosis espontinea es mayor en pacientes con
infeccion por VIH progresiva que en los LTNP. Los hallazgos recientes indican que

el grado de apoptosis se relaciona inversamente con la disminucion de las células T
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CD4*, sugiriendo que la apoptosis es un fenémeno necesario y suficiente para el

desarrollo de la inmunodeficiencia (BUENZ, 2004)

El uso de la terapia antirretroviral dio lugar a una inhibicion de la replicacién
viral, que provoc6 un importante optimismo sobre la capacidad para curar la infeccion
(PERELSON y cols., 1997). Tras varios afios de viremia indetectable, la interrupcion
del tratamiento provoca un rebote en la replicacion del virus (WONG y cols., 1997;
SHARKEY y cols., 2000). Recientemente se ha comprobado la existencia de una
subpoblaciéon de linfocitos T que expresa el marcador fenotipico de linfocitos T
memoria y que contienen DNA viral (FINzI y cols., 1999, 1997; JANEWAY y cols.,
2001). Estas células infectadas son metabOlicamente inactivas, no transcriben DNA
viral, y por tanto son resistentes a los agentes antirretrovirales, pero proporcionan un

reservorio que permite la supervivencia viral.

La integracion del genoma del VIH-1 en el DNA de las células infectadas se

ha detectado en células T CD4" y macréfagos (CHUN y cols., 1997).

Epidemiologia del SIDA

La incidencia anual de casos de SIDA en Espafna fue maxima en 1994. A
partir de 1996, se extiende la utilizacion de tratamientos antirretrovirales de alta
eficacia, observandose una caida del 28% en la incidencia de SIDA entre 1996 y
1997. Esta tendencia ha continuado en los afios siguientes, hasta la actualidad, pero

con un menor ritmo de descenso (Figura 8).

En Espafia, el mecanismo de transmision fundamental ha sido el uso de drogas

por via parenteral. En los primeros afios de la epidemia le seguia en frecuencia la
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transmision homo/bisexual y a continuacion la heterosexual. La evolucién de casos de
SIDA atribuidos a cada uno de estos mecanismos de transmision (Figura 9), indica
claramente como en el momento actual, aproximadamente la mitad de los casos
diagnosticados contrajeron la infeccién por compartir material de inyeccion de drogas,

y el segundo lugar en frecuencia lo ocupa el mecanismo de transmision heterosexual.
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FIGURA 8. Casos de SIDA en Espaiia entre los afios 1986 a 2003. Casos por afo de
diagnéstico, corregidos por retraso en la notificacion. Fecha de actualizacion: 30 de junio de
2004.
Tomado de CENTRO NACIONAL DE EPIDEMIOLOGIA (2004)




E. ESPIGARES RODRIGUEZ. Introduccion. 41

Al analizar la informacién disponible destaca el aumento significativo en el
porcentaje de nuevos diagnosticos realizados en personas nacidas en otros paises.
Los inmigrantes que proceden de paises con una importante epidemia de VIH (Africa
subsahariana) muestran una gran proporcion de infectados y todos los datos sugieren
que los inmigrantes adquieren la infeccion por VIH en sus paises de origen. La

mayoria de los inmigrantes no saben que estan infectados hasta que empiezan a tener

FIGURA 9
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sintomas. Una situacion similar se encuentra en otros paises del entorno Europeo: en
el Reino Unido, tres cuartas partes de las infecciones por VIH en heterosexuales
diagnosticadas en el 2002 fueron adquiridas en Africa. En Suecia, mas del 80% de
las infecciones por VIH registradas fueron adquiridas por contacto heterosexual en
paises extranjeros (B.E.S., 2003; CENTRO NACIONAL DE EPIDEMIOLOGIA, 2004;
ONUSIDA, 2004).
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FIGURA 10. Prevalencia de infeccion por VIH en el
mundo, en el aiio 2004. Expresada en millones de personas.
Tomado de ONUSIDA (2004)

En lo referente a la
situacién mundial, se estima
que en el ano 2004 vivian
en el mundo 39.4 millones
de personas infectadas por
VIH, de las cuales 37.2
millones son adultos, de
ellas 17.6 mujeres, y 2.2
millones son menores de 15
afios (Figura 10). Durante
este afo se han producido

4.9 millones de casos

nuevos de infeccion y 3.1 millones de muertes, 2.6 millones en adultos y 510 000 en

menores de 15 anos (B.E.S., 2003; CENTRO NACIONAL DE EPIDEMIOLOGIA, 2004).
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FIGURA 11. Numero estimado de nuevos casos de infeccion por VIH en adultos y
nifios en 2003 (ONUSIDA, 2004).
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La epidemia no es homogénea, algunos paises estan mas afectados que otros e

incluso en un mismo pais, existen grandes variaciones en las tasas de infeccion entre
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sus provincias, distritos, etc. La Figura 11 recoge la situacion en las distintas regiones
mundiales. Puede comprobarse como la incidencia es mucho menor en los paises
occidentales en relacion al resto del mundo, y destaca la situacién especialmente

dramatica del Africa subsahariana.

TABLA 9. Estadisticas y caracteristicas de la infeccion por VIH y SIDA, durante 2002 y 2004 en
diversas partes del mundo

AFRICA CARIBE ASIA EUROPA ORIENTAL

SUBSAHARIANA Y ASIA CENTRAL
ANO 2002 2004 2002 2004 2002 2004 2002 2004
Personas infectadas 24 .4 254 0.42 0.44 7.2 8.2 1.0 1.4
Mujeres infectadas 12.8 13.3 0.19 0.21 1.9 2.3 0.33 0.49
Nuevos casos 29 3.1 0.052 0.053 1.0 1.2 0.19 0.21
Prevalencia (%) 7.5 7.4 2.3 2.3 0.4 0.4 0.6 0.8
Muertes por SIDA 2.1 2.3 0.033 0.036 0.47 0.54 0.04 0.06

Los datos estan expresados en millones, excepto la prevalencia que se expresa en valor porcentual.

TABLA 9 (continuacién). Estadisticas y caracteristicas de la infecciéon por VIH y SIDA, durante
2002 y 2004 en diversas partes del mundo

AMERICA LATINA OCEANIA ORIENTE MEDIO Y AMERICA DEL
AFRICA DEL NORTE ~ NORTE Y EUROPA
OCCIDENTAL
ANO 2002 2004 2002 2004 2002 2004 2002 2004
Personas infectadas 1.5 1.7 0.028 0.035 0.43 0.54 1.6 1.6
Mujeres infectadas 0.52 0.61 0.005 0.007 0.20 0.25 0.39 0.42
Nuevos casos 0.19 0.24 0.003 0.005 0.073 0.092 0.062 0.064
Prevalencia (%) 0.6 0.6 0.2 0.2 0.2 0.3 0.4 0.4
Muertes por SIDA 0.074 0.095 0.0005 0.0007 0.020 0.028 0.022 0.023

Los datos estan expresados en millones, excepto la prevalencia que se expresa en valor porcentual.

El porcentaje de mujeres infectadas es creciente (Tabla 9). En todo el mundo,
algo menos de la mitad de todas las personas que viven con el VIH son mujeres, pero
estas constituyen el 52 % de todas las personas infectadas en el Africa subsahariana,
porcentaje que aumenta hasta el 76 % entre los 15 y 24 afos de edad. En el resto de
las regiones las mujeres y nifias representan una proporcion en alza de las personas

que viven con VIH.
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El uso de tratamientos antirretrovirales ha mejorado el sistema inmune por lo
que se ha producido una disminucion de las enfermedades indicativas del SIDA. Las
mas frecuentes son, de acuerdo con los datos de 2004, tuberculosis diseminada o
extrapulmonar, neumonia por Pneumocystis carinii, candidiasis esofagica y

tuberculosis pulmonar.

Con la aparicion del tratamiento antirretroviral, la incidencia y las muertes por
SIDA disminuyeron fuertemente en la mitad de 1990. Los enfermos bajo tratamiento
con antirretrovirales muestran una mayor calidad de vida y supervivencia. Estos
tratamientos tienen un beneficio economico afiadido, ya que aumenta la productividad
laboral de los pacientes con VIH/SIDA, y disminuye la incidencia de infecciones
oportunistas y su coste asociado. La evolucion del coste total de la atencion médica a
estos pacientes muestra una reduccidon importante, pasando de 2000 €/mes en 1996, a
menos de 1500 €/mes actualmente. Aunque la vulnerabilidad y el coste del SIDA
estan mejorando gracias a los avances terapéuticos, son muchos los retos actualmente
planteados derivados especialmente de la desigual disponibilidad de los recursos. A
pesar de las mejoras, la cobertura sigue siendo desigual. En paises subdesarrollados, 9
de cada 10 personas que necesitan tratamiento no lo estan recibiendo. El tratamiento
del SIDA solamente serd econémicamente accesible y sostenible si la prevencion de la

infeccion por VIH es eficaz (ONUSIDA, 2004).

Vigilancia epidemiologica

Conocer el nimero de casos nuevos de VIH diagnosticados, seria un excelente
indicador para el control de la situacion. La vigilancia epidemiologica es esencial para
detectar las sefiales de alarma de la expansion del VIH y ademas para el control de las
intervenciones. Existen factores importantes como son las enfermedades de
transmision sexual, drogadicciones o el tratamiento antirretroviral que influyen en la
transmision del VIH junto con otros muchos de cardcter demografico, socio-

econdmico, etc. Para la prevencion, cuidados y control de la infeccion por VIH, lo
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mas importante es el tratamiento antirretroviral y el diagndstico precoz. Una gran
proporcién de gente infectada por VIH no conoce su estado, estas personas no se van
a beneficiar en nada del tratamiento y van a seguir transmitiendo el virus entre sus

contactos (HAMERS y DOWNS, 2004).

Cuando hablamos de caso de SIDA nos estamos refiriendo a una consecuencia
tardia de la infeccion por VIH, que no refleja la incidencia actual de nuevas
infecciones por este virus. La incidencia de VIH es un buen indicador para ver las
intervenciones que se deben realizar para el control del SIDA (prevencion,
diagnoéstico precoz y tratamiento). Actualmente la incidencia de SIDA en Espafa es
elevada comparada con otros paises de Europa, asi que habrd que potenciar la
prevencion, y lo mas importante, el diagndstico precoz del VIH, ya que puede

conducir el curso de la epidemia.

El Registro de infecciones por VIH empez6 a partir del afio 2000 en varios
paises de Europa occidental (Portugal, Paises Bajos, Francia, Italia). En Espafia, el
Registro Nacional de SIDA, elaborado por el Centro Nacional de Epidemiologia
dependiente del Instituto de Salud Carlos III, es una actividad en la que participan los
Registros de SIDA de las Comunidades Autonomas y el Registro de SIDA de la
Sanidad Penitenciaria, y cuyos resultados se publican periddicamente en el Boletin

Epidemiologico Semanal.

De acuerdo con los datos del Registro Nacional la incidencia anual de SIDA
fue ascendente hasta mediados de los noventa, en 1994 se produjo el punto de maxima
incidencia coincidiendo con el repunte que provoco la ampliacion de la definicion de
caso de SIDA. Desde 1996, el tratamiento antirretroviral de gran actividad ha tenido
un gran impacto en la calidad de vida y la supervivencia de las personas infectadas,
logrando descensos muy importantes en la incidencia de SIDA y en la mortalidad
asociada al VIH. Entre 1996 y 2003 los casos de SIDA han registrado descensos

mayores del 65%. No obstante, mientras entre 1996 y 1999 se registré un descenso
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del 54%, en el ultimo cuatrienio (2000-2003) se ha detectado una tendencia a la
estabilizacion y un descenso global del 20%, que fue mayor en mujeres (29%), que
en hombres (18%). Hasta el 30 de junio de 2004 se estima que en 2003 se
diagnosticaron 2190 casos nuevos de SIDA, lo que supone un leve descenso (5.2%)
en la incidencia respecto a 2002. El impacto de los nuevos tratamientos
antirretrovirales ha tenido efectos en todas las categorias de transmisién, produciendo
descensos importantes en la incidencia de SIDA. En los tltimos afios esta tendencia se
ha suavizado en todas ellas, y en las categorias de hombres homo/bisexuales y de
transmision heterosexual la incidencia permanece estable. Los casos nuevos de SIDA
diagnosticados en 2003 reflejan el perfil de las personas que viven con el VIH y de
forma mas especifica las caracteristicas de aquellas en las que la infeccion VIH ha
alcanzado etapas de inmunodeficiencia mas avanzada. El patron epidemioldgico y
sociodemografico de estas personas puede diferir mucho respecto al de aquellas con
infeccion reciente por el VIH. Hasta la fecha se ha recibido la notificacion de 1888
casos diagnosticados en 2003, que suponen el 86% de los casos que se estima que
habra cuando se complete la notificacion. Entre ellos el 79.7% fueron hombres y la
edad media al diagndstico de SIDA ascendi6 a 40 afios. El 49% de las personas que
desarrollaron SIDA en 2003 habian contraido la infeccidén por compartir material para
la inyeccion de drogas, lo que pone de manifiesto el peso importante que tienen
todavia los UDVP dentro del conjunto de personas que viven infectadas por el VIH.
El segundo lugar, ya a distancia, es ocupado por los casos atribuidos a transmision
heterosexual (27.9%), y le sigue la categoria de hombres homo/bisexuales (15.1%).
Los casos de transmision madre-hijo s6lo suponen el 0.3% del total. La categoria de
transmision mas frecuente entre los hombres continua siendo la de UDVP con un
50.5% de los casos, seguida de la transmision heterosexual (22.2%). Sin embargo en
las mujeres, los casos atribuidos a transmision heterosexual por primera vez han
superado a los diagnosticados en mujeres UDVP, alcanzando una proporciéon de
50.2%, frente a 43% respectivamente. En 2003 la razén hombre-mujer entre los
casos atribuidos a transmision heterosexual fue de 1.7, mientras que en los casos entre

UDVP ascendi6 a 4.6 (CENTRO NACIONAL DE EPIDEMIOLOGIA, 2004).
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Los jovenes de edades comprendidas entre los 15 y los 24 afios, representan la
mitad de los nuevos casos del VIH del mundo, pero a su vez una esperanza de
cambiar el rumbo de esta epidemia, al disminuir su prevalencia de manera mas
importante en este grupo etario. Por esta razon es tan importante la elaboracion de
buenos programas y estrategias de prevencion, sistemas de salud y programas de

educacion (CARPIO, 2001).

En todos estos datos hay que tener en cuenta el cambio que se dio en la
definicion de SIDA en el afio 1994, aumentando el numero de casos ya que se
incluyeron 3 nuevas enfermedades, 2 de ellas se presentan en los estadios tempranos

de la enfermedad: tuberculosis pulmonar y neumonias bacterianas.

Prevencion primaria de la infeccion por VIH

La prevencion primaria tiene el objetivo principal de evitar la infeccion del
VIH a diferencia de la prevencion secundaria que trata de modificar la historia natural

de la infecciOn para que tenga una progresion lenta.

La educacion sanitaria, consejos sobre habitos de riesgo y modificacion de
comportamientos de riesgo, son las claves de la estrategia de prevencion. Asociada a
la educacion sanitaria se recomienda el cribado voluntario amplio de individuos con
practicas de riesgo, al que hay que sumar el consejo a los individuos infectados. La
informacion obtenida por estos medios sirve de base para los programas de
modificacion del comportamiento, tanto dirigidos a individuos potencialmente

infectados como a la poblacion no infectada con practicas de riesgo.
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Cuando la prevalencia es baja, la prevencidon focalizada en grupos diana
especificos (profesionales del sexo y sus clientes, consumidores de drogas
intravenosas, varones que mantienen relaciones sexuales con otros hombres), puede
mantener la infeccién por VIH en la poblacién general en niveles bajos. En el caso de
que la prevalencia sea alta, para cambiar el rumbo de la epidemia se requieren

estrategias amplias para todos los segmentos de la sociedad.

La prevencion es un pilar importantisimo de la respuesta al SIDA, pero el
problema es que s6lo menos de una quinta parte de las personas que lo necesitan a
nivel mundial tienen acceso a servicios de prevencion. La expansion de programas de
prevencion primaria, junto con la terapia antirretroviral, aporta una de las mayores
esperanzas en la lucha contra el SIDA, estimdndose un impacto importante en los
niveles de infeccion por VIH, evitdindose 29 millones de los 45 millones de nuevas
infecciones que se prevén para el proximo decenio. La meta para el 2005 es la
disminucion de un 25 % en la prevalencia de infeccién por VIH entre los jovenes de
15-24 afos y en un 20 % la proporcion de lactantes infectados por el virus. No
obstante, atn existen paises sin programas preventivos como es el caso de Africa
subsahariana, por lo que hay que implantarlos de la manera mas rapida posible. La
prevencion de la epidemia entre las mujeres y nifias requiere unos esfuerzos mayores

(DHHS, 2004).

Los elementos esenciales para una prevencion integral del VIH

destacados por ONUSIDA (2004), son los siguientes:

— Educacion y sensibilizacion sobre el SIDA.

— Programas de cambio de comportamiento en jovenes, sujetos con mayor riesgo de
exposicion al VIH y personas ya infectadas.

— Promocion del uso de preservativos masculinos y femeninos.

— Prevencion y tratamiento de infecciones de transmision sexual.
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— Asesoramiento y pruebas voluntarias.

— Prevencion primaria entre embarazadas y prevencion de la transmisidn materno
infantil.

— Programas de reduccion del dafio para consumidores de drogas intravenosas.

— Medidas para proteger la seguridad de los suministros sanguineos.

— Control de las infecciones (inyecciones médicas seguras, profilaxis
postexposicion).

— Educacion de la comunidad para contrarrestar el estigma y la discriminacion.

— Reduccion de la vulnerabilidad mediante cambios sociales, legislativos y

econdmicos.

Todas las intervenciones propuestas son de prevencion primaria excepto el
asesoramiento y pruebas voluntarias, incluidas con el fin de reforzar la educacion
sanitaria y de esta manera interrumpir el mecanismo de transmision. La deteccion
precoz del estado de la infeccion ofrece la posibilidad de evitar la progresion de la
misma hasta un SIDA constituido mediante el tratamiento con antirretrovirales,
retrasa la progresion de la enfermedad, lo que permite realizar una prevencion
secundaria, pero también contribuye a la prevencion primaria puesto que disminuye la

viremia y con ello la infectividad de los sujetos (ONUSIDA, 2004).

Vacunas frente a VIH

Se piensa que la Unica manera de frenar la epidemia seria con la obtencion de
una vacuna eficaz contra el VIH, aunque esto es de gran complejidad por diversas

razones entre las que se destacan:
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¢ Elevada variabilidad genética del VIH.

e Replicacion rapida del virus.

e Propagacion de la infeccion mediante particulas VIH libres o
intracelulares.

e Necesidad de inducir una inmunidad efectiva a nivel de mucosas.

e Ausencia de correlatos precisos de inmunidad protectora frente a

la infeccion por VIH.

Los resultados de los distintos ensayos realizados hasta el momento resaltan la
importancia de la inmunidad mediada por células CD8". Se han probado proteinas de
la envoltura viral gpl120, vectores virales o bacterianos que portan genes de VIH
capaces de sintetizar proteinas virales, DNA desnudo, péptidos de VIH, particulas

virales completas inactivadas e incluso virus de VIH atenuados.

Las alternativas aparentemente mas prometedoras incluyen una combinacion
de estrategias en las que se asocia un vector viral (canarypox) que expresa diversos
epitopos de VIH junto a la proteina gp120. Inducen anticuerpos neutralizantes en casi
todos los receptores y aproximadamente en el 30 % de ellos también una respuestas

de células T citoliticas VIH especificas (I.C.A.S.O., 2000).

Aunque tengamos una vacuna eficaz, va a ser inutil en aquellas personas que
tienen muy avanzada la enfermedad, con el sistema inmunitario casi nulo, por €so
mientras aparece una vacuna eficaz, el mejor tratamiento que existe es la prevencion

(MADIGAN y cols., 1997).
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Tratamiento de la infeccion por VIH

El tratamiento de los pacientes infectados por VIH requiere el uso de terapia
antirretroviral para controlar la progresion de la infeccibn y una serie de
intervenciones preventivas o terapéuticas dirigidas a evitar o controlar las
enfermedades intercurrentes. En primer lugar, tras el diagnostico de infeccion por
VIH debe analizarse la extension de la enfermedad, especificamente es necesario
valorar el recuento de células T CD4" y la carga viral. No entramos aqui en el
diagnostico precoz y prevencion de infecciones oportunistas, en la educacion sanitaria
necesaria para enfrentar la enfermedad y contribuir a la prevencion o en el apoyo
social que requerira el paciente a corto, medio o largo plazo. Tampoco se van a tratar
las dificultades de acceso al tratamiento existentes actualmente en paises en desarrollo

que constituyen el principal obstaculo para la contencion de la epidemia.

La piedra angular del tratamiento es hoy por hoy la terapia antiretroviral
combinada [High Activity AntiRetroviral Therapy (HAART)]. No obstante, a pesar de
la alta eficacia de la terapia combinada en cuanto a mantener niveles indetectables de
RNA viral en plasma, incluso durante periodos prolongados no se consigue eliminar
la infeccion (CHUN y cols., 1997; FINZI cols., 1999). El objetivo del tratamiento es
suprimir la replicacion viral y mantener el funcionamiento del sistema inmunoldgico,
de esta manera se consigue reducir la morbilidad y mortalidad asociada y mejorar la

calidad de vida.

Los farmacos disponibles actualmente para el tratamiento de la infeccion por

VIH pueden agruparse en tres categorias (FAUCI y CLIFFORD LANE, 2005):
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1) Inhibidores de la transcriptasa inversa. En este grupo se integran los primeros

antiretrovirales ensayados. Se distinguen dos tipos: inhibidores de Ila
transcriptasa inversa analogos de nucledsidos (ITIAN), e inhibidores de la
transcriptasa inversa no andlogos de nucledsidos (ITINN), cuyos efectos

adversos se muestran en las Tablas 10y 11.

Todos ellos bloquean la sintesis de RNA-dependiente del DNA a nivel
de la retrotranscriptasa. Los ITINN son bastante especificos frente a la enzima
viral, mientras que por el contrario los andlogos de nucledsidos actian por
competicion con el sustrato e inhiben diversas reacciones de polimerizacion
del DNA, por lo que se asocian a mayor frecuencia de efectos adversos, entre
ellos lesiones mitocondriales que ocasionan esteatosis hepatica, acidosis

lactica, neuropatia periférica y pancreatitis.

Tabla 10. Efectos adversos de inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de

nucleodsidos.

(FAauct y CLIFFORD LANE, 2005)

Anemia, granulocitopenia, miopatia, acisosis
ZIDOVUDINA lactica, hepatomegalia con esteatosis,
cefalea,nauseas.
ABACAVIR Hipersensibilidad, fiebre, rash, nduseas, vomitos,
pérdida de apetito 6 fatiga.
LAMIVUDINA Neuropatia periférica, pancreatitis, acidosis lactica,
hepatomegalia con esteatosis, debilidad
neuromuscular, lipodistrofia.
ESTAVUDINA “
EMTRICITABINA “
TENOFOVIR Toxicidad renal.
Pancreatitis, neuropatia periférica, anormalidades
DIDANOSINA en la funcién del higado, acidosis lactica,
hepatomegalia con esteatosis.
Neuropatia periférica, pancreatitis, acidosis lactica,
ZALCITABINA hepatomegalia con esteatosis, dlceras orales.
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Uno de los problemas mas habituales detectados tras la extension del
uso de la terapia antiretroviral combinada es el sindrome de lipodistrofia
(hiperlipemia, intolerancia hidrocarbonada y redistribucién del tejido graso).
En general no deben utilizarse como monoterapia por la elevada frecuencia de

aparicion de resistencias.

TABLA 11. Efectos adversos de inhibidores de la transcriptasa inversa no
analogos de nucleodsidos.
(FAuct y CLIFFORD LANE, 2005)

DELAVIRDINA Rash en piel, hepatotoxicidad.
EFAVIRENZ Rash, test de la funcion hepética elevada.
Erupcion cutanea grave, enfermedad del higado,
NEVIRAPINA dolor de estdbmago, garganta y cabeza, ulceras en
la boca, nauseas y diarrea.

2) Inhibidores de la proteasa: Esta es un enzima especifica del VIH necesaria
para fragmentar las cadenas proteicas sintetizadas en péptidos funcionales y asi
completar la replicacion viral. Los inhibidores de la proteasa impiden la
fragmentacion de estas proteinas y asi producen viriones defectuosos. No
evitan la destruccidon de la célula infectada, pero si la infeccion de nuevas

células (Tabla 12).

Utilizados en combinacién con los inhibidores de la transcriptasa
inversa pueden reducir los niveles de replicacién viral por debajo de 50
copias/mL durante un minimo de 5 afos. Cuando se utilizan como
monoterapia rapidamente aparecen resistencias debidas a diferentes tipos de
mutaciones, por lo que deben utilizarse siempre en combinacién con otros

agentes.
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Tabla 12. Efectos adversos de inhibidores de la proteasa.
(FAuct y CLIFFORD LANE, 2005)

Nauseas, vOmitos, diarrea, rash, parestesia oral,
AMPRENAVIR test de funcion hepatica elevada, hiperglicemia,
redistribucion de la grasa, anormalidades lipidicas.
FOSAMPRENAVIR “
ATAZANAVIR Hiperbilirrubinemia, niuseas, vomitos,
hiperglicemia, mal distribucion de la grasa.
INDINAVIR Nefrolitiasis, hiperbilirrubinemia, hiperglicemia,
redistribucion de la grasa, anormalidades lipidicas.
RITONAVIR Nauseas, dolor abdominal, hiperglicemia,
redistribucion de la grasa, anormalidades lipidicas.
LOPINAVIR/RITONAVIR | Diarrea, hiperglicemia, redistribucion de la grasa,
anormalidades lipidicas.
NELFINAVIR «
SAQUINAVIR Diarrea, nauseas, dolor de cabeza, redistribuciéon
de la grasa, anormalidades lipidicas.

3) Inhibidores de la entrada del virus en la célula: Entre ellos destacan los

inhibidores de la fusion (enfurtivide) que bloquean la entrada de VIH-1 dentro

de las células huésped al interferir en la fusion de la célula-virus (Tabla 13).

Actualmente se estudian agentes que actian interfiriendo con la unién del VIH

a sus receptores 0 co-receptores.

Tabla 13. Efectos adversos de inhibidores de la fusion.
(FAuct y CLIFFORD LANE, 2005)

ENFUVIRTIDE

Reacciones de hipersensibilidad, aumento de la
proporcion de pneumonia bacteriana.
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Dado que el tratamineto debe plantearse a largo plazo y no estd exento de
efectos adversos, debe valorarse cuidadosamente su indicacion. En general, se
aconseja el tratamiento inicial de los pacientes con sindrome agudo de infeccion por
VIH, y de los casos con infeccion sintomatica (FAUCI y CLIFFORD LANE, 2005). En
pacientes con infeccion cronica debe iniciarse el tratamiento antes de que el recuento
de CD4" caiga por debajo de 200 células CD4*/uL. Algunos clinicos consideran que
se deben tratar pacientes con recuentos superiores a 350 CD4"/uL cuando la viremia

es superior a 100 000 copias/mL (DHHS, 2004).

Tabla 14. Indicaciones para iniciar el tratamiento antirretroviral en
pacientes con infeccion cronica por el VIH (DHHS, 2004).

Situacidn clinica Células CD4"/uL Carga viral Recomendaciones
(copias/mL)
Sintomatica
'(Smdrome d? . Cualquier valor Cualquier valor Tratar
inmunodeficiencia
adquirida, SIDA)
Asintomatica,
SIDA (Al) < 200 Cualquier valor Tratar

Asintomatica (BII) | > 200 pero < 350 | Cualquier valor | Ofrecer tratamiento;
valorar pros y
contras

Asintomatica (CII) < 350 > 55000 Iniciar tratamiento

Se recomienda
posponer el

Asintomatica (DII) > 350 < 55000 tratamiento y
monitorizar el

recuento de CD4™*

Fuerza de la recomendacién: A: Fuerte; B:Moderada; C: Opcional; D:Usualmente no debe ofrecerse; E:No
deberfa ofrecerse.

Calidad de la Evidencia: I Al menos un ensayo clinico aleatorizado con resultados clinicos; II: Ensayos clinicos con
resultados de laboratorio; III: Opinién de Expertos.

Tampoco existe acuerdo unanime sobre el régimen farmacoldgico de eleccién

para iniciar el tratamiento. Deben considerarse las preferencias del paciente y del
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médico y las comorbilidades asociadas. Como norma general, el régimen inicial debe
contener dos inhibidores de la transcriptasa inversa anialogos de nucledsidos a los que
se aflade bien un no analogo de nucledsidos o bien un inhibidor de la proteasa (FAUCI
y CLIFFORD LANE, 2005; DHHS, 2004). Algunos fiarmacos no deben combinarse
porque son excesivamente similares (lamivudina y emtricitabina), otros porque tienen
toxicidad aditiva o sinérgica (estavudina mas didanosina) o por presentar interacciones
intracelulares que reducen su actividad intraviral (zidovudina y estavudina) (DHHS,

2004).

Tras el inicio de la terapia los niveles de viremia deben reducirse 10 veces (1
log) en 1 a 2 meses, o descender a menos de 50 copias/ml. Al mismo tiempo debe
aumentar el recuento de células T CD4" en 100 - 150 células/uL. (KAUEMANN y
cols., 2003). Algunos clinicos consideran que el tratamiento debe modificarse cuando
no se alcanza este objetivo, otras razones para el cambio incluyen el descenso

persistente de la disminucion de células CD4 ", el deterioro clinico o la toxicidad.

El seguimiento del tratamiento implica la monitorizacion de los niveles
plasmaticos de RNA-viral y el recuento de células CD4". El recuento de linfocitos T
CD4" es el principal indicador clinico de inmunocompetencia en pacientes con
infeccion por VIH, el mejor predictor de la progresion de la infeccion y la
supervivencia, y el parametro esencial para la decision de iniciar el tratamiento

antiretroviral.

El RNA-VIH plasmatico (carga viral) se valora también en la decision de
iniciar el tratamiento, pero su valor es fundamental para evaluar la respuesta al
tratamiento: debe medirse inmediatamente antes de iniciarlo, 2-8 semanas tras el
inicio del tratamiento o la indicacion de cambios terapéuticos y cada 3 a 4 meses
cuando se consigue estabilizar la infeccidon. Cuando la respuesta no es la adecuada
deben valorase otras variables como la falta de cumplimiento terapéutico, alteraciones

en la absorcion o biodisponibilidad de los principios activos o interacciones entre
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ellas. En estos casos también puede ser de utilidad el control de resistencias. (DHHS,

2004; FAuct y CLIFFORD LANE, 2005).

Toxicidad del tratamiento antirretroviral

La toxicidad hepatica se ha descrito para todas las familias de farmacos
antirretrovirales, aunque su incidencia y mecanismos patogénicos son diferentes de
unos farmacos a otros, y es mayor en pacientes coinfectados por el virus de la
Hepatitis B y C (DIETERICH y cols., 2004). Un buen indicador de la toxicidad hepatica
grave es la aminotransferasa ALT, (anteriormente llamada GPT) (PAESA y cols.,
1998; ENA y cols., 2003; FONQUERNIE y cols., 2004). Las causas exactas de la
elevacion de los niveles de ALT en plasma son complejas, y en muchos casos, no

bien conocidas (DIETERICH, 2003; MERAVIGLIA y cols., 2004).

Otro marcador de toxicidad ampliamente utilizado es la enzima
creatinfosfokinasa (CPK), los niveles séricos aumentan cuando se produce una lesion
en el corazon, cerebro o musculo, por lo que su alteracidon puede indicar lesiones de
estos Organos: neuropatias, mialgias, debilidad muscular, etc. (SIMPSON y cols., 1998;

ROEDLING y cols., 2004).

Otros farmacos de nuevo desarrollo

En distintas fases de desarrollo se encuentran nuevos analogos de nucleosidos,
inhibidores de la proteasa o de la fusion, inhibidores de la integrasa antagonistas de la
proteina gp120 o de los co-receptores de las células CD4™" -inhiben la interaccion del
complejo gp120-CD4" con el co-receptor (CCR5 o CXCR4)- o 4cidos nucleicos
antisentido. Se proponen también terapias inmunoldgicas como el interfer6n alfa,

transplantes de médula Osea o transfusion de linfocitos genéticamente modificados.
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Resistencia del VIH a los farmacos antirretrovirales

El virus del SIDA puede presentar resistencia a los farmacos que constituyen
el tratamiento frente a esta enfermedad, el virus sufre una reduccion de la
susceptibilidad. La observacion de la resistencia de los virus frente a varios farmacos

puede realizarse mediante ensayos fenotipicos y genotipicos.

El mecanismo de resistencia puede aparecer debido a:

e Mutaciones: El virus RNA no tiene un mecanismo que detecte los
errores y los corrija. La transcriptasa inversa comete un error por
cada 10000 bases copiadas. Se generan 10 billones de particulas
VIH cada dia y cada genoma contiene una mutacion.

¢ Recombinacion: cambio de material genético (RNA) o unién de
los materiales genéticos de dos virus que infectan una misma
célula.

e Seleccion y amplificacién: Sobreviven las particulas virales
resistentes al tratamiento, dando lugar a una amplificacién del

virus.

La resistencia a un inhibidor de la proteasa se debe a la apariciéon de la
acumulacién de mutaciones en el sitio activo del enzima, al contrario que ocurre con
los inhibidores de la transcriptasa inversa que sélo aparecen por una sola mutacion.
La acumulaciéon de mutaciones ademas tiene el inconveniente de que puede dar
resistencia a diferentes farmacos, y en algunos casos (ampinavir y lopinavir), es

habitual encontrar resistencias cruzadas (PRADO Yy cols., 2002).
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eniendo en cuenta los antecedentes expuestos, este trabajo se inici6 mediante
la formulacién previa de la hipétesis en la que se planteaba que podia existir
una asociacion entre los niveles de Hsp70 y el estado viroinmunoldgico en
los enfermos VIH positivos. Si se comprueba esta asociacién, pueden surgir

potenciales implicaciones prondsticas y terapedticas.

El objetivo de este estudio ha sido identificar y cuantificar la posible asociacion
existente entre el estado viroinmunoldgico de los pacientes VIH y los niveles de la

proteina de estrés Hsp70.

Este objetivo general lo podemos dividir en varios objetivos especificos:

5. Identificar las diferencias en los niveles de Hsp70 entre grupos de enfer-

mos VIH positivos en diferente estadio viroinmunoldgico.

6. Estudiar la relacion de los principales parametros bioquimicos Yy
viroinmunologicos, sexo y tratamiento antirretroviral con las

concentraciones de Hsp70.

7. Analizar la variacion temporal de los niveles de Hsp70 en instantes

anteriores y posteriores al fracaso virologico.

8. Valorar la utilidad de las concentraciones de Hsp70 como biomarcador de

evolucidn clinica, viroldgica e inmunoldgica de los pacientes.
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Material y métodos
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Seleccion de los casos

Diseiio

Estudio de casos longitudinal retrospectivo.

Ambito

Unidad de infecciosos del Hospital Universitario San Cecilio de Granada.

Se trata de un hospital terciario, que presta cobertura sanitaria al area sur de la
provincia, con una poblacion de referencia estimada de unos 298 091 habitantes. La
Unidad de Infecciosos consta de un area de hospitalizacion (10 camas) y un area de
consultas externas. Durante el afio 2002 atendid un total de 295 ingresos, con una
estancia media de 8.7 dias y un indice de ocupacion del 68 %. En el area de consultas
externas se atendieron un total de 681 consultas de primera vez y 3964 revisiones. El

hospital de dia suministro 1701 terapias VIH.

Periodo de estudio
Los datos se recogieron retrospectivamente para pacientes atendidos entre el 1
de enero de 1999 y el 31 de diciembre de 2002. Dicho periodo estd subdividido en

dos periodos:

e Periodo de inclusion de pacientes: comprendido entre el 1 de Enero
de 1999 hasta el 31 de Diciembre de 2001.
e Periodo de seguimiento: comprendido entre el 1 de enero de 1999

hasta el 31 de Diciembre de 2002.
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Poblaciones de estudio

1. Poblacion de referencia, constituida por todos los pacientes diagnosticados de
infeccion por VIH antes del 1 de Enero de 1999 residentes en la provincia de

Granada.

2. Poblacion potencialmente accesible, esta constituida por los pacientes

diagnosticados de infeccion por VIH que cumplen las siguientes condiciones:

e Haber sido admitidos en la Unidad de Infecciosos del Servicio de
Patologia General del Hospital San Cecilio de Granada durante el
periodo de inclusion.

e Permanecer bajo control y seguimiento clinico en la citada Unidad,
durante al menos 3 afios a lo largo del periodo de seguimiento.

e Disponer en la Seroteca de la Unidad, de al menos una muestra de
suero por cada paciente y afio de evolucion.

e Tener historia clinica identificada y accesible.

Esta segunda poblacion de estudio fue dividida en dos grupos:

Pacientes viroinmunologicamente estables (EVI): Este primer grupo se
caracteriza porque durante el periodo de seguimiento, tiene determinada una
carga viral indetectable (<50 copias/mL). Se ha dividido en 3 subgrupos en
funci6n del recuento de linfocitos CD4™" existente en la primera determinacion

que se realiza durante el periodo de inclusion:

+ Nivel de inmunidad bajo (EVI CD4" <200), formado por pacientes
con menos de 200 linfocitos CD4*/uL.
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+ Nivel de inmunidad medio (EVI CD4" 200-500) , pacientes con un
nivel de linfocitos CD4* entre 200 y 500 linfocitos CD4*/uL.

+ Nivel de inmunidad alto (EVI CD4" >500), pacientes con mas de
500 linfocitos CD4*/uL.

Pacientes con fracaso virologico documentado (FV): son pacientes admitidos
en la Unidad de Infecciosos del Hospital Universitario San Cecilio de Granada
en cualquier momento del estudio, en los que se haya determinado el paso de
una carga indetectable a una carga viral detectable > 5000 copias/mL.

Ademas del fracaso y cumplir las condiciones anteriormente citadas, estos
pacientes deben disponer, en la Seroteca de la Unidad, de al menos cuatro
muestras de suero (dos previas al instante del fracaso, otra durante el mismo y

una tercera finalizada éste).

Seleccion de los pacientes

Para identificar los pacientes objeto de estudio se utilizé un listado procedente
del Servicio de Microbiologia en el que se proporcionaba informacion sobre el codigo
del paciente, la fecha de obtencion de la muestra, y la carga viral en dicho momento.
Se seleccionaron un total de 84 pacientes con al menos un fracaso viral y 95
viroinmunoldgicamente estables, sin que a priori se conociese el subgrupo de

pacientes en el que se incluian en funcién del recuento de CD4 ™.

Se incluyeron 20 controles sanos (8 varones y 12 mujeres). Puesto que el

objeto de su inclusidn era obtener un punto de referencia sobre los valores de Hsp70
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en sujetos sanos se obtuvieron muestras de sangre suministradas por el Equipo de

Extracciones del Banco de Sangre de Granada.

Fuentes de informacion

Toda la informacién recogida se obtuvo de las Historias Clinicas de la Unidad
de Infecciosos del Hospital Universitario San Cecilio. Un profesional sanitario de la
Unidad de Infecciosos nos proporcion0 la informacion solicitada a partir de una base
de datos de Historias Clinicas informatizadas. La informacion accesible fue por tanto

solo la informacion previamente codificada.

Para la recogida de informacion se utiliz6 un protocolo previamente disefiado

(Anexo I).

Variables de estudio

1. Identificacion: A cada uno de los pacientes incluidos en el estudio, se
le adjudicO un numero y un cédigo formado por letras (las dos
primeras letras del nombre, primer y segundo apellido).

2. Caracteristicas demograficas:

Edad, se recogio la fecha de nacimiento. Posteriormente esta
variable se convirti6 en edad en el momento de seleccion de la
primera muestra.

Sexo.
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ANEXO 1

Protocolo de recogida de datos clinicos

Codigo de identificacion:
Edad/Fecha de Nacimiento:
Sexo: 1. Vardn; 2. Mujer
Fecha VIH conocido: _ /  /
Estadio en el momento de inclusion (1* consulta):
Grupo de riesgo: 1. Sexual; 2. UDVP; 3. Otros
Grupo de paciente:
5. Fracaso viroldgico
6. EVICD4" <200
7. EVICD4" 200-500
8. EVICD4" >500

MOMENTO DE MUESTREO 1
Fecha: / /
Carga viral:
Progresion clinica: 1. Si; 2. No.
Especificar si 1:
Analitica:
Creatinina:
GPT:
CPK:
CHL-t:
CD4":
CDS8™:
Tratamiento: 1. Si; 2. No.
Inhibidores de la proteasa: 1. Si; 2. No.
Analogos de nucleodsidos/nucledtidos: 1. Si; 2. No.
No analogos de nucledsidos: 1. Si; 2. No.
Otros: 1. Si; 2. No.

MOMENTO DE MUESTREO 2
Fecha: / /
Carga viral:
Progresion clinica: 1. Si; 2. No.
Especificar si 1:
Analitica:
Creatinina:
GPT:
CPK:
CHL-t:
CD4":
CDS8™:
Tratamiento: 1. Si; 2. No.
Inhibidores de la proteasa: 1. Si; 2. No.
Analogos de nucleodsidos/nucledtidos: 1. Si; 2. No.
No analogos de nucledsidos: 1. Si; 2. No.
Otros: 1. Si; 2. No.

MOMENTO DE MUESTREO 3
Fecha: / /
Carga viral:
Progresion clinica: 1. Si; 2. No.
Especificar si 1:
Analitica:
Creatinina:
GPT:
CPK:
CHL-t:
CD4":
CD8™:
Tratamiento: 1. Si; 2. No.
Inhibidores de la proteasa: 1. Si; 2. No.
Analogos de nucledsidos/nucledtidos: 1. Si; 2. No.
No anélogos de nucleosidos: 1. Si; 2. No.
Otros: 1. Si; 2. No.

MOMENTO DE MUESTREO 4
Fecha: / /
Carga viral:
Progresion clinica: 1. Si; 2. No.
Especificar si 1:
Analitica:
Creatinina:
GPT:
CPK:
CHL-t:
CD4":
CD8™:
Tratamiento: 1. Si; 2. No.
Inhibidores de la proteasa: 1. Si; 2. No.
Analogos de nucleodsidos/nucledtidos: 1. Si; 2. No.
No anélogos de nucleosidos: 1. Si; 2. No.
Otros: 1. Si; 2. No.




E. ESPIGARES RODRIGUEZ. Material y métodos.

66

3. Variables relacionadas con la infeccién por VIH.

Fecha en la que se diagndstica por primera vez la infeccion.

Mecanismo de transmision [sexual, usuarios de drogas por via
parenteral (UDVP), otros].

Situacidn clinica en el momento de inclusion del paciente en el
estudio. Se clasifico de acuerdo con el estadio clinico e

inmunolégico en 9 categorias (Al, A2, A3, B1, B2, B3, Cl,

C2 0 C3).
CATEGORIAS CLINICAS
CATEGORIAS A: leves B: moderados | C: severos
INMUNOLOGICAS
1 Normal Al B1 Cl1
2 Moderada A2 B2 C2
3 Grave A3 B3 C3

Grupo de paciente: El primer grupo (Fracaso Virolégico, FV)
estuvo compuesto por los pacientes que en algin momento de
la evolucién presentaban una carga viral superior a 5000
copias/mL, independientemente de la situacién inmunoldgica.
Los pacientes viroinmunolOogicamente estables (EVI) se
clasificaron en funcién del recuento de CD4 "

- EVICD4" < 200

- EVI CD4"200-500

- EVICD4">500

4. Informacion referida a cada punto de muestreo:

o Fecha de la obtencion de la muestra.
o Carga viral.
o Progresion clinica: se considerd que existia cuando en la

revision clinica correspondiente al punto de muestreo se
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indicaba la existencia de alguna enfermedad intercurrente
asociada o no a la infeccion por VIH. En caso afirmativo se
especifico dicha patologia mediante una variable cualitativa.

o Analitica: se recogieron los valores determinados para
creatinina, enzimas hepaticas [(glutamato-piruvato transaminasa
(GPT) y creatinfosfoquinasa (CPK)], colesterol total (CHL-T),
CD4" y CD8*

o Tratamiento: en cada caso se recogié la indicacion de
farmacos pertenecientes a los siguientes grupos: inhibidores de
la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos/nucledtidos,
inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de
nucledsidos, inhibidores de la proteasa y otros. Sin embargo,
no se obtuvo informacion sobre el nimero de fArmacos de cada

grupo prescrito o el firmaco concreto que se utilizaba.

Recogida y tratamiento de muestras

Los sueros utilizados en el estudio fueron proporcionados por el Servicio de
Microbiologia del Hospital Universitario San Cecilio. Se trataba de muestras de suero
obtenidas por centrifugacion y conservadas congeladas a - 80 °C en fracciones
alicuotas de 250 pL. Las muestras objeto de estudio fueron identificadas a partir de
codigos y fechas de los sueros existentes en el listado que nos permitié identificar a

los pacientes del estudio.

Las muestras de los controles sanos se centrifugaron durante 10-15 minutos a
3000 rpm, y el suero se repartio en partes alicuotas de 250 uL. que se congelaron a -

80° C.
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Cuantificacion de Hsp70

El método utilizado ha sido ELISA (enzime-linked immuno-sorbent assay),
que utiliza anticuerpos unidos covalentemente a una fosfatasa alcalina. Para la
deteccion de Hsp (antigeno) a partir de las muestras de suero, el ELISA utilizado es el

denominado directo.

En esta técnica, el antigeno es “atrapado” entre dos capas de anticuerpos, por
lo que este método también se denomina ELISA en sandwich (Figura 12). La muestra
se afiade a los pocillos de una placa de microtitulacion previamente recubiertos con
anticuerpos especificos para Hsp70. Si esta proteina estd presente en la muestra queda

fijada en los sitios de union de los anticuerpos. Después de eliminar mediante lavado

FIGURA 12
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el material no unido se afiade un segundo anticuerpo con la enzima conjugada. Este
anticuerpo también es especifico para Hsp70, de tal forma que se une a cualquiera de
los determinantes antigénicos restantes expuestos. Después del lavado, la actividad de
la enzima del material unido en cada pocillo se determina afadiendo el sustrato del

enzima. El color que se forma es proporcional a la cantidad de Hsp presente.

Para la determinacién de las Hsp, se ha realizado la técnica ELISA siguiendo
la metodologia utilizada por POCKLEY y cols. (1998), realizindose al menos 2

determinaciones en cada muestra de suero.

Material

Placas microtiter de 96 pocillos (Nunc-Immuno Plate MaxiSorp)

Murine monoclonal antibody especifico para Hsp70 humanas inducibles (clone
C92F3A-5; StressGen cat # SPA-810)

Capsulas para buffer carbonato-bicarbonato (Sigma cat # C-3041)

Tampon fosfato (phosphate buffered saline, PBS)

Tween20 (Merk art. 822184)

Albumina de suero bovino (BSA, Sigma cat # 2153)

Proteina Hsp70 recombinante humana (StressGen cat # NSP-555B)

Anticuerpo policlonal anti-Hsp70 de conejo (Stressgen cat # SPA-812E)

Suero de ratdn (Sigma cat # M5905)

Inmunoglobulinas anti-raton conjugadas con fosfatasa alcalina (Sigma cat # A-
2556)

Substrato cromogeno de para-nitrofenil (p-NPP, Sigma cat # N-2770).
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Reactivos
PBS x 10
NaCl 80.0 g
Na:HPO« 11.6 ¢
KH2PO:s 20 g
KCl 20 g

Ajustar el pH a 7.4 con HCI 6 NaOH, y completar hasta 1 L con agua
destilada. Se puede esterilizar en autoclave.

Buffer de bloqueo (PBS con 1% de BSA)

PBS x 10 2.5 mL
Albimina de suero bovino (BSA) 025 ¢
Agua destilada, c.s.p. 25 mL

PBS-T (buffer de lavado con 0.05% de Tween 20)

PBS x 10 100 mL

Tween 20 05 mL (0.555¢g)

Agua destilada, c.s.p. 1000 mL
Procedimiento

1. Fijar en una placa de microtiter de 96 pocillos los anticuerpos
monoclonales especificos anti-Hsp70 humana inducible. Para ello se
afiaden 100 pL de una solucién de 6 pg/mL en buffer carbonato (pH 9.5),

y se deja durante una noche a 4 °C.

(Mouse Anti-Hsp70 Monoclonal Antibody; StressGen, SPA-810; 200 pg, 1.0 mg/mL).
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Para los 96 pocillos se necesitan 96 x 100 ul = 9.6 mL (aproximadamente 10 mL).
La cantidad de anticuerpo que necesitamos es:

6 pug ------—--—-- 1 mL
X mmemeememee- 10 mL X = 60 ng
Como la concentracion del anticuerpo es de 1 mg/mL:
1000 pg ------- 1000 pl
60 pug ------- X x =60 ul

Preparacion extempordnea: anadir 60 pl del anticuerpo a 10 mL de buffer carbonato.

2. Eliminar la solucién de anticuerpo sacudiendo la placa y golpeando sobre
un papel de filtro con los pocillos hacia abajo. Afiadir en cada pocillo 200

ul de buffer de bloqueo, e incubar 1 hora a temperatura ambiente.

Para los 96 pocillos se necesitan 96 x 200 ul = 19.2 mL, por lo que se preparan 25
mL en un matraz aforado de este volumen.

3. Lavar 3 veces con PBS-T, y a continuacidon se afiaden 100 pl de cada
concentracion de la curva patrén de proteina Hsp70 recombinante humana
o de las muestras (pueden ser diluidas 1/2, 1/5, u otra dilucion adecuada).

Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.

(Recombinant Human Hsp70 Protein; StressGen, NSP-555; 20 pg, 1.3 mg/mL).

La curva patrén se prepara a partir de Hsp70 recombinante. El vial contiene 20 pg y
le afiadimos 200 pl de PBS-T, por tanto la concentracién es de 20 pg/0.2 mL = 100
pg/mL. Se hacen alicuotas de 25 pl en tubos eppendorf y se congelan (- 80 °C). Tomar
uno de estos viales y afiadirle 225 pul de PBS-T, por tanto la concentracion es de (25
pl/250 pl) x 100 pg/mL = 10 pg/mL. Hacer alicuotas de 25 pl en tubos eppendorf.

Curva patrén desde 1ug/mL

Tomar una alicuota de 25 pl (10 pg/mL), y afiadirle 225 pl de PBS-T, siendo la
concentracion resultante de (25 ul/250 mL) x 10 pg/mL = 1 pg/mL.

Preparar 6 tubos con 125 ul de PBS-T y hacer diluciones seriadas 1/2 con 125 pl del
tubo anterior. Las concentraciones obtenidas son: 1) 1000 ng/mL; 2) 500 ng/mL; 3) 250
ng/mL; 4) 125 ng/mL; 5) 62.5 ng/mL; 6) 62.5 ng/mL; 7) 15.625 ng/mL.

4. Lavar 3 veces con PBS-T, y afiadir 100 pl de anticuerpos policlonales anti-
Hsp70 (1/400 con PBS-T al 4 % de suero de raton). Incubar una hora a

temperatura ambiente.

Rabbit Anti-Hsp70 (Hsp72) Polyclonal Antibody (StressGen, SPA-812; 100 pl).
Para preparar el anticuerpo policlonal se toman 14.4 mL de PBS-T y se afiaden 0.6 mL
de suero de ratén. Tomar 12 mL de esta solucion y afiadir 30 pl de rabbit polyclonal anti-
Hsp70 antibody.
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5. Lavar 3 veces con PBS-T, y afiadir 100 pl de anti-rabbit IgG alkaline
phosphatase conjugated en PBS-T (1/10000). Incubar 1 hora a temperatura
ambiente.

Monoclonal Anti-Rabbit IgG (y-Chain Specific) Clone Rg-96 Alkaline Phosphatase
Conjugated (Sigma cat # A-2556).

Para preparar el conjugado, tomar 15 mL de PBS-T y afiadirle 1.5 pl de Monoclonal
Anti-Rabbit IgG.

6. Lavar 3 veces con PBS-T, y afiadir 200 pul de p-nitrofenil-fosfato. Colocar

en la oscuridad hasta el desarrollo del color.

Sigma FAST p-Nitrophenyl Phosphatase Tablets (pNPP): Este reactivo se suministra
en forma de 2 tabletas. Se prepara afiadiendo la tableta de buffer en 20 mL de agua
destilada, y una vez disuelta, se afiade la tableta de p-nitrofenil fosfato. Se puede
conservar a - 20 °C.

7. Transcurrido un intervalo de tiempo de 10-30 minutos (hasta que el
desarrollo del color sea el adecuado), se miden las absorbancias a 405 y

630 nm.
8. El calculo de las concentraciones a través de la absorbancia se realizara

mediante la obtencion de la recta de regresiobn con las variables

absorbancia y concentracién de la curva patrén.

Analisis estadistico

Con objeto de cubrir los objetivos del trabajo se llevd a cabo un analisis

estadistico que se puede dividir en dos partes:
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1.

Para cada una de las variables objeto del estudio se llevo a cabo un
estudio descriptivo con las medidas tipicas de resumen (media,

desviacion tipica, rango, etc.).

Para llevar a cabo la comparacién entre grupos de pacientes se empled
una metodologia no clasica debido al tipo de muestreo empleado; en
efecto, para los pacientes que habian fracasado se disponian de cuatro
medidas, dos antes del fracaso, una en el fracaso y otra tras el fracaso,
para los pacientes que no habian fracasado se disponia de dos medidas
y para los controles de una unica medida; como las medidas asi
obtenidas no eran independientes no se pudo aplicar la metodologia
comun para observaciones independientes por lo que hubo que emplear
la metodologia de modelos GEE (HARDIN y HILBE, 2003), en la que se
empled como estructura de la matriz de covarianzas la estructura
intercambiable (exchangeable); estos modelos hacen uso de las
relaciones entre las observaciones y permitieron modelar correctamente
los datos de que disponiamos. Estos modelos GEE (formalmente
parecidos a los modelos de regresion lineal multiple) nos permitieron
detectar si la asociacion entre cada variable y los niveles de la proteina

era significativa o no.

En todos los casos en que fue necesario se corrigid la medida de la proteina

para conseguir que las varianzas fueran homogéneas, empledndose el logaritmo

neperiano de la medida mas uno como la transformacion mas comun, puesto que con

ella se conseguia estabilizar las varianzas.

Dado el nimero tan grande de comparaciones llevadas a cabo se emple6 el

nivel del 0.05 para declarar en un primer nivel, el resultado como significativo. El

programa empleado en todos los analisis fue STATA 8.1 dentro del comando xzgee.
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Resultados
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os resultados incluyen las caracteristicas de los sujetos incluidos en este
estudio y las propiedades de los sueros obtenidos en diferentes momentos
de la progresion de la infeccion por VIH y/o SIDA (segln los criterios
establecidos previamente), de interés por su posible relaciéon con las proteinas de

estrés.

Caracteristicas de los pacientes

De acuerdo con los criterios de inclusion y las limitaciones operativas, se han
incluido en este estudio 61 pacientes, de los cuales 25 han sufrido un fracaso

virologico durante el periodo de estudio.

En la Tabla 15 se recogen las caracteristicas de los pacientes estudiados. La
mayor parte de ellos fueron varones (Figura 13), con una edad media de 38.3 afios,
que oscilo entre 22 y 70 afios (Figura 14). El mecanismo de transmision fue por via
parenteral (usuarios de drogas por via parenteral) en 35 casos y por via sexual en 23.

El resto se agrupan en otras categorias (Figura 15).

El diagnostico de VIH se realizd entre el afio 1983 y el 2001, por lo que el
tiempo de evolucidon de la infeccion por VIH en los pacientes estudiados hasta el
momento de su inclusion en el estudio oscila entre 1 y 17 afios, con una media de

8.14 afios y una desviacion estandar de 4.95 afos (Figura 16).
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En relacién con el estadio, 23 pacientes se incluian en un estadio A, en su

mayor parte A2 o A3, 17 en estadio B y 21 en estadio C, todos ellos C3 (Figura 17).

TABLA 15. Estudio descriptivo de los pacientes en el momento de su inclusion en
el estudio. Tabla de frecuencias.

VARIABLE FRECUENCIA | PORCENTAJE
Sexo
Varén 46 75.41
Mujer 15 24.59
Edad
< 30 6 9.84
31-35 15 24.59
36-40 16 26.23
41-45 18 29.51
>45 6 9.84
Mecanismo de transmision
Sexual 23 37.70
uDvpP 35 57.38
Otros 3 4.92
Tiempo de evolucion (arios)
<4 15 24.59
4,1-8 15 24.59
8,1-12 13 21.31
>]2 18 29.51

Estadio en el momento de
inclusion en el estudio

Al 1 1.64
A2 12 19.67
A3 10 16.39
BI 1 1.64
B2 5 8.20
B3 11 18.03
C3 21 34.43
Situacion viroinmunologica
Fracaso virologico 25 40.98
EVI <200 CD4*/uL 4 6.56
EVI 200-500 CD4" /uL 11 18.03
EVI >500 CD4" /uL 21 34.43

UDVP: Usuarios de drogas por via parenteral.
EVI: Estabilidad viroinmunoldgica.
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FIGURA 13. Distribucion de los pacientes por sexo

FIGURA 14. Distribucién porcentual de los
pacientes por intervalos de edad
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<30 31-35 36-40 41-45 >45

Intervalos de edad

FIGURA 15. Distribucion de los pacientes segun el
mecanismo de transmisién del VIH
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FIGURA 16. Distribucién porcentual de los enfermos segun
el tiempo de evolucion (afios) desde el momento de la
infeccion
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FIGURA 17. Distribucion porcentual en funcién del
estadio en el momento de inclusion en el estudio

En la Figura 18 y Tabla 16 se recogen las caracteristicas de los pacientes
estratificadas por su categoria viroinmunoldgica. Puede comprobarse como las
mujeres estudiadas estdn proporcionalmente més representadas entre los pacientes con
mejor estado inmunoldgico, sin embargo, no se observan diferencias en la

distribucion por edad de los distintos grupos de pacientes estudiados.
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Para el mecanismo de transmision se observa un fendmeno similar al descrito
para el sexo, en el sentido de que los pacientes infectados por utilizacién de drogas via
parenteral estan proporcionalmente mas representados entre los pacientes con fracaso
virolégico o recuento de CD4* < 200 uL. Las diferencias llegan a ser significativas
cuando se comparan los pacientes con fracaso virologico frente al resto y se excluyen

aquellos con “otros” mecanismos de transmision (el = 4.2444, p < 0.05).

FIGURA 18. Distribucion porcentual de los pacientes
segun su situacioén viroinmunolégica en el momento
de su inclusién en el estudio
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El tiempo de evolucion de la infeccion por VIH se comportd de forma
homogénea a través de los diferentes estratos viroinmunoldgicos, con tiempos medios

que oscilaron entre 7.3 y 9 afios de evolucion.



E. ESPIGARES RODRIGUEZ. Resultados. 80

Tabla 16. Distribucion de las caracteristicas de los pacientes estudiados en

relacion con su categoria viroinmunolégica.
FV CD4" < 200 | CD4"200-500 | CD4" > 500
N (%) N (%) N (%) N (%)

SEXO
Varon 23 (92.00) 4 (100) 5 (45.45) 14 (66.67)
Mujer 2 (8.00) - 6 (54.55) 7 (33.33)
EDAD
<30 afios 3 (12.00) - 3 (27.28) -
31-35 afios 8 (32.00) 2 (50.00) 1 (9.09) 4 (19.05)
36-40 afios 5 (20.00) 1 (25.00) 4 (36.36) 6 (28.57)
41-45 afios 6 (24.00) 1 (25.00) 2 (18.18) 9 (42.86)
>45 afios 3 (12.00) - 1 (9.09) 2 (9.52)
MECANISMO DE TRANSMISION
Sexual 6 (24.00) 1 (25.00) 6 (54.55) 10 (47.62)
UDVP 17 (68.00) 3 (75.00) 4 (36.36) 11 (52.38)
Otros 2 (8.00) - 1 (9.09) -
TIEMPO DE EVOLUCION
< 4 afios 6 (24.00) 2 (50.00) 4 (36.36) 3 (14.29)
4,1 - 8 afios 7 (28.00) - 2 (18.18) 6 (28.57)
8,1 - 12 afios 6 (24.00) - 2 (18.18) 5(23.81)
> 12 afios 6 (24.00) 2 (50.00) 3 (27.28) 7 (33.33)

Sélo dos de los pacientes estudiados se encontraban sin tratamiento en el

momento de la recogida de informacién. El analisis descriptivo de esta variable es

complejo por su evolucion a lo largo del tiempo, por lo que se indican las

asociaciones terapéuticas recogidas en cada uno de los puntos de muestreo. No

obstante, en todos los casos la asociacion encontrada con mayor frecuencia fue un

inhibidor de la proteasa junto a uno o mas inhibidores de la transcriptasa inversa

analogos de nucleosidos (Tabla 17).
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Tabla 17. Distribucion de pacientes segiin el momento de muestreo y tipo de

tratamiento.

TIPO DE TRATAMIENTO 1 2 3 4

N (%) N (%) N (%) N (%)
Andlogos de nucledsidos 8 (13.56) | 10(16.95) | 11 (18.96) 1(4.17)
Andlogos de nucledsidos +
e oreasa 29(49.15) | 28 (47.46) | 24 (41.38) | 16 (66.67)
Andlogos de nucledsidos +
Inhibidores de la proteasa + 4 (6.78) 4 (6.78) 4 (6.90) 2 (8.33)
No andlogos de nucledsidos
Andlogos de nucleosidos + 18(30.51) | 17 (28.81) 19 (32.76) 5(20.83)
No andlogos de nucledsidos

Las Tablas 18 a 24 muestran los valores medios, desviaciones estandar,
minimos y maximos para cada una de las variables analiticas incluidas en el estudio,
estratificadas en funcidn de la situacion viroinmunoldgica y punto de muestreo (el
punto 3 corresponde al fracaso virologico, los puntos 1 y 2 son anteriores a este, el 1
mas lejano del 3 y el 2 mas proximo) y el punto 4 es posterior. En los pacientes con
estabilidad viroinmunoldgica, s6lo se dispone de 3 puntos de muestreo. Las figuras 19
a 22 representan estos valores graficamente de las variables analiticas GPT, CPK,

CD4* y CD8".

La observacion de los datos incluidos en estas tablas sugiere que los pacientes
muestran una importante estabilidad en los parametros recogidos a lo largo del pe-
riodo de estudio. Destaca el aumento de la carga viral en el punto 3 en los pacientes
con fracaso viroldgico, definidos precisamente por esta caracteristica (Tabla 18), y
puede apreciarse un discreto aumento de los valores de GPT en este mismo grupo de
pacientes coincidiendo con el punto 3 (Tabla 20; Figura 19). En relacién con el resto
de parametros mencionar una tendencia creciente en el recuento de linfocitos CD8”

que se observa en todos los grupos de pacientes (Tabla 24; Figura 22).
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Tabla 18. Valores medios de carga viral (copias/mL) en cada paciente
estratificados por punto de muestreo y estado viroinmunolégico.
PUNTOS DE MUESTREO
VARIABLE 1 2 3 4
Fv 33.48+£42.99 16.4 +£18.57 | 72058 + 147370.1 33.33 £+ 23.67
MEDIA + D.E. (0—200) (0-50) (6100 - 680000) 0-70)
(MIN - MAX)
CD4" < 200 4375 £ 12.5 50 £+ 0 50+ 0 _
MEDIA + D.E. 25 - 50) (50 - 50) (50 - 50)
(MIN - MAX)
CD47 200 - 500 30.91 + 18.95 40.91 + 16.85 43.18 + 16.17 _
MEDIA + D.E. (0 -50) (0 -50) (0 -50)
(MIN - MAX)
CD4" > 500 44.05 + 13.47 45.24 + 15.04 47.62 + 10.91 _
MEDIA + D.E. O -50) (0 -50) (0 -50)
(MIN - MAX)

Tabla 19. Valores medios de creatinina (mg/dL) en cada paciente estratificados

por punto de muestreo y estado viroinmunologico.

PUNTOS DE MUESTREO
VARIABLE 1 2 3 4
FV 1.13 £ 0.26 1.14 £ 0.25 1.08 £ 0.18 1.11+ 0.24
MEDIA + D.E. 0.79-1.91) (0.70 - 1.81) (0.70 - 1.63) (0.70 - 1.80)
(MIN — MAX)
CD4* < 200 1.02 + 0.17 0.99 + 0.06 1.10 £ 0.20 _
MEDIA + D.E. (0.80-1.2) (0.91 - 1.06) 0.96 - 1.4)
(MIN - MAX)
CD4" 200 - 500 1.02 + 0.16 0.98 + 0.22 1.03 £ 0.25 _
MEDIA + D.E. (0.80-1.3) 0.6 -1.5) 0.85-1.7)
(MIN - MAX)
CD4* > 500 1.00 + 0.15 0.96 + 0.16 1.0 £0.18 _
MEDIA + D.E. (0.8 -1.30) (0.63 - 1.30) (0.71 - 1.43)
(MIN - MAX)
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Tabla 20. Valores medios de GPT (mU/mL) en cada paciente estratificados por
punto de muestreo y estado viroinmunolégico.

PUNTOS DE MUESTREO
VARIABLE 1 2 3 4
FV 76.46 + 97.66 63.92 + 87.73 91.00 + 114.59 60.56 + 55.99

MEDIA + D.E. (10 - 450) 9 -351) 9 -467) (13 -211)

(MIN — MAX)

CD4* < 200 65 + 63.47 78 + 79.62 75.75 £ 64.32 _
MEDIA + D.E. (28 - 160) (29 -196) (23 - 169)

(MIN - MAX)
CD4* 200 - 500 46.91 + 54.94 37.36 + 34.55 + 36.02 _
MEDIA + D.E. (7 - 202) 34.12 (10 - 9-137)

(MIN - MAX) 128)

CD4* > 500 45.52 £+ 29.10 43.43 + 29.53 44.43 + 26.41 _
MEDIA + D.E. 9 -137) (17 - 143) (11 -111)

(MIN - MAX)

Tabla 21. Valores medios de CPK (U/mL) en cada paciente estratificados por
punto de muestreo y estado viroinmunolégico.

PUNTOS DE MUESTREO
VARIABLE 1 2 3 4
FV 157.58 + 180.85 114.28 + 80.46 | 109.83 + 81.23 | 132.42 + 116.40

MEDIA + D.E. (38 -793) (45 - 436) (26 - 382) (10 - 569)

(MIN - MAX)

CD4* < 200 81.75 + 43.11 162 + 183.18 89 + 57.81 _
MEDIA + D.E. (39 -131) (31-425 (32 - 146)

(MIN - MAX)
CD47 200 - 500 91.91 £ 70.05 93.91 + 56.55 73.82 + 33.17 _
MEDIA + D.E. (32-237) (32 - 220) (33 - 130)

(MIN - MAX)

CD4* > 500 149 +199.95 137.35 + 107.48 | 136.86 + 105.16 _
MEDIA + D.E. (33 - 986) (28 - 425) (35 - 436)

(MIN - MAX)
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Tabla 22. Valores medios de colesterol total (mg/dL) en cada paciente
estratificados por punto de muestreo y estado viroinmunolégico.
PUNTOS DE MUESTREO
VARIABLE 1 2 3 4
FV 194 + 43.10 212.22 +42.80 | 190.24 + 47.90 206.21 + 51.37
MEDIA + D.E. (131 - 266) (129 - 305) (113 - 317) (113 - 302)
(MIN - MAX)
CD4* < 200 183.75 £ 38.65 192.25 + 41.92 | 175.25 + 37.35 _
MEDIA + D.E. (154 - 236) (140 - 230) (131 -217)
(MIN - MAX)
CD47 200 - 500 206 + 84.10 229.60 £ 39.08 212 + 51.38 _
MEDIA + D.E. (36 - 321) (152 - 271) (132 - 277)
(MIN - MAX)
CD4" > 500 242.86 + 138.23 | 212.19 + 40.49 | 215.90 + 43.79 _
MEDIA + D.E. (122 - 813) (108 - 270) (100 - 301)
(MIN - MAX)
Tabla 23. Valores medios de linfocitos CD4* (células/uL) en cada paciente
estratificados por punto de muestreo y estado viroinmunolégico.
PUNTOS DE MUESTREO
VARIABLE 1 2 3 4
FV 346.58 + 260.17| 431.68 + 256.74 | 401.92 + 258.91 | 460.04 + 285.92
MEDIA + D.E. (15 - 896) (13 - 1015) (76 - 984) (69 - 1055)
(MIN - MAX)
CD4" < 200 127.25 + 58.88 153 + 31.32 162.25 + 59.57 _
MEDIA + D.E. (55 - 197) (127 - 194) (110 - 248)
(MIN - MAX)
CD4*200-500 | 366.82 + 95.01 | 354.55 + 72.18 | 410.45 + 105.50 _
MEDIA + D.E. (179 - 463) (242 - 514) (167 - 526)
(MIN - MAX)
CD4* > 500 775.71 £ 269.31 | 755.62 + 255.13 857 + 238.08 _
MEDIA + D.E. (429 - 1513) (393 - 1393) (592 - 1341)

(MIN - MAX)
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Tabla 24. Valores medios de linfocitos CD8" (células/pL) en cada paciente
estratificados por punto de muestreo y estado viroinmunolégico.

PUNTOS DE MUESTREO
VARIABLE 1 2 3 4
FV 899.96 + 474.09| 926.40 + 504.63 1034.28 + 973.87 + 536.79
MEDIA + D.E. (249 - 2237) (171-2074) | 52535  (282-| (261 - 2070)
(MIN — MAX) 2381)
CD4" < 200 599.75 + 127.88 564.75 + 88.42 748 + 333.83 _
MEDIA + D.E. (435 - 728) (483 - 688) 435 - 1212)
(MIN — MAX)
CD4™" 200 - 500 743.18 + 304.44 | 743.18 + 304.44 | 807.73 + 316.35 _
MEDIA + D.E. (384 - 1352) (384 - 1352) 471 - 1502)
(MIN - MAX)
CD4* > 500 995.90 + 321.68 | 1002.81 + 330.47 1175 + 392.40 _
MEDIA + D.E. (405 - 1539) (423 - 1815) (472 - 1857)
(MIN - MAX)
También podemos destacar que el recuento de linfocitos CD4" es

relativamente alto en los pacientes con fracaso virologico (Tabla23, Figura 21),

superior a muchos valores que presentan pacientes virologicamente estables.
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Figura 19. Valores de GPT para los diferentes puntos de muestreo en pacientes
con fracaso virologico y virolégicamente estables.
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Figura 20. Valores de CPK para los diferentes puntos de muestreo en pacientes
con fracaso virologico y virolégicamente estables.
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Figura 21. Valores de linfocitos CD4" para los diferentes puntos de muestreo en
pacientes con fracaso virolégico y virologicamente estables.
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Figura 22. Valores de linfocitos CD8" para los diferentes puntos de muestreo en
pacientes con fracaso virolégico y virologicamente estables.

Fracaso virolégico

EVI CD4" < 200

Punto de muestreo

- )

g- 10504 = =|= = = = = - === - JE T e i
Q °

S A

+ +

[ [

[=] A S [a}

o 700 o 7004 = = = = = = = = = = = = == = A= = =
[} [}

2 2 §

[3} [3}

O 3504 - - - - - - e e s e e m e aaaa O 3504 = = = = = s s e e e e e e e
= €

- 3

(1] 0
1 2 3 4 1 2 3
Punto de muestreo Punto de muestreo
+ +
EVI CD4" 200-500 EVI CD4™ > 500

o iy

g- 10504 = = = = = = = = = = @ @ = = = = = = = = g- 1050 4 - -i— ---------------
] ]

O O
o o

[a} [a}

o ™Mt --F------@--------- O M-
[ [

o o

= =

153 o

O 3504 - - - m e e e e e e e O 3504 - = == - - e e e e e e
£ £

= =

0 0

Punto de muestreo




E. ESPIGARES RODRIGUEZ. Resultados. 90

Estudio descriptivo de las muestras de suero

Se ha tenido acceso a un total de 174 sueros aunque no en todos los pacientes
hemos tenido disponibles sueros de los 4 puntos de muestreo. En 10 de los 25
pacientes con fracaso virologico se pudo determinar Hsp70 en estos cuatro puntos.
Para los pacientes virologicamente estables se consiguid acceder a los tres sueros
inicialmente previstos en el 8 % de los casos (31 de los 36 pacientes). En tres

pacientes no se pudo analizar ninguno de los sueros y en dos faltd solamente uno.

En la Tabla 25 se recoge la distribucion del total de sueros obtenidos en
relacion con el estadio clinico de los pacientes en el momento de su captacion en la
Unidad de Infecciosos, y respecto al tratamiento antirretroviral. El mayor porcentaje
de sueros corresponde a pacientes en estadio C3 (35.1 %), seguido de B3, A2 y A3.
En relacion al tratamiento, el 87.6 % de los sueros fueron obtenidos en situacién de
tratamiento antirretroviral del paciente, siendo la asociacion mas frecuente (97.7 %),

la que incluye farmacos del grupo de andlogos de nucleodsidos.

En la Tabla 26 y Figura 23 se recogen las determinaciones analiticas que
corresponden a los sueros analizados, estratificando en fracaso virolégico y
viroldégicamente estables. Se han encontrado diferencias casi significativas en los
valores de GPT (para varianzas desiguales t.,, =1.5175; p < 0.1), y diferencias
estadisticamente significativas en los valores de CD4" (para varianzas desiguales tex,
= -2.4576; p < 0.01). Para el resto de las variables no se observaron diferencias

significativas entre los dos grupos.
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Tabla 25. Estudio descriptivo de los sueros. Tabla de frecuencias.

VARIABLE FRECUENCIA | PORCENTAJE
Estadio en el momento de inclusion en el estudio
Al 3 1.72
A2 31 17.82
A3 27 15.52
BI 2 1.15
B2 16 9.19
B3 34 19.54
C3 61 35.06
Tratamiento antirretroviral
Si 170 97.70
No 4 2.30
Tipo de tratamiento antirretroviral
Andlogos de nucleésidos 29 16.96
Andlogos de nucleésidos
+ Inhibidores de la proteasa 81 47.37
Andlogos de nucleésidos
+Inhibidores de la proteasa
+No andlogos de nucleosidos 11 6.43
Andlogos de nucleésidos
+ No andlogos de nucleosidos 50 29.24

TABLA 26. Estudio descriptivo de las variables analiticas de los sueros.

VARIABLE FV EVI
MEDIA + D.E. MEDIA + D.E.
(MIN-MAX) (MIN-MAX)
Carga viral (copias/mL) 74640.48 + 160561.90 38.10 + 2045
(6100 - 680000) (0 - 90)
Creatinina (mg/dL) 1.09 + 0.19 1.05 + 0.19
(0.7 - 1.63) (0.63 - 1.8)
GPT (mU/mL) 98.24 + 121.60 57.22 + 63.25
(9 - 467) (9 - 450)
CPK (U/mL) 107.25 + 84.45 127.80 + 123.37
(26 - 382) (10 - 986)
CHL-t (mg/dL) 186.05 + 48.12 212.84 + 70.61
(113 - 317) (36 - 813)
Linfocitos CD4* (células/uL) 391.67 + 232.70 53227 + 323.89
(76 - 941) (13 - 1513)
Linfocitos CD8* (células/uL) 1085.19 + 556.16 92427 + 418.62
(282 - 2381) (249 - 2237)
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Figura 23. Valores medios de las variables estudiadas para las situaciones de
fracaso virologico y virolégicamente estables.
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Determinacion de Hsp70

En la Tabla 27 se recogen los valores obtenidos al determinar los niveles séricos
de Hsp70: media y desviacion estandar. En todos los grupos se observa una
variabilidad importante, a pesar de lo cual, puede sefialarse la deteccion de niveles
mas elevados de Hsp70 en los pacientes con fracaso virologico coincidentes con el
momento del fracaso viral. En el resto (pacientes virologicamente estables) los valores

de proteina Hsp70 se comportan de manera bastante homogénea (Figura 24).
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Tabla 27. Valores medios de Hsp70 (ng/mL) en cada paciente estratificados por

puntos de muestreo y estado viroinmunologico.

PUNTOS DE MUESTREO
VARIABLE 1 2 3 4
FV 93.65 + 145.16 46.17 + 92.30 703.49 4+ 3055.09 | 88.11 + 206.45

MEDIA + D.E. (0 - 477.66) (0 - 349.53) (0 - 14032.14) (0 - 873.31)

(MIN - MAX)

CD4* < 200 47.65 £+ 72.95 13.24 + 26.47 _ _
MEDIA + D.E. (0 - 153.96) (0-52.94)

(MIN - MAX)
CD4* 200 - 500 116.02 + 165.37 36.82 + 64.40 70.29 + 98.01 _
MEDIA + D.E. (0 - 430.83) (0 - 160.04) (0 -220.95)

(MIN - MAX)

CD4* > 500 45.74 + 80.10 77.59 + 183.74 91.23 + 203.67 _
MEDIA + D.E. (0 -272.39) (0-793.70) (0-905.78)

(MIN - MAX)

Cuando el estudio se centra en los sueros, comparando el grupo que

corresponde al momento del fracaso virologico con el resto de sueros estudiados, se

observan valores medios de Hsp70 mucho mayores que en los pacientes

viroinmunologicamente estables, sin embargo, dada la magnitud de la desviacion

estandar, no se consigue detectar diferencias estadisticamente significativas (Tabla

28, Figura 25).
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Figura 24. Valores de Hsp70 (ng/mL) para los diferentes puntos de muestreo en
pacientes con fracaso virologico y virologicamente estables.
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TABLA 28. Valores medios de Hsp70 (ng/mL) en pacientes con fracaso
virologico (FV) y virologicamente estables (EVI).

VARIABLE FV EVI
MEDIA + D.E. MEDIA + D.E.
(MIN-MAX) (MIN-MAX)
Hsp70 (ng/ml) 703.49 + 3055.09 70.44 + 144.26
(0 - 14032.14) (0 - 905.78)
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Figura 25. Valores medios de Hsp70 (ng/mL) en pacientes con fracaso virologico
(FV) y virologicamente estables (EVI).
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Para analizar la relacion entre los valores de Hsp70 y los restantes parametros
clinicos o analiticos disponibles se ha realizado una transformacion logaritmica de la
variable. En las tablas 29 a 37 se exponen los valores reales de la proteina y su
transformacion logaritmica, asi como los niveles de significacion estadistica logrados

mediante el anilisis de dicha trasformacion logaritmica.

Comparando todos los sueros correspondientes a cada uno de los grupos de
pacientes, no se observan diferencias significativas, ain cuando el valor medio
continda siendo superior en los pacientes con fracaso virologico (Tabla 29). Tampoco
se observan diferencias significativas cuando se agrupan los sueros correspondientes a
pacientes estables, independientemente del estado inmunolédgico, y los obtenidos de

controles sanos (Tabla 30).
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TABLA 29. Valores absolutos y logaritmo neperiano de Hsp70 en los pacientes
estratificados segiin su estado inmunolégico.

VALORES DE HSP70 | VALORES DEL LN HSp70
ABSOLUTOS
GRUPOS DE PACIENTES | N | MEDIA |DESVIACION| MEDIA | DESVIACION
TiPICA TiPICA

FV 77 | 249.07 1597.99 1.97 2.49
EVI <200 CD4+/;¢L 12 20.29 45.63 1.05 1.93
EVI 200-500 CD4+/,LLL 23 72.57 113.59 2.05 2.51
EVI>500 CD4+//¢L 62 71.42 163.07 1.98 2.35
Controles 20 72.06 97.21 2.89 2.17

FV: fracaso virologico; EVI: estables viroinmunologicamente; Hsp70: ng/mL
Diferencias no significativas (p = 0.197).

TABLA 30. Valores absolutos y logaritmo neperiano de Hsp70 en los sueros de
pacientes con fracaso virologico frente a pacientes estables virologicamente y

controles.
VALORES ABSOLUTOS | VALORES DEL LN HSP70
DE Hsp70
FRACASO VIROLOGICO N | MEDIA | DESVIACION | MEDIA | DESVIACION
TIPICA TIPICA
Situacion de fracaso 77 |249.07 1597.99 1.97 2.49
Estables y controles 117 | 66.51 135.73 2.05 2.34

Diferencias no significativas (p = 0.885).

TABLA 31. Valores absolutos y logaritmo neperiano de Hsp70 en los pacientes
estratificados segun su sexo.

VALORES ABSOLUTOS VALORES DEL LN HspP70
DE Hsp70
SEXO N MEDIA | DESVIACION MEDIA DESVIACION
TIPICA TiPICA
Varon 150| 152.47 1149.38 1.70 2.35
Mujer 44 92.96 135.96 3.13 2.23

Diferencias significativas ( p = 0.019).
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Al analizar los resultados en relacion al sexo, se encuentran valores medios

significativamente més elevados en varones que en mujeres (p = 0.019).

Respecto a la situacion de fracaso virologico, se observan diferencias
significativas en los valores medios de la magnitud considerable. Desde el punto de
vista estadistico sin embargo, las diferencias no son significativas dada la
heterogeneidad existente en las varianzas. Cuando se comparan las medias de la
variable obtenida por transformacion logaritmica tampoco se detectan diferencias

estadisticamente significativas.

TABLA 32. Valores absolutos y logaritmo neperiano de Hsp70 en el momento
del fracaso virologico frente a situaciones de no fracaso.

VALORES ABSOLUTOS DE VALORES DEL LN HsP70
Hsp70
FRACASO N MEDIA DESVIACION MEDIA DESVIACION
VIROLOGICO TIPICA TIPICA
Si 21 703.49 3055.09 1.77 2.72
No 173 70.44 144.26 2.05 2.36

Diferencias no significativas (p = 0.611).

Cuando se consideran los diferentes estadios de progresion de la enfermedad
en el momento de inclusién en el estudio, a pesar de obtener cifras promedio de
proteinas Hsp70 elevadas en los pacientes inicialmente mas avanzados, los valores
logaritmicos de los niveles de esta proteina no muestran diferencias significativas

(Tabla 33).

Ni las concentraciones de Hsp70, ni sus valores logaritmicos, muestran una
asociacion estadisticamente significativa con respecto al tiempo de evoluciéon de la
enfermedad, obteniéndose en la correlacion lineal unos valores de p = 0.338 y un
coeficiente de correlacion r = - 0.110, entre el logaritmo neperiano de Hsp70 y el

tiempo de evolucion. Tampoco se ha encontrado asociacién significativa entre
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logaritmo neperiano de Hsp70 con CD4* (Figura 26), con el logaritmo neperiano de
la carga viral, con CD8", y con el cociente CD4"/CD8*. De los parametros
bioquimicos determinados en los sueros, para la creatinina y el colesterol (Figuras 27
y 28), aunque no se llega a alcanzar significacion estadistica, los valores muestran
indicios. En cambio, si se alcanza significacion estadistica para la correlacién entre
los valores logaritmicos de las concentraciones de Hsp70 y las concentraciones de las

enzimas hepaticas GPT y CPK (Tabla 34; Figuras 29 y 30).

TABLA 33. Valores absolutos y logaritmo neperiano de Hsp70 en los diferentes
estadios en el momento de inclusion.

VALORES ABSOLUTOS | VALORES DEL LN HSp70
DE Hsp70

ESTADIO EN EL N | MEDIA | DESVIACION | MEDIA | DESVIACION
MOMENTO TiPICA TiPICA
DE INCLUSION

A 61| 64.39 140.90 1.95 2.31

B 52| 88.87 159.90 2.19 2.51

C 61| 278.19 1795.09 1.67 2.41

Diferencias no significativas (p = 0.776).

Tabla 34. Relacion entre logaritmo neperiano de Hsp70 y cada
una de las diferentes variables del estudio.

VARIABLE NIVEL DE COEFICIENTE DE
SIGNIFICACION CORRELACION
Tiempo de evolucion p = 0.338 r= -0.110
Ln carga viral p = 0.702 r=-0.032
Creatinina p = 0.103 r=-0.181
GPT p = 0.003 r=-0.181
CPK p = 0.0005 r=-0.378
CHL-t p = 0.094 r =-0.220
Linfocitos CD4* p = 0.431 r=0.104
Linfocitos CD8" p = 0.334 r=0.127
Cociente CD4"/ CD8"* p = 0.834 r=0.278
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FIGURA 26. Relacion entre Hsp70 (logaritmo neperiano) y linfocitos CD4*.
(r =0.104; p = 0.431)
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FIGURA 27. Relacion entre el logaritmo neperiano de Hsp70 y creatinina.

(r = -0.181; p = 0.103)
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FIGURA 30. Relacién entre Hsp70 (logaritmo neperiano) y CPK.
(r = - 0.378; p = 0.0005)
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En las Tablas 35 - 37 se exponen los resultados obtenidos al determinar los
valores de Hsp70 estratificados por el tipo de tratamiento que reciben los pacientes en
el momento de la obtencion del suero. No se encontraron diferencias significativas en
relacién con el tratamiento o no con farmacos inhibidores de la proteasa, pero si
cuando se divide por la utilizacién o no de inhibidores de la transcriptasa inversa

analogos y no analogos de nucledsidos, en ambos casos con p < 0.05.

TABLA 35. Valores absolutos y logaritmo neperiano de Hsp70 en los pacientes
en relacion al tratamiento con farmacos inhibidores de la proteasa.

VALORES ABSOLUTOS DE | VALORES DEL LN HSP70
Hsp70
TRATAMIENTO N | MEDIA | DESVIACION MEDIA | DESVIACION
CON INHIBIDORES TIPICA TIPICA
DE LA PROTEASA
Si 92 | 209.52 1463.11 1.66 2.42
No 82 | 76.14 153.22 2.22 2.36

Diferencias no significativas (p = 0.281).

TABLA 36. Valores absolutos y logaritmo neperiano de Hsp70 en los pacientes
en relacion al tratamiento con farmacos inhibidores de la transcriptasa inversa
analogos de nucleodsidos.

VALORES ABSOLUTOS DE VALORES DEL LN HsP70
Hsp70
TRATAMIENTO CON | N MEDIA DESVIACION MEDIA DESVIACION
ANALOGOS TIPICA TIPICA
DE NUCLEOSIDOS
Si 171 147.03 1077.61 1.89 2.40
No 3 125.56 178.09 4.03 1.56

Diferencias significativas (p = 0.016).
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TABLA 37. Valores absolutos y logaritmo neperiano de Hsp70 en los pacientes
en relacion al tratamiento con farmacos inhibidores de la transcriptasa inversa

no analogos de nucledsidos.

VALORES ABSOLUTOS | VALORES DEL LN HspP70
DE Hsp70
TRATAMIENTO CON NO N | MEDIA |DESVIACION| MEDIA | DESVIACION
ANALOGOS DE TiPICA TiPICA
NUCLEOSIDOS
Si 61 | 322.13 1792.64 2.66 2.57
No 113| 51.94 125.75 1.52 2.22

Diferencias significativas (p = 0.033).

Relacion Hsp70 / CD4"

Los niveles de Hsp70 podrian ser dependientes de la concentracion de

linfocitos CD4" circulantes por ello se explord la posible asociacion entre la razon

Hsp70/CD4" y el resto de las variables disponibles. En las tablas 38 - 47 se exponen

los valores medios de este cociente, segun el sexo, estado viroinmunolédgico de los

pacientes, punto del fracaso viroldgico frente a situaciones de no fracaso, pacientes

con fracaso frente a los estables y controles, estadio en el momento de inclusion y

grupos de farmacos utilizados en el tratamiento.

En la tabla 38 se muestran los resultados de este cociente en funcién del sexo,

variable para la que no se observan diferencias significativas.

TABLA 38. Valores de Hsp70/CD4" en los pacientes

estratificados segun su sexo

SEXO N | MEDIA | DESVIACION TIiPICA
Varon 140| 0.33 2.05
Mujer 32| 0.16 0.23

Diferencias no significativas (p = 0.395).
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La tabla 39 recoge los valores estratificados segin el estado
viroinmunologico de los pacientes, siendo las diferencias no significativas, aunque
cuando se excluyen los valores cero (Tabla 40) se obtienen diferencias significativas,
que provienen de que el grupo de fracaso virologico estd significativamente por

encima del conjunto de los otros tres grupos (p < 0.001).

TABLA 39. Valores del cociente Hsp70/CD4" en los pacientes
estratificados segun su estado inmunologico

GRUPOS DE PACIENTES N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
FV 75| 0.51 2.78
EVI <200 CD4+/;¢L 12| 0.20 0.41
EVI 200-500 CD4"/uL | 23 0.23 0.41
EVI>500 CD4"/uL 62 | 0.09 0.17

FV: fracaso virologico; EVI: estables viroinmunologicamente.
Diferencias no significativas (p=0.270).

TABLA 40. Valores del cociente Hsp70/CD4" en los pacientes
estratificados segin su estado inmunologico (los valores 0 de Hsp70 han sido

excluidos)
GRUPOS DE PACIENTES | N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
FV 32| 1.19 4.19
EVI <200 CD4"/uL 3| 0.80 0.47
EVI 200-500 CD4"/uL | 10 | 0.53 0.49
EVI>500 CD4 /uL 29 | 0.19 0.21

FV: fracaso viroinmunologico; EVI: estables viroinmunologicamente.
Diferencias significativas (p =0.0007).

Para el momento del fracaso viroldgico frente a los puntos en que no hay
fracaso (Tabla 41), aunque se observan unas medias absolutas muy diferentes, no se
alcanza una significacion estadistica, posiblemente debido a la gran variabilidad de
las varianza. Comparando los pacientes que han fracasado con los que no han

fracasado, tampoco se obtuvieron diferencias significativas (Tabla 42).
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TABLA 41. Valores de Hsp70/CD4" en punto del fracaso virologico frente a
situaciones de no fracaso

FRACASO VIROLOGICO N | MEDIA | DESVIACION TIPICA
Si 21 1.26 5.17
No 151 0.16 0.43

Diferencias no significativas (p = 0.322).

TABLA 42. Valores de Hsp70/CD4" en pacientes con fracaso virolégico frente a
pacientes estables virologicamente y controles

FRACASO VIROLOGICO N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
Situacion de fracaso 75 | 0.51 2.78
Estables y controles 97 | 0.14 0.29

Diferencias no significativas (p = 0.289).

Cuando se estratifico en funcion del estadio (Tabla 43), atn cuando las
diferencias no llegaron a ser estadisticamente significativas, puede apreciarse una

tendencia creciente en los valores medios del cociente estudiado.

TABLA 43. Valores de Hsp70/CD4" en los diferentes estadios en el momento de

inclusion
ESTADIO EN EL MOMENTO N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
DE INCLUSION
A 61| 0.11 0.19
B 51| 0.24 0.66
C 60| 0.55 3.06

Diferencias no significativas (p = 0.338).

No se encontraron asociaciones significativas entre el cociente Hsp70/CD4 " y
valores de creatinina, colesterol total, o enzimas hepaticas GPT y CPK, tampoco
cuando se relaciond con los niveles de CD4", niveles de CD8*, o con el cociente

CD47/CD8".
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TABLA 44. Asociacion entre los valores de Hsp70/CD4" y las variables analiticas
incluidas en el estudio.

VARIABLE NIVELES DE COEFICIENTE DE
SIGNIFICACION CORRELACION
Creatinina p = 0.450 r = 0.100
GPT p = 0.219 r=-0.162
CPK p = 0.111 r= -0.210
CHL-t p = 0.940 r=0.011
Linfocitos CD4" p = 0.649 r=-0.061
Linfocitos CD8" p = 0.396 r=0.112
Cociente CD4*/ CD8"* p = 0.162 r=-0.185

En relacién con el tratamiento utilizado tampoco se pudo obtener ningin

resultado significativo (Tablas 45 a 47).

TABLA 45. Valores de Hsp70/CD4" en los pacientes en relacién al tratamiento
con farmacos inhibidores de la proteasa

TRATAMIENTO CON N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
INHIBIDORES DE LA PROTEASA

Si 91| 044 2.53

No 81| 0.14 0.27

Diferencias no significativas (p = 0.282).

TABLA 46. Valores de Hsp70/CD4" en los pacientes en relacién al tratamiento
con farmacos inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos

TRATAMIENTO CON N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
ANALOGOS DE NUCLEOSIDOS

Si 169| 0.29 1.86

No 3 0.63 0.99

Diferencias no significativas (p = 0.541).
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TABLA 47. Valores de Hsp70/CD4" en los pacientes en relacién al tratamiento
con farmacos inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucleo6sidos

TRATAMIENTO CON NO ANALOGOS N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
DE NUCLEOSIDOS

Si 60 | 0.54 3.05

No 112 0.17 0.51

Diferencias no significativas (p = 0.346).

En las tablas 48 — 56 se presentan los resultados correspondientes al analisis de
la variable logaritmo neperiano Hsp70/CD4*. Utilizando esta transformacion de la
variable original se pudo disminuir la variabilidad, lo que permitié encontrar
diferencias significativas en funcion del estado inmunoldgico de los pacientes (Tabla
48); diferencias que radican en que los valores del grupo CD4" <200 son
significativamente mas bajos que los otros grupos, sin embargo no se obtuvieron

resultados significativos para el momento o los pacientes con fracaso viroldgico.

TABLA 48. Valores de Hsp70/CD4" (logaritmo neperiano) en los pacientes
estratificados segun su sexo

SEXO N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
Varon 54 | -1.75 1.82
Mujer 20 | -1.98 1.40

Diferencias no significativas (p = 0.694).

TABLA 49. Valores del Hsp70/CD4" (logaritmo neperiano) en los pacientes
estratificados segun su estado inmunolégico

GRUPOS DE PACIENTES | N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
FV 32| -1.63 1.80
EVI <200 CD4"/uL 3| -034 0.59
EVI 200-500 CD4"/uL | 10 | -1.06 1.10
EVI >500 CD4"/uL 29 | -2.44 1.66

FV: fracaso virologico; EVI: estables viroinmunologicamente.
Diferencias significativas (p = 0.0051).
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TABLA 50. Valores de Hsp70/CD4" (logaritmo neperiano) en punto del fracaso
virologico frente a situaciones de no fracaso

FRACASO VIROLOGICO N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
Si 8 -1.22 2.25
No 66 | -1.89 1.64

Diferencias no significativas (p = 0.354).

TABLA 51. Valores de Hsp70/CD4" (logaritmo neperiano) en pacientes con
fracaso virolégico frente a pacientes estables virolégicamente y controles

FRACASO VIROLOGICO | N | MEDIA | DESVIACION TIPICA
Situacion de fracaso 32 | -1.62 1.79
Estables y controles 42 | -1.96 1.65

Diferencias no significativas (p = 0.548).

En relacion con el estadio, las diferencias fueron casi significativas (p < 0.1),

observandose como los valores logaritmicos del cociente disminuyen al progresar el

estadio.

TABLA 52. Valores del Hsp70/CD4" (logaritmo neperiano) en los diferentes
estadios en el momento de inclusion

ESTADIO EN EL MOMENTO N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
DE INCLUSION

A 30| -2.52 1.89

B 23| -1.52 1.40

C 21| -1.06 1.38

Diferencias no significativas (p = 0.092).

No se encontraron asociaciones significativas entre el logaritmo neperiano del
cociente Hsp70/CD4" y el logaritmo de la carga viral, creatinina, colesterol total. El

enzima CPK muestra asociacion significativa, siendo la relacion en el sentido de que a
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mayor nivel de CPK menor valor del logaritmo de Hsp70/CD4". Sin embargo, se
pierde la asociacion significativa con la GPT. Tampoco existe asociacion significativa
para los CD8, ni para el cociente CD4*/CD8; la asociacién si es significativa
cuando se relaciona con los CD4" y se mantiene al excluir los valores 0 de Hsp70 (p

= 0.080; r = - 0.256).

TABLA 53. Asociacién entre logaritmo neperiano de Hsp70/CD4" y las
diferentes variables del estudio. Niveles de significacion y coeficiente de

correlacion.
VARIABLE NIVELES DE COEFICIENTE DE

SIGNIFICACION CORRELACION
Ln carga viral p =0.714 r = 0.050
Creatinina p = 0.788 r = 0.036
GPT p = 0.503 r = 0.036
CPK p = 0.036 r=-0.279
CHL-t p = 0.669 r=-0.057
Linfocitos CD4" p = 0.054 r=-0.256
Linfocitos CD8" p = 0.512 r=-0.057
Cociente CD4*/ CD8"* p = 0.128 r =-0.057

En funcion del tratamiento empleado so6lo se observaron diferencias
significativas para los pacientes tratados con inhibidores de la proteasa frente los no
tratados con este tipo de farmacos (p < 0.05), pero no para el resto de tratamientos

(Tablas 54 a 56).

TABLA 54. Valores del Hsp70/CD4" (logaritmo neperiano) en los pacientes en
relacion al tratamiento con farmacos inhibidores de la proteasa

TRATAMIENTO CON INHIBIDORES | N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
DE LA PROTEASA

Si 31| -1.21 1.47

No 43| -2.26 1.75

Diferencias significativas (p = 0.038).
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TABLA 55. Valores del Hsp70/CD4" (logaritmo neperiano) en los pacientes en
relacion al tratamiento con farmacos inhibidores de la transcriptasa inversa
analogos de nucledsidos

TRATAMIENTO CON ANALOGOS | N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
DE NUCLEOSIDOS

Si 71| -1.82 1.71

No 3| -1.75 2.05

Diferencias no significativas (p=0.953).

TABLA 56. Valores del Hsp70/CD4" (logaritmo neperiano) en los pacientes en
relacion al tratamiento con farmacos inhibidores de la transcriptasa inversa no
analogos de nucledsidos

TRATAMIENTO CON NO ANALOGOS N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
DE NUCLEOSIDOS

Si 35 -1.90 1.73

No 39| -1.74 1.71

Diferencias no significativas (p=0.768).

Relacion Hsp70 / CD8"

Se repitié6 nuevamente el analisis usando el cociente Hsp70/CD8*, tanto para
los valores absolutos (Tablas 57-65) como para los valores logaritmicos (Tablas 66-
73). Al igual que el analisis anterior no se encontraron diferencias significativas en
relacién con el estado inmunolédgico salvo cuando se excluyen los valores cero (Tabla
58), diferencias atribuibles a los valores de este cociente en los pacientes con fracaso

virolégico, significativamente mas elevados que en el resto de pacientes (p <0.05).
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En esta variable Hsp70/CD8", la relacién con el estado inmunoldgico de los
pacientes no es significativa (Tabla 57), pero cuando se excluyen los valores cero
(Tabla 58) hay indicios de diferencias significativas entre grupos; estas provienen del

grupo de fracaso viroldgico ya que esta significativamente por encima del conjunto de

los otros tres grupos (p < 0.05).

TABLA 57. Valores del cociente Hsp70/CD8" en los pacientes
estratificados segun su estado inmunolégico

GRUPOS DE PACIENTES N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
FV 75 | 0.20 1.04
EVI <200 CD4"/uL 12| 0.03 0.06
EVI 200-500 CD4 " /uL | 23 | 0.10 0.18
EVI>500 CD4 /uL 61 | 0.07 0.13

FV: fracaso virologico; EVI: estables viroinmunologicamente.
Diferencias no significativas (p = 0.174).

TABLA 58. Valores del cociente Hsp70/CD8" en los pacientes

estratificados segun su estado inmunologico (los valores 0 de Hsp70 han sido

excluidos)
GRUPOS DE PACIENTES | N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
FV 32| 0.46 1.57
EVI <200 CD4"/uL 3| 0.12 0.08
EVI 200-500 CD4 /uL | 10 | 0.24 0.21
EVI>500 CD4 /uL 29 | 0.15 0.16

FV: fracaso virologico; EVI: estables viroinmunologicamente.
Diferencias significativas (p = 0.063).
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TABLA 59. Valores del cociente Hsp70/CD8" en los pacientes
estratificados segun su sexo

SEXO N | MEDIA | DESVIACION TIiPICA
Varon 139 0.14 0.77
Mujer 32 0.09 0.13

Diferencias no significativas (p=0.589).

TABLA 60. Cociente Hsp70/CD8". Niveles de significacion y coeficiente de
correlacion con las diferentes variables del estudio.

VARIABLE NIVELES DE COEFICIENTE DE
SIGNIFICACION CORRELACION
Tiempo de evolucion p = 0.345 r=-0.125
Ln carga viral p = 0.316 r =0.133
Creatinina p = 0.544 r = 0.080
GPT p =0.179 r=-0.177
CPK p = 0.051 r = -0.255
CHL-t p = 0.953 r = 0.008
Linfocitos CD4* p = 0.595 r = 0.070
Linfocitos CD8" p = 0.465 r = 0.048
Cociente CD4"/ CD8" p = 0.627 = - 0.065

En el analisis del tiempo que lleva el paciente con la enfermedad y su relacion
. + . " .y . . . ’
con el cociente Hsp70/CD8" no se obtiene una asociacidon significativa, asi como

tampoco con el logaritmo neperiano de la carga viral, creatinina, colesterol total,

GPT, CPK, CD4", CD8" y cociente CD4"/CD8" (Tabla 60).

Tampoco hay diferencias significativas entre el punto del fracaso y los puntos

en que no hay fracaso (Tabla 61), ni entre los pacientes que han fracasado y los que

no han fracasado (Tabla 62).
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TABLA 61. Valores del cociente Hsp70/CD8" en punto del fracaso virolégico
frente a situaciones de no fracaso

FRACASO VIROLOGICO N | MEDIA | DESVIACION TIiPICA
Si 21 0.52 1.95
No 150( 0.07 0.14

Diferencias no significativas (p = 0.290).

TABLA 62. Valores del cociente Hsp70/CD8" en pacientes con fracaso
viroldgico frente a pacientes estables virologicamente y controles

FRACASO VIROLOGICO | N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
Situacion de fracaso 75 | 0.20 1.04
Estables y controles 96 | 0.07 0.14

Diferencias no significativas (p = 0.340).

TABLA 63. Valores del cociente Hsp70/CD8" en los diferentes estadios en el
momento de inclusion

ESTADIO EN EL MOMENTO N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
DE INCLUSION

A 60| 0.07 0.12

B 51 0.11 0.23

C 60| 0.20 1.16

Diferencias no significativas (p = 0.579).

TABLA 64. Valores del cociente Hsp70/CD8" en los pacientes en relacién al
tratamiento con farmacos inhibidores de la proteasa

TRATAMIENTO CON INHIBIDORES DE| N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
LA PROTEASA

Si 90| 0.16 0.95

No 81| 0.09 0.18

Diferencias no significativas (p = 0.521).
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TABLA 65. Valores del cociente Hsp70/CD8" en los pacientes en relacién al
tratamiento con farmacos inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de

nucledsidos
TRATAMIENTO CON ANALOGOS DE| N | MEDIA | DESVIACION TIiPICA
NUCLEOSIDOS
Si 168 0.12 0.70
No 3 0.40 0.67

Diferencias no significativas (p = 0.458).

TABLA 66. Valores del cociente Hsp70/CD8" en los pacientes en relacién al
tratamiento con farmacos inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de

nucledsidos
TRATAMIENTO CON NO ANALOGOS N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
DE NUCLEOSIDOS
Si 60 0.25 1.15
No 111 0.06 0.17

Diferencias no significativas (p = 0.204).

En las siguientes tablas se presentan los resultados del andlisis de la

transformacion logaritmica de la variable Hsp70/CD8" (Tablas 67-75).

TABLA 67. Valores del cociente Hsp70/CD8" (logaritmo neperiano) en los
pacientes estratificados segiin su estado inmunologico

GRUPOS DE PACIENTES N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
FV 32 | -2.41 1.75
EVI <200 CD4 " /uL 3| 222 0.61
EVI 200-500 CD4"/uL | 10 | -1.87 1.16
EVI>500 CD4 /uL 29 | -2.81 1.75

FV: fracaso virologico; EVI: estables viroinmunologicamente.
Diferencias no significativas (p = 0.423).
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TABLA 68. Valores del cociente Hsp70/CD8" (logaritmo neperiano) en los
pacientes estratificados segin su sexo

SEXO N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
Varon 54 | -2.50 1.78
Mujer 20 | -2.44 1.32

Diferencias no significativas (p = 0.913).

TABLA 69. Valores del cociente Hsp70/CD8" (logaritmo neperiano) en punto
del fracaso virologico frente a situaciones de no fracaso

FRACASO VIROLOGICO N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
No 66 | -2.54 1.56
Si 8 -1.98 2.39

Diferencias no significativas (p = 0.463).

TABLA 70. Valores del cociente Hsp70/CD8" (logaritmo neperiano) en
pacientes con fracaso virologico frente a pacientes estables virologicamente y

controles
FRACASO N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
Estables y controles 42 | -2.54 1.61
Situacion de fracaso 32 | -2.41 1.75

Diferencias no significativas (p = 0.803).

TABLA 71. Valores del cociente Hsp70/CD8" (logaritmo neperiano) en los
diferentes estadios en el momento de inclusion

ESTADIO ENEL | N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
MOMENTO

DE INCLUSION

A 30| -2.90 1.91

B 23| -2.13 1.31

C 21| -2.28 1.54

Diferencias no significativas (p = 0.454).
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El logaritmo neperiano del cociente no muestra asociacion significativa con
las siguientes variables cuantitativas: carga viral, CD4", CD8", cociente CD4"/CDS",
creatinina, colesterol total y GPT. En cambio, la enzima CPK muestra asociacion
significativa con el logaritmo del cociente Hsp70/CD8". Estos resultados muestran
que no hay una asociacion significativa entre logaritmo neperiano de Hsp70/CD8" y

el tiempo de evolucion de la enfermedad (Tabla 72).

TABLA 72. Cociente Hsp70/CD8" (logaritmo neperiano). Niveles de significacién
y coeficiente de correlacion de las diferentes variables del estudio.

VARIABLE NIVELES DE COEFICIENTE DE
SIGNIFICACION CORRELACION
Tiempo de evolucion p = 0.822 r =-0.030
Carga viral p = 0.891 r = 0.018
Creatinina p = 0.594 r=-0.071
GPT p = 0.797 r=-0.071
CPK p = 0.033 r =-0.283
CHL-t p = 0.826 r =-0.029
Linfocitos CD4* p = 0.601 r =-0.070
Linfocitos CD8* p = 0.206 r =-0.168
Cociente CD4"/ CD8"* p = 0.305 r =0.136

TABLA 73. Valores del cociente Hsp70/CD8" (logaritmo neperiano) en los
pacientes en relacion al tratamiento con farmacos inhibidores de la proteasa

TRATAMIENTO CON INHIBIDORES DE| N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
LA PROTEASA

Si 31| -2.13 1.41

No 43| -2.74 1.79

Diferencias no significativas (p = 0.224).
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TABLA 74. Valores del cociente Hsp70/CD8" (logaritmo neperiano) en los
pacientes en relacion al tratamiento con farmacos inhibidores de la
transcriptasa inversa analogos de nucledsidos

TRATAMIENTO CON ANALOGOS N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
DE NUCLEOSIDOS

Si 71 | -2.47 1.63

No 3 -2.90 2.67

Diferencias no significativas (p = 0.768).

TABLA 75. Valores del cociente Hsp70/CD8" (logaritmo neperiano) en los
pacientes en relacion al tratamiento con farmacos inhibidores de la
transcriptasa inversa no analogos de nucledsidos

TRATAMIENTO CON NO ANALOGOS N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
DE NUCLEOSIDOS

Si 35| -2.31 1.70

No 39 | -2.64 1.62

Diferencias no significativas (p = 0.528).

Hsp70 en los puntos de muestreo para pacientes
con fracaso virologico

Los resultados incluidos en las tablas 76 — 82 describen las diferencias entre
los distintos puntos de muestreo estudiados, s6lo en los pacientes que han fracasado.
Se analizan las variables logaritmo neperiano de Hsp70, Hsp70/CD4", logaritmo de
Hsp70/CD4", Hsp70/CD8" y logaritmo de Hsp70/CD8". El analisis de las mismas

variables excluyendo los que tienen un valor de Hsp70 igual a cero.



E. ESPIGARES RODRIGUEZ. Resultados. 120

TABLA 76. Valores de Hsp70 (logaritmo neperiano) entre los diferentes puntos
en los pacientes con fracaso virologico

PUNTO DE MUESTREO N | MEDIA | DESVIACION TIiPICA
1 23 1.81 2.46
2 21 1.78 2.72
3 15 1.77 2.28
4 18 | 2.59 2.52

Medida 3: fracaso virologico.
Diferencias no significativas (p = 0.459).

TABLA 77. Valores del Hsp70/CD4" entre los diferentes puntos en los pacientes
con fracaso viroldgico

PUNTO DE MUESTREO N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
1 22| 0.14 0.39
2 21 1.26 5.17
3 15| 0.10 0.15
4 17| 041 0.99

Medida 3: fracaso virologico
Diferencias no significativas (p = 0.403).

TABLA 78. Valores del Hsp70/CD4" (logaritmo neperiano) entre los diferentes
puntos en los pacientes con fracaso virolégico

PUNTO DE MUESTREO N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
1 8 -1.94 1.58
2 8 -1.22 2.25
3 7 -2.27 2.02
4 9 -1.20 1.40

Medida 3: fracaso virologico.
Diferencias no significativas (p = 0.262).
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TABLA 79. Valores del Hsp70/CDS8" entre los diferentes puntos en los pacientes
con fracaso virologico

PUNTO DE MUESTREO N | MEDIA | DESVIACION TIPICA
1 22 | 0.07 0.15
2 21 0.52 1.95
3 15| 0.05 0.10
4 17 | 0.10 0.17

Medida 3: fracaso viroldgico.
Diferencias no significativas (p=0.458).

TABLA 80. Valores del Hsp70/CD8" (logaritmo neperiano) entre los diferentes
puntos en los pacientes con fracaso virologico

PUNTO DE MUESTREO N | MEDIA | DESVIACION TiPICA
1 8 -2.54 1.64
2 8 -1.98 2.39
3 7 -3.15 1.87
4 9 -2.09 1.02

Medida 3: fracaso virologico.
Diferencias no significativas (p = 0.300).

TABLA 81. Valores del Hsp70/CD4" entre los diferentes puntos en los pacientes
con fracaso virolégico (excluyendo los valores 0 de Hsp70)

PUNTO DE MUESTREO N | MEDIA | DESVIACION TIPICA
1 8 0.38 0.58
2 8 3.31 8.28
3 7 0.21 0.17
4 9 0.78 1.28

Medida 3: fracaso viroldgico.
Diferencias no significativas (p = 0.472).
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TABLA 82. Valores del Hsp70/CD8" entre los diferentes puntos en los pacientes
con fracaso virologico (excluyendo los valores 0 de Hsp70)

PUNTO DE MUESTREO N | MEDIA | DESVIACION TIiPICA
1 8 0.19 0.21
2 8 1.36 3.10
3 7 0.11 0.13
4 9 0.19 0.20

Medida 3: fracaso virologico.
Diferencias no significativas (p=0.570).

Finalmente, en la Figura 31 se expone graficamente la evolucion de la
variable Hsp70/CD4" (con y sin exclusion de los valores 0), en los distintos puntos de
muestreo estudiados en los pacientes con fracaso viroldgico. Puede observarse un

incremento en el punto anterior al fracaso virologico.

3,5

3 -
2,5 -
2 -
1,5 1
1 -

0,5 -

0

Punto de muestreo

=@ Hsp70/CD4+ Hsp70/CD4+ (sin valores 0) =g CD4+ (x1000)

FIGURA 31. Estudio longitudinal de las variables Hsp70/CD4* (con y sin exclusién de valores 0)
y CD4" en los puntos de muestreo para los pacientes con fracaso viroldgico.
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Discusion
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1 papel de las proteinas de estrés en la infecciéon por VIH y en pacientes que
han desarrollado el SIDA no estd suficientemente estudiado. Como se ha
expuesto en la introduccién se conocen muchos aspectos parciales del
comportamiento de las proteinas de estrés en diversos procesos patoldgicos, pero no
se ha llegado a conocer la evolucidn de estas proteinas en la mayor parte de ellos, ni

en los que son de origen infeccioso ni en los que tienen etiologia no infecciosa.

Las investigaciones centradas en los aspectos terapéuticos de la infeccion por
VIH demuestran que las prostaglandinas de tipo A y J inhiben la replicacion de VIH-
1. Una caracteristica peculiar de las prostaglandinas Al es la induccion de Hsp70,
factor al que se ha asociado la actividad antiviral de dichas prostaglandinas, y que

favorece su union a la proteina viral p5S3 (CARATTOLI y cols., 2000).

La propia infeccion por VIH produce un incremento directo de la sintesis de
Hsp. Este fenOmeno se ha demostrado in vitro, utilizando lineas celulares de linfocitos
CD4" (AGNEW y cols., 2003; FUST y cols., 2005). Por otra parte, durante las fases
tempranas de infeccion no aparece RNA gendmico del virus hasta las 30 horas,
mientras que el RNAm de Hsp70 puede detectarse ya en las 3-8 horas siguientes a la
infeccion (WAINBERG Yy cols., 1997). Sin embargo, no se conoce bien la evolucion de
los niveles de estas proteinas inducibles en la historia natural del VIH, ni tampoco
como se comportan cuando existen infecciones oportunistas, o €l paciente es tratado
con farmacos antirretrovirales. Se desconoce asi mismo su relacion con el nivel de

linfocitos CD4 " y la carga viral.

SANTOMENNA y COLBERG-POLEY (1990), demuestran que la infeccion de

fibroblastos diploides con citomegalovirus humano incrementa los niveles de Hsp70
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dentro de las 16 horas siguientes a la infeccién, y que este aumento se mantiene
durante las 72 horas postinfeccion, momento en que se alcanzan los mayores niveles.
También se ha comprobado que la infecciéon de células de ratén con virus herpes
simple tipos 1 y 2 elevan los niveles de Hsp70 en las 4 primeras horas postinfeccion
(KOBAYASHI y cols., 1994). Por analogia cabria esperar un aumento de la sintesis de
Hsp70 cuando se produce la infeccion por VIH o bien cuando esta infeccion se
reactiva, escapando al control farmacoldgico, tal y como ocurre durante el fracaso

virolégico.

El acimulo creciente de datos juega a favor de que las proteinas Hsp
desempefian un papel esencial en la modulacion de la respuesta inmunitaria (WELCH,
1993; WALLIN y cols., 2002; JOLLY y MORIMOTO, 2000; BRENNER y WAINBERG,
1999; KUMAZAKI, 1997) aunque es notable el desconocimiento existente sobre el
comportamiento y la evolucion de las Hsp en condiciones normales o en diferentes
procesos patoldgicos. De ahi que la exploracion de la posible correlacidon existente
entre los niveles de linfocitos CD4", carga viral, y proteinas Hsp70 se considere de
enorme interés. La demostracion de dicha correlacion tendria una utilidad préctica
inmediata, ya que haria posible la aplicacion de las proteinas Hsp70 como predictoras
del fracaso virologico, facilitando el seguimiento de la evolucidn clinica de los
pacientes infectados por VIH, la evaluacion de su prondstico e incluso el ajuste y

mantenimiento del tratamiento antirretroviral.

La decision de centrar la investigacion en pacientes VIH+ se adopta en
principio por motivos de conveniencia, dada la existencia de una Seroteca del Servicio
de Microbiologia del Hospital Clinico San Cecilio, en la que se conservan congeladas
las muestras de suero obtenidas a lo largo del seguimiento clinico de los pacientes. Se
contaba asi con una alternativa para identificar facilmente y de manera retrospectiva la
poblacion de estudio, que ademds ofertaba posibilidad de acceder a un nimero
suficiente de muestras obtenidas de forma secuencial a lo largo de la evolucion de los

enfermos.
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Inicialmente se estimé necesaria la identificaciéon de al menos 50 pacientes con
fracaso virolégico y unos 90 pacientes estables viroinmunoldgicamente, procurando
que estuvieran homogéneamente repartidos en funciéon de los recuentos de linfocitos
CD4". Una vez analizados los listados existentes se identificaron como incluibles en
el estudio 84 pacientes con fracaso viroldgico y 95 pacientes inmunoldgicamente
estables para los que en principio no se conocia su situacion inmunitaria (recuento de

CD4").

Tras la puesta en marcha del estudio surgieron diferentes obstaculos que
limitaron el acceso a los sueros, en algunos casos por la escasez del suero disponible y
en otros por la inclusion previa de los pacientes en otros estudios que impedia que se

nos permitiera obtener la fraccion necesaria de suero para la determinacion de Hsp70.

Finalmente se logré incluir un total de 61 pacientes, de los que 25 habian
sufrido un fracaso virologico durante el periodo de estudio. Su distribucion por sexo y
edad es superponible a la distribucion epidemioldgica por sexo y edad de los 1888
casos diagnosticados en 2003, e igualmente en cuanto a la distribucion de los
mecanismos de infeccion declarados (B.E.S., 2004; HERRUZO y cols., 2001; BLANCO
y cols., 1996).

Para la cuantificacion de Hsp70 se ha utilizado el método ELISA, si bien
hemos preferido el método en el que se fijan los anticuerpos a la placa de microtiter y
se preparan los reactivos (CEDERHOLM Yy cols., 2004; POCKLEY y cols., 2003;
POCKLEY y cols., 2002; POCKLEY y cols., 1998), ya que el kit comercializado
(Stressgen Biotechnologies Inc., Victoria, British Columbia, Canada), mostré peores

resultados en los ensayos iniciales.

El analisis estadistico que se aplicO a los resultados estuvo condicionado por
dos factores fundamentales, en primer lugar el escaso tamafio muestral y en segundo

lugar la gran variabilidad de los resultados obtenidos que supuso la existencia de
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varianzas heterogéneas. Esta variabilidad no es un fendmeno aislado, sino que se
encuentra igualmente en los resultados de otros investigadores que determinan Hsp70
en diferentes contextos. En un estudio realizado sobre 26 pacientes con lupus
eritematoso sistémico, las concentraciones de Hsp70 mostraron una media de 239.4
ng/mL y una desviacion estindar de 367.9 ng/mL (CEDERHOLM Yy cols., 2004); las
concentraciones de Hsp70 en 47 varones y 45 mujeres normales mostraron rangos de
0 - 13380 ng/mL y 0 — 18550 ng/mL respectivamente (POCKLEY y cols., 1998); en
un estudio realizado en 55 mujeres con preeclampsia, los niveles de Hsp70 en suero
fueron de 2.82 ng/mL con una desviacion estandar de 8.33 ng/mL (JIRECEK y cols.,
2002). Para obviar este inconveniente se han empleado transformaciones logaritmicas
(logaritmo neperiano del valor de la variable mas 1, con objeto de incluir en el
analisis estadistico los valores 0); estos valores, si bien dificultan la lectura de los
resultados facilitan su comparacion estadistica, al disminuir la variabilidad y aumentar

el grado de significacion.

El 34.4 % de los enfermos se encontraban en el momento de su inclusion en el
estudio en la categoria clinica C3, es decir, con un nivel de linfocitos CD4" <200
células/uL y alguna de las enfermedades marcadoras de caso de SIDA. A dicha
categoria pertenecian el 48% de los pacientes con fracaso virologico posterior y tan

solo el 25% de los pacientes se mantuvieron estables a lo largo del seguimiento.

Se han analizado todas las variables clinicas y bioquimicas disponibles, sin que
se hayan detectado variaciones significativas en los diferentes puntos de muestreo para
ninguna de ellas, exceptuando logicamente la carga viral que fue el parametro
utilizado para la definicion del fracaso virologico. Tampoco entre los pacientes
pertenecientes a los diferentes estadios viroinmunoldgicos se observaron diferencias

significativas en dichas variables.

En conjunto se ha logrado analizar un total de 174 sueros, de forma
consistente con los datos expuestos relativos a los pacientes, el mayor porcentaje de

sueros (35.1 %) correspondian a un estadio C3; el 97.7% de ellos fueron obtenidos en
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situacion de tratamiento antirretroviral, y en casi el total de los casos (97.7 %) con
una combinacion de farmacos en la que se incluyen inhibidores de la transcriptasa

analogos de nucleosidos.

Los niveles de proteina Hsp70 detectados oscilaron entre 0 y 14032.14 ng/mL.
Los valores mas elevados se alcanzan en el grupo con fracaso virol6gico, mientras
que los limites superiores en el resto de los pacientes fueron 343 ng/mL para los
controles sanos, y de 154 a 906 ng/mL para los pacientes viroinmunoldgicamente
estables. Los valores medios mostraron cifras casi 4 veces superiores en los pacientes
con fracaso viroldgico que en el resto, si bien las diferencias no llegaron a ser
estadisticamente significativas, como ya se ha comentado debido a la gran variabilidad

de los valores obtenidos.

El aumento de los valores de Hsp en diversas condiciones patologicas en
relacion a sujetos sanos ha sido previamente descrito, tanto en procesos infecciosos
(PANAYT y cols., 2004; WRIGHT y cols., 2000), como en pacientes traumatologicos
(HASHIGUCHI y cols., 2001). En este estudio, la concentracion media de la proteina
Hsp70 detectada fue unas dos veces superior en los pacientes que en los controles, sin
embargo, las diferencias no fueron estadisticamente significativas, es mas, como se
aprecia en la Tabla 29 toda la diferencia se debe a los pacientes con fracaso
virologico, presentando los enfermos estables valores medios similares a los obtenidos

en los controles.

Previamente se han descrito valores de Hsp superiores en mujeres (POCKLEY y
cols., 1998). En la serie estudiada, los valores detectados fueron superiores en varo-
nes que en mujeres, con diferencias significativas cuando el analisis se centra en la
transformacién logaritmica. Esto es debido a que el 92 % de fracasos virologicos
corresponden a pacientes varones (Tabla 16), y en el fracaso virologico se alcanzan
niveles de Hsp70 muy altos (Tabla 93). Si se excluyen los sueros correspondientes al
fracaso virologico, las concentraciones medias muestran valores superiores en

mujeres, 74.01+152.82 ng/mL, que en varones, 58.39+139.40 ng/mL, sin que
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lleguen a detectarse diferencias significativas. Cuando se analizan exclusivamente los
datos obtenidos en controles nuestros resultados son consistentes con los propor-
cionados en la literatura cientifica, confirmando una concentracion media
significativamente superior en mujeres (113.40+107.10) que en varones

(10.06+£17.38) (t = -3.279, p = 0.004).

También se ha sefialado una disminucion de los valores de proteinas de estrés
en relacion con la edad que podria indicar una pérdida de la capacidad de adaptacion
ante condiciones anémalas (BRENNER y WAINBERG, 1999; KIANG y Tsokos, 1998).
En nuestra serie de pacientes no se detectan diferencias en funcion de la edad, lo que
puede deberse a un rango de edades relativamente limitado o bien al hecho de que el
envejecimiento de los pacientes VIH+ estd condicionado fundamentalmente por otros
factores como pueden ser la desnutricion, la existencia de infecciones o tumores
intercurrentes, el tiempo de evolucion de la enfermedad, etc. Por otra parte, no hay
una tendencia clara de las concentraciones de Hsp70 en relacidon al tiempo de
evolucion, y no existio correlacion lineal significativa (p = 0.338; r = - 0.110), lo
cual parece 16gico ya que los datos sugieren que los niveles de Hsp70 son mas
dependientes de la situacion viroinmunoldgica que del tiempo de evolucion de la

enfermedad.

El fracaso viroldgico se asocid a valores medios de Hsp unas 10 veces
superiores a los obtenidos en los sueros correspondientes a momentos de estabilidad
viroinmunologica. A pesar de ello las diferencias no llegaron a ser significativas, ni
en el andlisis de los valores absolutos ni cuando las comparaciones se realizaron
utilizando las transformaciones logaritmicas. Los andlisis estadisticos no nos permiten
descartar que las diferencias observadas se deban exclusivamente al azar, sin embargo
la magnitud de las diferencias nos permite especular con ellas. Desde un punto de
vista clinico, el fracaso viroldgico que aparece en sujetos previamente controlados
indica el desarrollo de resistencias. De forma andloga a lo descrito por CORONATO y

cols. (1999) y HuU y cols. (2002), que sefialan un aumento de los valores de las
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proteinas de estrés en pacientes neoplasicos cuando aparecen resistencias frente a los
tratamientos antineoplasicos, el aumento de los valores de Hsp70 detectado en los
momentos de fracaso virologico podria atribuirse a la aparicién de resistencias frente
a los farmacos antirretrovirales. Por otra parte, por lo que sabemos en relacion con
las funciones intracelulares de las proteinas de estrés (NOLLEN y MORIMOTO, 2002%
KIANG y TSOKOS, 1998; MADIGAN y cols., 1997%), su aumento podria ser uno de los
mecanismos celulares de adaptacion frente a una agresion especifica, en este caso el
farmaco antirretroviral. Si nos atenemos a los datos objetivos no podemos afirmar que
el fracaso viroldgico se asocie a un incremento de las proteinas de estrés, pero tanto
por la posible significacion clinica de los resultados obtenidos como por la existencia
de analogia con otros procesos y la plausibilidad biologica descrita consideramos que
tampoco se puede descartar dicha asociacion, y nuestra conclusion fundamental es que
se necesita aumentar el tamafio de la muestra para pronunciarse definitivamente en

este sentido.

No se han encontrado diferencias significativas en los valores de Hsp70 en
pacientes tratados o no con inhibidores de la proteasa, pero curiosamente, si se
detectan diferencias cuando se estratifica por la utilizacion o no de inhibidores de la
transcriptasa inversa, tanto para analogos de nucledsidos como para el tratamiento con
no analogos. No hemos encontrado referencias externas que nos permitan comparar
estos hallazgos, y la limitacion de datos referidos a la evolucion clinica nos impide
proporcionar una explicacion razonable, por ejemplo, podria influir el mecanismo de

accion y la aparicion de efectos secundarios de los diferentes farmacos.

Sabemos que el porcentaje de pacientes tratados con inhibidores de la proteasa
fue superior entre los pacientes con fracaso viroldgico que entre los que se
mantuvieron estables en todos los puntos de muestreo, mientras que no se detectaron
diferencias en los porcentajes de tratamiento con inhibidores de la transcriptasa
inversa analogos o no andlogos de nucledsidos. Cuando se estudian exclusivamente

los sueros correspondientes a momentos de estabilidad (sin fracaso viroldgico) solo
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para los tratados con inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos se detectaron
diferencias significativas, en el sentido de obtener concentraciones medias superiores

en los pacientes tratados con este grupo de farmacos.

Se explor6 la existencia de correlacion entre los niveles de Hsp70
cuantificados y los pardmetros analiticos disponibles para cada uno de los puntos de
muestreo. Se ha detectado la existencia de correlacion estadisticamente significativa
con la GPT y la CPK, y casi significativa con el colesterol total. En los tres casos la
correlacién es negativa, en el sentido de que a mayor valor de estos parametros menor
es el valor del logaritmo neperiano de la proteina Hsp70. La alteracion de estos
parametros se considera de etiologia multifactorial, y entre los factores asociados se
incluyen los tratamientos antirretrovirales (JAIN y cols., 2001; FELLAY y cols., 2001).
Puesto que también se han detectado asociaciones con algunos de los tratamientos,
estaria indicado realizar un andlisis multivariable que permitiera explicar la
contribucion de cada uno de estos factores corrigiendo el efecto de los restantes. No
obstante, el limitado numero de casos, aconseja posponer este tipo de andlisis hasta

que se pueda ampliar la muestra.

Aun cuando los datos no son en absoluto concluyentes, esta observacion
sugiere que al igual que la determinacion de las enzimas CPK y GPT, los valores de
Hsp70 podrian tener valor diagndstico y pronodstico, o al menos una aplicacion en el
seguimiento de los pacientes tratados, no solo en relacion a la prediccion de posibles
fracasos sino también para la deteccion de efectos adversos del tratamiento.

Fendémenos ambos que deberan ser estudiados con mayor profundidad.

Es notable que los valores medios de recuento de CD4" en la situacion de
fracaso virologico no son muy bajos en comparacion con los obtenidos en situacion de
estabilidad. En los sueros con carga viral mayor de 50 copias/mL se obtiene un valor
medio de 373.56 + 249.18 CD4"/uL, mientras que los que tienen carga viral menor
de 50 copias/mL o indetectable muestran un valor medio de 539.18 + 321.67

CD4"/uL, diferencias que no son significativas. Incluso puede observarse en la Tabla
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23, el punto de muestreo 3, que representa el momento de fracaso viroldgico, tiene un
recuento de CD4" que no muestra grandes diferencias con el resto de situaciones
viroinmunoldgicas. Esto parece indicar que el recuento de CD4*, que pronostica
adecuadamente la situacién inmunoldgica, no es un buen indicador del fracaso
virolégico. No se han detectado asociaciones entre los recuentos de linfocitos CD4* o
CD8" y los valores de Hsp70, no obstante se ha evaluado el comportamiento de la

relacion entre la proteina Hsp70 y cada una de estas poblaciones linfocitarias.

En el primer caso, el cociente Hsp70/CD4™ fue significativamente superior en
los pacientes con fracaso viroldgico, aunque solo cuando se excluyeron los valores
cero, al igual que cuando se utilizO el logaritmo neperiano de esta variable. Sin
embargo, no ocurri0 igual cuando se comparan los sueros correspondientes al
momento de fracaso con el resto. También se detectd una correlacion significativa con

los valores de CPK.

Para los diferentes estadios en el momento de inclusiéon en el estudio, la
relacion Hsp70/CD4*, mostré unos resultados méas coherentes que la concentraciéon
de Hsp70: cuanto peor era la situacion clinica del paciente mayor fue el valor de esta

variable transformada.

En relacion con el tratamiento, se observaron diferencias significativas en el
logaritmo neperiano del cociente Hsp70/CD4" sélo entre los pacientes tratados o no
con inhibidores de la proteasa. Estas diferencias pueden atribuirse en parte a la
existencia de recuentos de linfocitos CD4" significativamente inferiores entre los
pacientes sometidos a tratamiento con inhibidores de la proteasa, mientras que no

existieron diferencias en dichos recuentos en funcion del resto de tratamientos.

Los resultados obtenidos para el cociente Hsp70/CD8" fueron similares a los
que acabamos de comentar al establecer grupos en funcidon de la situacion
viroinmunolédgica. Cuando se excluyeron los valores cero, el resultado del cociente

fue significativamente superior en los pacientes con fracaso viroldgico que en el resto.
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También como en el caso anterior se detectd una correlacion significativa con los

valores de CPK.

Finalmente, la evolucién de los niveles de Hsp70 durante el periodo de
seguimiento de los pacientes, muestra como se produce un pico en los pacientes con
fracaso viroldgico correspondiente al momento en el que se produce éste, volviendo a
los niveles previos cuando se vuelve a estabilizar la carga viral. Estos resultados, que
no llegaron a ser significativos, no se detectaron cuando se analiz6 la transformacion
logaritmica de la Hsp70, sin embargo, la variable Hsp70/CD4 " mostré un incremento
en la situacion anterior al fracaso (punto 2), que no podia atribuirse a una disminucion
de los CD4", puesto que sus niveles medios no presentan grandes variaciones en los
distintos puntos, lo que hace pensar que esta variable podria ser utilizada como un

marcador util para el pronostico y la prevencion del fracaso viroinmunologico.

El estudio realizado no agota una linea de investigacion, sino que ademds de
alentar a su continuacién, en estrecha colaboracién con los clinicos, abre la
posibilidad de nuevos proyectos relacionados con el comportamiento de las Hsp70 en
otras enfermedades infecciosas y cronicas. Concretamente consideramos que el

estudio del comportamiento de las Hsp puede tener utilidad:

- A nivel clinico para establecer el pronéstico y seguimiento de los pacientes,
ya sea en enfermedades infecciosas como cronicas.

- A nivel poblacional como herramienta de vigilancia epidemiologica de
enfermedades agudas y cronicas.

- En salud ambiental como biomarcador de exposicion en poblaciones

sometidas a factores de riesgo ambientales.
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Conclusiones
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el estudio de los niveles de Hsp70 en pacientes infectados por VIH, en
relacién con su situacion viroinmunoldgica y otras variables de interés

epidemiologico, se pueden obtener las conclusiones que se exponen a

continuacion.

1.

Los valores de concentracion de Hsp70 detectados son del orden de 10
veces superiores en los pacientes en situacion de fracaso viroinmunoldgico
frente a los virologicamente estables. Aun cuando no puede descartarse
estadisticamente que las diferencias observadas sean debidas al azar, la

confirmacion de los resultados podrian tener gran relevancia clinica.

En pacientes con carga viral menor de 50 copias/mL o indetectable no se
observaron diferencias clinicas ni estadisticas en los valores de Hsp70; ni
entre diferentes categorias establecidas en funcion del recuento de

linfocitos CD4 ™, ni dentro de una misma categoria a lo largo del tiempo.

La existencia de una correlacion significativa entre los niveles de Hsp70 y
las enzimas CPK y GPT, junto a las diferencias en los niveles de esta
proteina observadas en relacion al tipo de tratamiento antirretroviral, habla
a favor de la posible utilidad de esta proteina, no so6lo como factor

prondstico, sino también para la monitorizacion del tratamiento y la
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deteccion de efectos adversos, aspectos que habra que analizar con mayor

profundidad.

4. Mientras que en los pacientes en los que la carga viral permanece estable a
lo largo del tiempo de seguimiento los niveles de Hsp70 se mantienen
constantes, en los pacientes que muestran un fracaso viroldgico se observa
un incremento en las concentraciones séricas de esta proteina que coincide

con dicho fracaso.

5. Las concentraciones séricas de Hsp70 son superiores en los pacientes con
tratamiento antirretroviral, lo que podria indicar la utilidad de esta proteina
para el ajuste y mantenimiento de este tratamiento, aunque seria necesario
profundizar en este aspecto mediante el disefio y desarrollo de estudios

adecuados.

6. El cociente Hsp70/CD4* presenta los méaximos valores en las peores
situaciones relativas a fracaso viroinmunoldgico y estadio clinico de la
enfermedad; en el estudio de la evolucion temporal en los pacientes con
fracaso viroldgico, el cociente Hsp70/CD4" presenta los valores elevados
en el punto anterior al fracaso virologico. Estos hechos sugieren que esta
variable transformada podria tener un gran valor como marcador

pronostico en el sujeto VIH +.

7. La evaluacion de la utilidad de las concentraciones de Hsp70 como
biomarcador de evolucidn clinica, viroldgica e inmunoldgica de los
pacientes VIH+ requiere el estudio de una poblacion mas numerosa a
través de un periodo de tiempo mas prolongado. La ampliacion y

continuacion de este estudio permitird pronunciarse en este sentido.
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