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1) ANTECE~ENTES 

¡- Epidenúología de la infección por el Virus de la Inmunodeficiencia Huma~ 

lil Virus de la lnmunodeficienda Hwnana (Vll-I) es el agente responsable del 
51ndrome ue lnmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Mas de 40 millones de 
personas viven en el mundo con VIH-SIDA. En el Uruguay la epidemia comenzó 
el 29 de julio de 1983 (primer caso iLlcntificallo), reportándose a la fecha 5318 casos 
de VTH, de los cuales 2360 se encuentran en etapa SIDA. Los fallecidos totalizan 
1283, estimándose un total de 12500 personas infectadas. El 70% de los pacientes 
tienen entre 15 y 34 años, con una relación hombre/mujer de 3/1, con una 
creciente proporción en el sexo femenino. La vía principal de transmisión es la 
sexual (70%) y dentro de esta e166% es por contagio heterosexual. De enero a junio 
de 2004 se notificaron un total de 316 casos de VIH (2 casos por día) y 104 casos de 
SIDA en nuestro país. Existe Wl crecimiento significativo en ia prevalencia 
existiendo un relación de 1/1000 en 1998 que se cuadruplicó a 4/1000 en el 2002 
(prevalencia de 0,36% a junio de 2004) (Programa Nacional SIDA 2004). 

Clinica de la infección VIH / SIDA 

Si bien el curso de la infecdón puede tener diferencias evolutivas de un paciente a 
otro, la historia natural de la infección por el VIH-l en una persona que no 
recibiera tratamiento antirretroviral presentarla tres fases sucesivas (Fauci 2003), 
(Stevenson 2003). 
a) Fase Aguda o de infección primaria (primoinfección): luego de 2-6 semanas del 
ingreso del VIIi al organismo, el 50-70% de los sujetos presentan un sindrome de 
impregnación viral o mas característicamente un síndrome mononucleósido. El 
Vll1 abandona la circulación san guinea, invade órganos linfáticos donde se replica 
hosta nlconzaruna concentración cl'ftica logrando una fuerte viremia inicial 
responsable de la diseminación del virus en el organismo, principalmente hacia 
tejidos linfoides y cerebro. El antlgeno p24 del VIH aparece en 2 a 6 semanas luego 
de la primoinfección desapareciendo mientras comienza la detección de 
anticuerpos en e1lapso de 2 a 12 semanas. El tiempo entre el inicio de la infección y 
la detección de anticuerpos específicos contra el VIH se denomina período 
ventana, el cual puede tener una duración de hasta 3 meses. La duración del 
periodo agudo es de aproximadamente 6 a 8 semanas. 
b) Fase crónica o pelÍodo asintomático: esta fase se caracteriza por ausencia de 
sintomatologfa clínica, teniendo Wla dW'ación de 10 a 12 años en la mayoría de los 
pacientes. Dada la ausencia de síntomas puede considerarse a este periodo como 
de latencia cl:ínica. Sin embargo durante el mismo se produce un lento pero 
progresivo deterioro del sistema inmunitario y la instalación de una replicación 
viral crónica y persistente. Esta característica lo convierte al VIH en único, ya que 
la respuesta inmunitaria no logra eliminar el virus ni controlar su diseminación y 
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Jurante el curso de una aparente latencia clínica no sc produce una latencia 
micl'l1bÍl11ógica, mnnteni6ndosc a "b<ljo rUÍI.lo" una repl icación viral incesanle, 
activa y persislente, convirtiéndose en una infección crónica. Podemos decir que la 
caraderlstica evolutiva principal de la in fección por el VIH es la existencia 
simultánea de latencia cJ1nica sin latencia microbiológica. Desde el punto de vista 
ínn'unitario esta etapa se caracteriza por una pérdida progresiva de linfocitos T 
CD4+ (LTCD4+) asociado a una disfunción y/o anérgia progresiva de 
prácticamente la lotalidad ue efeclores ceLularcs dd sistema inmunitario 
(Macrófagos, Linfocitos B (LB), Natural Killer (NK)y Linfocitos T CD8+ (LTCD8+). 
e) Fase de crisis final, periodo sintomático o de inmunodeficiencia severa (SIDA): 
es el periodo final, caracterizado por una irununodepresión severa con una virtual 
desaparición de las respuestas efectoras antivirales específicas y una depleción 
profunda de LTCD4+ (<200/ul), Las manifestaciones clínicas de esta fase están 
vinculadas con el desarrollo de complicaciones infecciosas por gérmenes 
oportunistas, alta incidencia de ciertos tipos de neoplasias malignas como linfomas 
o sarcoma de Kaposi, afectación neurológica y un fuerte deterioro del estado 
general. 

La clasificación utilizada para adolescentes y adultos es la propuesta en 1993 por el 
Center for Disease Control de los Estados Unidos (eDC), en la que se establecen 
diferentes estadíos combinando la clínica y el recuento de LTeD4+. La categoría 
clínica A corresponde a la infección primaria, pacientes asintomáticos con o sin 
linfadenopatías generalizadas; la categoría clínica B corresponde a pacientes que 
no hayan presentado enfem1edades de la categoría e, pero que si presenten 
enfermedades relacionadas con defectos en la inmunidad celular como ser 
candidiasis bucofadngea, leucoplasia oral vellosa, púrpura trombocitopénico 
idiopático, neuropatia periférica, angiomatosis bacilar, entre otras. La categoría 
cl1nica e corresponde a los pacientes que presenten al menos una de las siguientes 
complicaciones: 1) Candidiasis bronquial, traqueal, pulmonar o esofágica; 2) 
Coccidioidomicosis diseminada o extrapulmonar; 3) eriptococosis extra pulmonar; 
4) Criptosporidiosis intestinal crónica; 5) Histoplasmosis diseminada o 
ex trap ulmonar; 6) lsosporidiasis intestinal crónica; 7) Infección diseminada o 
extrapulmonar por Complejo Mycobacterium Avium o Kansasii u otras especies de 
Mycobacterium, 8) Tuberculosis pulmonar o extrapulmonar, 9) Neumonía por 
Pneumocystis carinii, 10) NeumolÚa a repetición (mas de 2 en 12 meses), 11) 
Septicemia recidivante por Salmonella, 12) Toxoplasmosis cerebral, 13) 
Leucoencefalopatía multifocal progresiva, 14) enfermedad por citomegalovirus no 
hepática, esplénica ni ganglionar; 15) Herpes simple esofágico, bronquial, 
pulmonar o t1lceras crónica; 16) Encefalopatía por VIH; 17) Síndrome de 
emaciación (desgaste o wasting) por VIH; 18) Cáncer cervical invasor; 19) Sarcoma 
de Kaposi; 20) Linfoma de Burkit o Linfoma No Hodgkin; 21) Linfoma cerebral 
primitivo. En base a estas afecciones clínicas y en combinación con la cifra de 
LTCD4+ se define una tabla de clasificación con las siguientes características: 
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N°de LTCD4+ CategoriaA Categoría B Categoría e 

> 5<KVul (> 29°ÁI) Al 131 el 
enl.re 200-499/01 (14 a 28t Vo¡) A2 B2 C2 

<199/ul « 14'Yo) A3 B3 C3 

Quedan comprendidos dentro de la definición de SIDA los pacientes VIH positivos 
que 1) presenten menos de 200 LTCD4+/ul y/o 2) hayan presentado una de las 
complicaciones señaladas en la categoría clínica C (Fauci 2002). 

Etiopatogenia de la infección por el VIH 

El VD-f es Wl retrovirus humano integrante de la familia Retroviridae, incluido en 
la subfamilia de los Lentivirus, habiéndose descrito dos variedades VIH-1 y VIH-2. 
Es caractedstica la presencia de la glicoprotefna de la cápside viral gp160 (con los 
clásicos dominios gp120 y gp41). La transición de la infección aguda hacia la 
infección crónica, manteniendo una replicación viral persistente, es un fenómeno 
único y exclusivo del V1H (Fauci 1996). La replicación viral es activa desde las 
etapas tempranas de la infección y el grado de replicación viral tiene una relación 
directa con la evolución hacia el SIDA. El deterioro inmunológico es evaluado por 
el número de LTCD4+ circulantes y por el estado de replicación viral determinado 
por la carga viral plasmática, constituyendo ambos los marcadores pronósticos y 
evoJutivos de la infección (Mellors 1996). 
Las células blanco infectadas por el VIH son aquellas que expresan la molécula 
CD4 en su superficie debido a la alta afinidad de interacción con la gp120 de la 
envoltura externa viraL quedando incluidos los LTCD4+ (cooperadores o "helper"), 
las c(!luLas de la estirpe monocitica (monocitos, macrófagos, células de la gUa) y las 
cNulas dendríticas. El ingreso del virus a la célula requiere además la interacción 
con un correceptor (receptor fisiológico de quimioquinas) el cual será diferente 
según el tipo celular infectado (Stevenson 2003). Los LTCD4+ perdidos en etapas 
tempranas corresponden a linfocitos naives (CD45RA+), en tanto que en etapas 
avanzadas se pierden los LTCD4+ memoria (CD45RO+) (Cayota 1990). 
Si bien las células blanco del VIH-l son las células que expresan CD4 en la 
superficie, la manera en como se afectan es diferente. Los LTCD4+ son los 
principalmente afectados ya que pueden sufrir el efecto citopático directo (siendo 
eliminados) o pueden sifrir los efectos citopáticos indirectos al evolucionar hacia la 
disfunción, la anergia o entrando en apoptosis. En el caso de los monocito­
macr6fagos se produce la entrada del virus pero el efecto citopático es menos 
intenso, pudiendo el VIH replicarse ampliamente en estas células con escasos 
efectos líticos. Esto explica que los infectados por el VIH-l tengan un número 
conservado de monocitos circulantes en sangre. Por lo tanto las células de la 
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N°de LTC04+ CategorfaA Categoría B Categoría C 

>50WuJ (> 29%) Al 131 el 
entre 200-499/ul (14 a 28'Yo) Al. B2 C2 

< 199ju1 « 14'Yo) A3 B3 C3 I 

Quedan comprendidos dentro de la definición de SIDA los pacientes VIH positivos 
que 1) presenten menos de 200 LTCD4+/ul y/o 2) hayan presentado una de las 
complicaciones señaladas en la categoría clinica C (Fauci 2002) . 

Etiopatogenia de la infección por el VIH - j 

El VIH es Wl retrovirus humano integrante de la familia Retroviridae, incluido en 
la subfamilia de los Lentivirus, habiéndose descr ito dos variedades VIH-1 y VIH-2. 
Es característica la presencia de la glicoprotefna de la cápside viral gp160 (con los 
dásicos dominios gp120 y gp41). La transición de la infección aguda hacia la 
infección crónica, manteniendo una replicación viral persistente, es un fenómeno 
ÚIÚCO y exclusivo del V1H (Fauci 1996). La replicación viral es activa desde las 
etapas tempranas de la infección y el grado de replicación viral tiene una relación 
directa con la evolución hacia el SIDA. El deterioro inmunológico es evaluado por 
el número de LTCD4+ circulantes y por el estado de replicación viral determinado 
por la carga viral plasmática, constituyendo ambos los marcadores pronósticos y 
evolutivos de la infección (Mellors 1996). 
Las células blanco infectadas por el VIH son aquellas que expresan la molécula 
CD4 en su superficie debido a la alta afinidad de interacción con la gp120 de la 
envoltura externa viral, quedando incluidos los LTCD4+ (cooperadores o "helper"), 
las células de la estirpe monocitica (monocitos, macrófagos, células de la gUa) y las 
cNulas dendríticas. El ingreso del virus a la célula requiere además la interacción 
con un correceptor (receptor fisiológico de quimioquinas) el cual será diferente 
según el tipo celular infectado (Stevenson 2003). Los LTCD4+ perdidos en etapas 
tempranas corresponden a linfocitos naives (CD45RA+), en tanto que en etapas 
avanzadas se pierden los LTCD4+memoria (CD45RO+) (Cayota 1990). 
Si bien las células blanco del VIH-l son las células que expresan CD4 en la 
superficie, la manera en como se afectan es diferente. Los LTCD4+ son los 
principalmente afectados ya que pueden sufrir el efecto citopático directo (siendo 
eliminados) o pueden sifrir los efectos citopáticos indirectos al evolucionar hacia la 
disfunción, la anergia o entrando en apoptosis. En el caso de los monocito­
macrófagos se produce la entrada del virus pero el efecto citopático es menos 
intenso, pudiendo el VIH replicéU'se ampliamente en estas células con escasos 
efectos líticos. Esto explica que Los infectados por el VIH-1 tengan un número 
conservado de manadtos circulantes en sangre. Por lo tanto las células de la 
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estirpe monocHicn funcionan como Wl rcscJ'vorio de la infección y constiLuycn un 
obstáculo en la en-ailicación de la infección (Fauci 2002). 
Las características fundamentales en la inmunopatogenia de la infección por el 
vn-f son: a) la disfunción yjo anérgia de los efectores inmunitarios remanentes 
asociatla a la alteración en el perfil de secreción de citoquinas e hiperactivación 
inmunitaria crónica y b) la pérdida progresiva de LTCD4+ por mecanismos 
tlírectos O inilirectos. 

Djsfunci6n inmunológica y alteración en la secreci6n de citoquinas. -'] 

En condiciones nonnales los !infoctos T helper naives o "vírgenes" pueden 
tli(crcnciarse en c~h.11as efectoras, denominadas linfocitos T helper 1 (Th1) Y 
linfocitos T heJpel' 2 (Th2), separación funcional realizada en base al perfil de 
citoquinas que producen. Estos linfocitos no presentan un marcador fenotípico 
Célplli'. lIc diferenciarlos entre si, siendo est'ol d ivisión exclusivamente funcional. Los 
Tlf! presentan un perfil de secreción denominado /1 tipo 1" caraclerizado por la 
secreción de interleuquina (IL) 2, interferón gama (IFNg) y factor de necrosis 
tumoral alfa (TNFa). Los Th2 presentan un perfil de secreción de citoyuinas 
denominado "tipo 2" caracterizado por la secreción de lL-4, lL-5, lL-6, lL-10 e IL­
13. Existe además un tercer subtipo identificado como ThO (precursor de Thl y 
Th2), el cual produce citoquinas del patrón de secreción Thl y Th2. La citoquina 
que caracteriza a los Thl es el IFNg y las citoquinas que caracterizan a los Th2 son 
la IL-4, IL-5, IL-6 Yla IL-10. Oásicamente se plantea que la respuesta Thl es la que 
acciona la respuesta inmunitaria celular y que la respuesta Th2 es la que acciona la 
respuesta humoral Las citoquinas producidas por un subtipo linfocitario ejercen 
una regulación negativa sobre la expansión y función del otro subtipo, de manera 
que el IFNg estimula una mayor diferenciación Thl e inhibe la proliferación Th2 y 
por otro lado la IL-4 estimula la diferenciación Th2 y la producción de IL-10 e 
inhibe la proliferación de los Thl. Asl cada sub-poblaci6n se amplifica a si misma y 
regula de foml.a cruzada a la otra. Esto justifica el desarrollo de una polarización 
en una dirección, llegando a una polarización extrema en los casos de infecciones 
crónicas o exposiciones crónicas a antígenos, constituyendo ambos un estimulo 
crónico persistente (Abbas 2004). 
Se ha propuesto (Romagnani 1996) que durante la infección por el VIH se 
producirla un desequilibrio en la relación normal Thl¡Th2-ThO hacia un 
predominio progresivo de respuestas tipo Th2, siendo éste el perfil de secreción 
que favorecería la replicación viral y la progresión de la enfermedad. Esta hipótesis 
denominada "switch Th1jTI12" impulsada por Oerici y colaboradores, sostiene 
que en el curso de la infección se produce un descenso de la respuesta Thl y una 
conservación de la respuesta Th2, pero no un aumento específico de ella. El 
descenso de los Th1 explicarían en parte la falta de control inmunitario frente a las 
infecciones por gérmenes intracelulares (Oerici 1993). 
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CUnicüJlltmle uno úu los argumentos a favor úe un pl'edonúnio 'l'h2 en la evolución 
de los ilúeclados por el VIH-l es el aumento de Inmunoglobulina (Ig) E plasmática, 
asociada a un descenso acelerado de LTCD4+. A su vez la concomitancia con 
infecciones helnúnticas está asociada a una rápida progresión hacia el SIDA, 
estando ambos fenómenos estrechamente ligados a la producción de 11,-4 e 1 L-5 
(RC'lmagnani 1996). Si bien esta hipótesis ha sido ampliamente difundida, existen 
trabajos que demuestran ausencia de evidencia o presentan resultados 
contradictorios con esta hipótesis (Graziosi 1994). 

Mas recientemente, mediante la determinación intracelular de interleuquinas por 
citometrfa de flujo sobre LTCD4+, se demostró Wla disminución en la producción 
UC Ilr2 e fFNg con franca reducción en los casos en estadio SIDA, mientras que en 
las citoquinas del perfil tipo 2, se encontrÓ un incremento proporcional de la IL-4 e 
IL-I0, donde esta última se observó francamente elevada en los linfocitos 
procedentes de pacientes en etapa SIDA (KIein 1997). Otros autores encontraron 
que los niveles de IL-2 estaban disminuidos, existiendo una mayor susceptibilidad 
a la apoptosis en los clones Th1 productOIes de esta citoquina, en un fenómeno 
asociado a la expresión de Bcl-2 (Ledru 1998). La detección en PBMe del mRNA de 
diferentes citoquinas mediante transcripción inversa y reacción en cadena de la 
polimerasa (RT-PCR) semicuantitativa, mostró que existía una elevación de IL-4 e 
IL-10 y que esta elevación era mayor en los pacientes con elevada carga viral y bajo 
recuento de LTCD4+(Altfeld 2000). Estos resultados apoyan la disminución de la 
relación ThljTh2-TbO, evidenciando la conmutación en el perfil de secreción de 
citoqwnas, pasando del tipo Tbl al tipo TI12, siendo estos cambios más notorios en 
las etapas con mayor deterioro inmwlológico. 

Otro factor participante en la producción de la conmutación Th1jTh2-ThO, es la 
particularidad de las variantes M-tróficas del VII-I (predominantes en la 
prill1oinfección) para infectar selectiva y eficientemente los Thl, mientras que las 
variantes T -tróficas (predominantes en estadio SIDA) lo hicieron sobre los Th2 
(Suzuki 1999). 

Esta compleja regulación en la secreción de citoqu inas en la infección por el VIH-1 
puede estar influenciada por la concomitancia con otras enfermedades infecciosas 
que ap81'ecen en el transcurso de la enfermedad. Un ejemplo de esto son los 
agentes infecciosos intracelulares, como Toxoplasma Gondii o enfermedades que 
tienden al desarrollo de granuLomas como Mycobacterium Tuberculosis, tienden 
a estimular el desarrollo de respuestas T]ü en el contexto de pacientes VIH+ en 
etapa SIDA (Romagnani 1996). 

OLro aspecto importante relacionado al desequilibrio en la producción de 
citoquinas es la incidencia de estas en la replicación viral, haciéndolo de manera 
variable, produciendo un efecto inductor de la replicación las IL-1, IL-2 Y el TNFa o 
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prouucienuo una mouuJadÓll negativa en su replicación las citoquinas H,-10 y el 
fl\~llU' ue credmicnlo lmnsformanlc beta (TCI1b) (L3ahbouhi 2004). En esle sentido 
se ha demostrado que el tratamiento prolongado con terapia antirretroviral 
altamente activa (higbly active antiretroviIal therapy, HAART) recuperó la 
secrecióll de lL-2. Los ensayos clínicos que adicionaron IL-2 a los planes de 
HAART, han demostrado la capacidad de la IL-2 de restaurar muchas de las 
alteraciones funcionales y de aumentar el número de LTCD4+ (con un aumento del 
1U% Juego ue un año), logrando una reducción sustancial del poollinfocitario que 
contiene una replicación viral viable y competente del VIH, no existiendo 
diferencias significativas en la carga viral plasmática (Davey 2000) (Chung 1999). 

Si bien las evidencias il1 vitro abogan a favor de la disminuida respuesta Th1 y la 
conservada respuesta Th2, no se ha logrado in vivo establecer que exista un 
cambio brusco en la secreción, o que la separación tajante entre estas dos clases de 
citoquinas influya directamente en la progresión de la enfermedad. La alteración 
en la regulación de la secreción de dtoquinas es compleja y no puede separarse 
nltidamente en términos de polaridad de las respuestas Th1 y Th2 (Fauci 2002). 

ApoptosÍB en la infección por el VIH. 

En cuanto a los mecanismos de pérdida linfocitaria el efecto dtopático directo 
viral no alcanza para explicar la pérdida profunda de linfocitos. Se ha demostrado 
que la muerte de LTCD4+ en la infección por el VIH-1 se produce tanto en 
linfocitos directamente infectados como en los no infectados. Esto llevó al planteo 
de otros mecanismos involucrados en la pérdida linfocitaria, en donde la 
apoptosis ha sido sugerida jugando un rol central (Badley 2000). 

La muerte celular programada o apoptosÍS, es la vía de eliminación celuJar 
utilizada tan to en situaciones fisiológicas como patológicas. Mediante la apoptosis 
se activan endon ucleasas que fragmentan el DNA a nivel internuc1eosomal en 
fragmentos de 200bp o sus múltiplos. Esta activación se lleva a cabo por la 
activación secuencial de cisteína-proteasas conocidas como caspasas, enúmas 
constitutivas presentes en las células como zimógenos, describiéndose a la fecha 
14 caspasas díferentes (ti 1999). En la infección por VIH la intensidad de la 
apoptosis guarda relación con el grado de activación general del sistema 
inmunitario y no con el estadio de la enfermedad. Los LTCD4+ de pacientes VIH+ 
presentaron una apoptosis espontánea superior a la de los linfocitos de 
individuos VIH negativos. La activación in vitro de LTCD4+ produjo una 
apoptosis mayor en aquellos linfocitos procedentes de pacientes VIH+ 
comparados contra los controles VIH negativos. Este fenómeno llamado muerte 
celular inducida por activación ocurre caracter ísticamente en células que han sido 
previamente activadas, como es el caso del estímulo crónÍCo de las células CD4+ 
de los pacientes infectados por el VIH (Badley 2000). Las PBMC de pacientes 
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VII J+ asinlomáUcos, evolucionan a la ilpop tos is al ser activadas en presencia de 
u.nlh::u~rpo.s anli-CD3. Tanto en los LTCD4+ como en los LTCDH+ se produjo 
apoptosÍ5, demostrando que el fenómeno era independiente de la infección 
directa por el virus (Meyaard 1992). El contacto de PI3MC no infectadas con 
linfocitos infectados o con proteínas de la cápside viral, Hevaró a la muerte por 
apoptosis tanto a las células infectadas como no infectadas (Ohnimus 1997). En el 
mismo sentido, en pacientes con rápida progresión se encontró un incremento en 
la actividad de la caspasa-3 y en los pacientes no progresores ulla inhibición en la 
actividad de la misma (Uegler 1998) . Recientemente se ha demostrado que las 
proteínas d.e la cápside viral son capaces de inducir la activación de las caspasas 3 
y 6 por un proceso dependiente del receptor CD4 (Cicala 2000). 

El óxido nítrico y la infección por el VIH. 

El establecimiento de la infección lleva a la producción predominante de agentes y 
reacciones oxid.antes sobre los sistemas reductores o antioxidantes, creando un 
desequilibrio metabólico genéricamente denominado estrés oxidativo. Esta 
situación lleva a un aumento en la formación de especies reactivas del oxigeno 
(ERO) y del nitrógeno (ERN). Se producen cambios a nivel monocitario y 
liniocitario asociados a la alteración funcional celular, encontrando una 
disminución en la concentración de ácido ascórbico, tocoferol, superóxido 
dismutasa y glutatión (Pace 1995), fenómenos contrapuestos a la recuperación de la 
capacidad proJiferativa linfocitaria lograda in vitro mediante tratamiento con 
antioxidantes (Cayota 1996). 

Dentro de las ERN, el óxido nítrico (·NO) adquiere particular importancia en la 
respuesta inmunitaria. El -NO fue descrito inicialmente como un componente 
vasodilatador derivado de endotelio, siendo sintetizado por una gran variedad de 
células (Moneada 1991). El ·NO es sintetizado a partir del grupo guanidino de la L­
arginina (desaminación oxidativa de la L-arginina para rendir L-citrulina) en una 
reacción catalizada por la óxido nítrico sin tasa (NOS) (Ignaro 1995). Se han 
identificado 3 isoiormas principales tanto en h umanos como en modelos murinos, 
dos de las cuales se expresan de forma constitutiva, denominadas isoforma 
neuronal nNOS o NOS tipo 1Y la isoforma endotelial eNOS o NOS tipo IlI, cuyos 
genes se localizan en los cromosomas 12 y 7 respectivamente. Ambas generan 
cantidades moderadas de "NO y por cortos períodos de tiempo en respuesta a 
aumentos de flujos cálcicos. La tercera isoforma, denominada NOS inducible 
(iNOS o NOS tipo TI), cuyo gen se localiza en el cromosoma 17, está generalmente 
ausente en condiciones basales o de reposo en células de mamíferos, teniendo la 
particularidad de ser inducida por una variedad de estímulos, tales como 
citoquinas, polisacáridos bacterianos y factores de transcripción (Bogdan 2000). Se 
encuentra presente en diferentes células primarias, células tumorales y líneas 
celulares. En células primarias puede ser encontrada en astrocitos, condrocitos, 
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miodlos canHacos, eosinófilos, cmJometrio, fibroblastos, hepatocitos, keratinocitos, 
c~Julas de Kupffer, epitelio pulmonar, macrófagos, monocitos, neuronas, 
neutrófilos polimorfo nucleares, os teoblas tos, osteoclastos, células pancreáticas, 
plaquetas, células musculares, células del endotelio vascular y células del músculo 
liso vascular. En células tumorales se ha descrito en carcinomas de mama, colon, 
pulmón, útero y melanoma. Se la encuentra presente en multiples patologías como 
ser procesos inflamatorios crónicos, enfermedades autoinmunes, enfermedades 
neurodegenerativas y neoplasias malignas (Ganster 2000). 
Para el caso de los linfocitos, la iNOS ha podido ser detectada en condiciones 
patológicas en linfocitos B (Mannick 1995) y linfocitos NK tanto humanos como de 
ratón (afone 2001). En el caso de los linfocitos T, existen evidencias que sugieren 
la presencia de la iNOS en modelos murinos infectados de Malaria (Taylor­
Robinson 1994) y en lineas T derivadas de tumores, pero no se ha demostrado 
claramente la presencia de la iNOS a nivel de linfocitos T en condiciones normales 
o de pacientes infectados por el VIH-1 (KrOncke 1998), (Ganster 2000). A nivel de 
linfocitos T y B humanos normales se ha demostrado por RT-PCR y WB presencia 
de la eNOS, sin profundizar en la producción de °NO en esas células (Reiling 
1996). 
Las citoquinas constituyen sus principales agentes reguladores a nivel humano, 
donde los estímulos más potentes inductores de su expresión son el TNFa, la IL-1 y 
el IFNg, (potenciados por..su combinación o administrado de forma conjunta con el 
lipopolisacárido - LPS). Las citoquinas capaces de realizar una inhibición en la 
inducción de la iNOS, son las IL-4, lIAD, JL-13 Yel TGFb. La inhibición también es 
lograda por diferentes fármacos como los glucocorticoides (Bogdan 2000) (KrOncke 
1998). 

El °NO es inestable en solución acuosa con una vida media de algunos minutos, 
constituyendo el nitrito y el nitrato sus productos de oxidación estables. Una . 
importante vía de reacción fisiológica del • NO se da a través de su reacción con el 
J'adical superóxido (020 

-), dando lugar a la formación de peroxinitrito (ONOO) 
cuya velocidad de reacdón es del orden de 6.7x109 M-ls-l, la cual es 3 veces mayor 
que la reacción del 020 

- con su enzima depuradora la superóxido dismutasa (Huie 
1993). El ONCXJ presenta un alto poder oxidante y nitrante de residuos tirosina y 
tríptofano proteicos, que ha sido vinculado con muchos de los efectos patológicos 
atribuidos al ·NO. 

En la respuesta inmune los macrófagos reciben estímulos de diferentes citoquinas, 
donde la principal citoquina activadora es el IFNg. Las citoquinas inhibidoras son 
la IlA, IL-IO e IL-13, conocidas como citoquinas desactivadoras de macrófagos, las 
cuales inhiben muchas de las funciones macrofágicas. Estas tres citoquinas pueden 
inhibir la producción del ·NO macrofágico dependiendo del estado de activación 
(Ooherty 1995). Otra citoquina inhibitoria de la iNOS es el TGFb con un potente 
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electo inhibitorio comparable a la magnitud de la lL-10 (Vodovotz 1997). Otros 
estimulos pueden inducir o inhibir la expresión de la iNOS, en especial los de 
origen infeccioso. Pueden inducir la expresión del iNOS el lipo-polisacárido (LPS) 
de la pared de bacterias Gram negativas, lipoproteínas de la pared de 
Mycobacterium tuberculosis, cxotoxinas bacterianas como la pneumolisina del 
estreptococo pneumoniae o infecciones virales como el virus de la Hepatitis C. 
Contrariamente pueden inhibir la expresión de la iNOS patógenos como 
Leishmania o Cándida albicans (Bogdan 2000). 

La función del • NO a nivel de la respuesta inmunitaria es ejercida en un amplio y 
diverso espectro. Participa de la respuesta anti-viral (Akaike 2000), (Colasanti 
1999), de la regulación en la prodUCciÓn de citoquinas, expresión de receptores de 
superficie, pIoliferación y apoptosis celulares (Bogdan 2000). En la proliferadón 
celular el efecto del "NO es variable, considerando que concentradones fisiológicas 
son necesarias para la proliferación y que concentradones supra-fisiológicas son 
capaces de inhibirla (Liew 1995). En muchos de estos procesos el "NO aparece con 
Wl doble rol, pero en particular en la apoptosis, son muchos los trabajos que lo 
muestran como una molécula con un rol pro y anti-apoptótico, dependiendo de la 
concentración a la que se encuentre, del microambiente en que se produce y del 
tipo celular donde se lo analice (Dimmeler 1997), (Nicotera 1997). 

En cuanto a la relación "NO y VIH se demostró que existe un incremento en la 
producción de "NO en los macrófagos procedentes de pacientes VIH+ (el cual es 
inhibido por IL-4) (Bukrinsky 1995) así como en los macrófagos de controles sanos 
estimulados con la gp120 (pietraforte 1994). En cuanto a los efectos del "NO en el 
curso de la infección por el VIH-l los resultados concuerdan en el desarrollo de 
injuria neurológica, encontrando la iNOS expresada con mayor intensidad en los 
casos de SIDA-demencia seyeros con carga viral elevada, atribuyendo el aumento 
del "NO a la capacidad de la gp41 de inducir la expresión de la iNOS (Adamson 
1996). De la misma manera la elevada expresión de la iNOS, de la superóxido 
dismutasa y de niveles elevados de nitrotirosina en biopsias cerebrales, han sido 
parte de los marcadores de deterioro ncw'ológico ligado al VIH-1 (Boven 1999). 
Se ha establecido también una relación enh'e la presencia aumentada de nitritos 
con aumentos de la carga viral en pacientes VIH+ (Groeneveld 1996). En cuanto al 
valor de la iNOS como indicador de progresión de la enfermedad, recientemente se 
realizó un estudio analizando el polimorfismo en su región promotora no 
encontrando relación entre ellos (Hersberger 2004). 

En la respuesta inmunitaria contra el VIl-I el rol del "NO es controvertido, 
mostrando efectos protectores (anti-viraJes) así como efectos perjudiciales (pro­
virales). La misma dualidad se presenta en la modulación de la apoptosis, 
existiendo evidencias del "NO como agente anti-apoptótico y pro-apoptótico. 
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La evidencias de su rol pro-viral se observan en ensayos donde dadores de "NO 
estimulan la replicación del VIH-l en LTCD4+ Oiménez 2001) y en monocitos­
macrófagos (Blond 2000). Por otra parte exis ten evidencias de un efecto antiviral 
especIfico del "NO contra el VIH a través de la inhibición de la transcriptasa 
inversa (Persichini 1999) y la proteasa virales (persichini 1998) ambas necesarias en 
una replicación productiva viral. Otros autores (Mannick 1999) demostraron sobre 
PBMC que el "NO es capaz de inhibir la replicación del VIH-1 en la ink~ción 
aguda y contrariamente es capaz de estimular su replicación en las células 
infectadas crónicamente. 

En cuanto a la apoptosis en PBMC se ha sugerido el efecto pro-apoptótico del "NO 
(Albina 1993), buscando otros autores correlacionarlo con la apoptosis durante la 
infección por el Vilf, no obteniendo resultados concluyentes (Hermann 1997). 
Recientemente se analizó el efecto pro-apoptótico del "NO, al estudiar in vitro 
PBMC de pacientes Vlli+, en quienes la adición de dadores de "NO aumentó la 
apoptosis mientras que los inhibidores selectivos de la iNOS lograron una 
disminución en la misma en las PBMC procedentes de pacientes con bajo número 
de LTCD4-t (Mossalayi 1999). Por otra parte h ay evidencias de un claro efecto anti­
apoptótico del "NO (en modelos fuera del VIH) que lo mostraron capaz de 
bloquear la cascada apoptótica pOI inhibición de la activación de caspasas a 
diferentes niveles (Mannik 1995). 
En una síntesis del tos efectos producidos por el "NO en la infección por el VIH 
(forre 2002) podemos decir que participa generando efectos que favorecen la 
replicación viral (provirales) y efectos que protegen a las células (antivirales). En 
los fenómenos provirales donde el "NO esta relacionado encontramos: a) favorece 
el incremento en la replicación viral tanto en macrófagos como en linfocitos T, b) 
en la neuropatogenia del Vlli a nivel del sistema nervioso central contribuyendo al 
incremento de la injuria encefálica, c) induciendo la apoptosis en monodtos y 
linfocitos. En los fenómenos antivirales donde el "NO esta relacionado 
encontramos: a) induce una inhibición en la replicación viral y una inhibición en la 
actividad del VIIi, b) produce un efecto citoprotector induciendo la expresión del 
cOfreceptor de MIP-lalfa, e) produce un efecto anti-apoptótico sobre linfocitos. 
Podemos decir que el efecto ,del "NO es doble (doble rolo rol dual del "NO), 
dependiendo del tipo celular involucrado y de la concentración a la que esté 
presente. Ese doble rol del "NO lo observamos tanto en los mecanismos 
inmunitarios de defensa, gen~ando protección/injuria, así como en la modulación 
de la apoptosis, comportándose corno una molécula anti-apoptótica/pro­
apopt6tica. Vale decir que el "NO tiene W1 efecto pleiotrópico en el sistema 
inmunitario, con una relación bifásica dosis dependiente tanto en su efecto sobre la 
apoptosis como sobre la respuesta inmunitaria frente al VIH-1, siendo capaz de 
lograr efectos provirales y efectos antivirales (Torre 2002). 
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Producción y detección del "NO en células vivas 

En la detección ue la producción de ERN y en particular del "NO disponemos de 
herramientas que nos permiten una determinación indirecta o directa. Una medida 
indirecta de la producción 4e -NO es la detección de sus productos de oxidación 
estables como son los nitlitos y los nitratos, utilizando la reacción de Gricss 
(Schmidt 1996) en forma aislada o previa reducción de nitratos a nitritos por medio 
de la nitrato reductasa para la medición combinada de ambos productos. Otra 
eventualidad es realizar la detección de nitrotirosina en proteínas celulares como 
huella molecular de la existencia de peroxinitrito. Si bien los trabajos iniciales 
demostraban el alto poder nitran te del peroxinitrito in vitra, actualmente existen 
evidencias in vib'o que demuestran una pobre eficiencia en la nitración a las 
concentraciones y condiciones biológicas existentes in vivo (Pfeiffer 2001), (Radi 
2004). 
Recientemente se produjeron moléculas aceptoras del -NO, capaces de captarlo y 
emitir fluorescencia, moléculas diferentes a las previamente disponibles, 
mejorando las condiciones para su utilización con células vivas integras in vitro 
(Kojima 1998). Estas moléculas se denominaron 4-S-Diaminofluoresceína (DAF-2) y 
su equivalente permeable a la membrana celular el DAF-2 di-acetato (DAF-2DA). 
Para la detección de "NO a nivel de lisados celulares utilizamos el DAF-2 y para 
hacerlo a nivel intracelular con células integras utilizamos el DAF-2DA. En este 
último caso el "NO producido a nivel intracelular es desviado en parte, hacia la 
fomw.ción de Trióxido de Di Nitrógeno (N203). El DAF-2DA, un análogo 
permeable del DAF-2, es una molécula permeable a la membrana celular, capaz de 
permanecer en el compartimiento intracelular gracias a la hidrólisis realizada por 
esterasas citosólicas, transformándose en DAF-2. El DAF-2 es capaz de captar el 
N203 y formar el aducto fluorescente Triazolo-fluoresceína (DAf-2T) el cual emite 
fluorescencia (verde) y puede ser detectada por métodos fluorimétricos. Ambos 
constituyen moléculas espedficas en la detección del •NO, adecuadas a las 
concentraciones de producción del mismo, teniendo el DAF-2 un limite para la 
detección del "NO de 5 nmol/L. La fluorescencia del DAF-2T decae con cifras de 
pHpor debajo de 7,0 (Nagano 1999). 

La utilización del DAF-2DA en microscopia de fluorescencia y citometría de flujo 

son relativamente recientes y los trabajos disponibles se limitan a líneas celulares o 

células normales y patológicas en modelos fuera de la infección VIH-1 (Lopez­

Figueroa 2001), (Navarro-Antolin 2001), (Havenga 2001), (Takagi 2003), (Tiscornia 

2004) . 


En cuanto a la expresión de la iNOS y producción de "NO en PBMe de pacientes 
VIH+ existe acuerdo en que a nivel monocito-macrofágico se produce una 
inducción de la iNOS y un aumento en la pr oducción del "NO, no existiendo 
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ClcuerUo en el efeclo lluC produce, ya que los resultados son controversialcs como 
anrujzaJ'cmos. 
En Jas alteraciones producidas por la infección del VIH-1 a nivel del sistema 
nervioso central, las evidencias disponibles npuntan en la misma dirección, 
concluyendo que el •NO producido por células de estirpe monocitaria 
(estimuladas por el VIH-l o sus proteínas), tiene corno resultado el desarrollo de 
injuria neurológica. Uno de los trabajos mas destacados es el de Adarnson, donde 
)a detección de la presencia de la ¡NOS se realizó por RT-PCR y WB y la 
producción de "NO midiendo laproducción de nitritos (Adamson 1996). 
Los trabajos disponibles que relacionan al VIH-l yal "NO en PBMC están dirigidos 
en su mayoría a la evaluación de cómo se afectan la replicación viral y el desarrollo 
de apoptosis frente a la presencia o ausencia de "NO en modelos in vitro. Los 
trabajos donde se utilizan dadores de "NO o inhibidores de la NOS y la iNOS 
presentan entre si resultados contradictorios. Por una parte encontrarnos los 
efectos beneficiosos del "NO induciendo la expresión de correceptores corno MIP­
lalfa (Sherry 2000), la inhibición de la proteasa (Persichini 1998) y transcriptasa 
inversa (Persichini 1999). POI' otra parte encontramos los efectos perjudiciales del 
"NO, existiendo evidencias de que su presencia induce el aumento en la 
replicación viral en macrófagos (Blond 2000) y linfocitos T humanos Uirnénez 
2001), donde en ambos trabajos se detecta la expresión de la iNOS por RT-PO~ y la 
detección de nitritos por Griess. Mas evidencias del rol pro-apoptótico del "NO es 
aportado por Mossalayi y col. con el estudió in vitro en PBMC de pacientes VIH+, 
encontrando que la adición de dadores de "NO produjo una apoptosis 
significativamente mayor en los pacientes con bajo número de LTCD4+ comparado 
conh'a los que presentan elevado núnlero de LTCD4+. Encuentra que la inhibición 
de la producción del "NO endógeno rescató de la apoptosis los linfocitos de 
pacientes con bajo número de LTCD4+. En estos ensayos se detectaron nitritos por 
reacción de Griess y se utilizó SNAP (dador de "NO) y LMMA (inhibidor de la 
NOS) (Mossalayi 1999). 

El doble rol del "NO en la patogenia del VIH-l es reportado en los trabajos de 
Mannick y col. Utilizando dadores de -NO se llega a la conclusión de que el "NO 
es capaz de inhibir la replicación del VIH-l en la infección aguda y al mismo 
tiempo es capaz de estimular la replicación del VIH-1 en las células crónicamente 
úlfectadas. Es una de las evidencias mas fuer tes que documentan el doble rol del 
"NO en la infección por el VIH-l (Mannick 1999). 

En cuanto a la expresión de la iNOS y la producción de -NO a nivel de las PBMC 
de pacientes VIH+, los trabajos disponibles no son tantos, mostrando resultados 
contradictorios, siendo un punto clave en ellos (a nuestro entender) los métodos de 
detección de las ERN, donde en una gran proporción se utilizan métodos de baja 
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sensibilidad para el modelo de estudio discltado 10 que podría explicar las 
diferencias en los diferentes trabajos. 
En ensayos cl1nicos el nivel de producción de ERN y de 'NO in vivo, en la enorme 
mayoría de los trabajos, el análisis está limitado a la detección de nitritos mediante 
la reacción de Gl'iess, como lo revisara Torre recientemente (forre 2002). 
En cuanto a la detección de la iNOS itz vivo en PBMC de pacientes VIH+ el trabajo 
mas reciente (parte del Swiss HIV Cohort Study), se limitó al estudio del 
polimorfismo de la iNOS en los infectados por el VIl-I-1. En este trabajo no se 
realizaron medidas de la producción de • NO de ningún tipo así tampoco como de 
la presencia del mRNA de la iNOS en condiciones basales. Concluyen que la 
repetición COTI de la región promotora de la iNOS no está relacionada con la 
progresión del VIH hacia el SIDA (Hersberger 2004). 
Los estudios de expresión de la iNOS y producción de 'NO por las PBMC de 
pacientes V1H+ ;,., vUro de mayor relevancia son los realizados por Bukrinski. En 
sus ensayos demuestra la producción de ERN a nivel de monocitos y astrocitos, 
midiendo la expresión de la iNOS por RT-PCR, los nitritos por reacción de Griess y 
la producción de 'NO mediante un equipo resonancia paramagnética electrónica 
(electrón paramagnetic resonance - EPR). Demuestra en la infección aguda (sobre 
monocitos procedentes de PBMq y en la infección crónica (en astrocitos 
procedentes de muestras biópsicas cerebrales de pacientes VIH+) que se produce 
"NO en respuesta a difer~ntes estímulos activadores. Para el caso de los monocitos 
la expresión de la iNOS comienza a ser detectada entre el 50 y 80día de la infección 
y la producción de nitritos a partir del 7° día (Bukrinski 1995). 
Otro estudio relevante es el de Hermann quien mide la concentración de nitritos 
mediante la técnica de Griess y la expresión de la iNOS por RT-PCR concluyendo 
que DO existe Wla elevación del "NO producido por PBMC de pacientes VIH+ pero 
que si esta involucrado en la apoptosis linfocitaria espontánea (Hermann 1997). 

. . 
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Las lúpótesis de trabajo ] 

Resultados publicados por nuestro grupo mostraron que el peroxinitrito se 
produce normalmente en las respuestas inmunes tanto in vitro como in vivo, siendo 
cnpaz de inducir una susceptibilidad aumen tada a la muerte celular apoptótica 
(Brilo 1999). No obstante, la nitradón de proteínas en PBMCs provenientes de 
personas seropositivas para el VIH mediante citometría de flujo, reveló una 
disminución significativa comparada con sujetos normales. La existencia de 
nitrotirosina la consideramos como la "huella molecular" de la producción de 
peroxinitrito, el cual con su alto poder nitrante sobre residuos de tirosina y 
triptofano, podría ser utilizado como evidencia de su formación. 

Una primera hipótesis la formulamos tomando datos de la literatura junto Con 
nuestros resultados, planteando que la producción de ·NO podría tener dos etapas 
diferentes. Una primera etapa, en los estadios iniciales de la infección, ligada a una 
respuesta Thl inductora de la iNOS llevando a la producción aumentada del ·NO 
y una segunda etapa, presente en estados de inmunodeficiencia severa, ligada a 
una respuesta dominante Th2, inhibitoria de la expresión de la iNOS y por tanto 
disminuyendo la capacidad de producción de ·NO en la etapa SIDA. 

Propusimos que en etapas iniciales de la enfermedad la hiperactivación del sistema 
inmune y predominio de respuestas antivirales de tipo Thl11evan a un aumento de 
la expresión de la iNOS y de la producción del ·NO ,a nivel monocito-macrofágico 
(y eventualmente linfocitario). En esta etapa habrían concentraciones 
suprafisíológicas de ·NO que podrían conducir a la apoptosis a través de la 
generación de especies reactivas del "NO altamente nocivas como es el caso del 
ONOO-. En la progresión de la irununodeficiencia se produciría un predominio de 
citoquinas Th2 que producirian una potente inhibición de las respuestas Th1. Esto 
llevaría a una disminución progresiva en la expresión de la iNOS durante las 
respuestas inmunes, con una disminución significativa o virtuaJ ausencia de ·NO 
que provocaría la pérdida de su efecto anti-apoptótico (observado a 
concentraciones fisiológicas) y de la actividad microbicida del sistema monocito­
macrófago (desarrollando mayor susceptibilidad a infecciones oportunistas). 

Una segunda hipótesis de trabajo consistió en considerar que la adición de IL-2 
podría recuperar el predominio Thl y lograr inducir la expresión de la iNOS. La 
adición de ~2 sería capaz de revertir esta situación hacia respuestas inmunes 
capaces de recuperar la expresión de iNOS y la producción del • NO con la 
consecuente inhibición del proceso apoptótico y la restauración de su actividad 
microbicida. 
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Las hipótesis de trabajo quedan entonces expresadas de la siguiente forma: 

1) En la progresión de la enfermedad existiría una disminución en la producción 
del • NO mayor cuanto mas severa es la inmunodeficiencia, induciendo una 
predisposición aumentada a infecciones oportunistas e incrementando la 
tendencia a la apoptosis linfocitaria. 

2) El • NO se produciría en diferentes concentraciones a lo largo de la infección, 
planteando una elevada producción en etapas iniciales (como consecuencia de 
una hiperactivación del sistema inmune) y una baja producción en etapas de 
inmonodeficiencia severa. Las alteraciones en la expresión de la iNOS y en la 
producción del •NO SerIaD diferentes según el estadío de la enfermedad, 
variando acorde al perfil de secreción citoquinas predominante. 

3) La deficiencia en la producción de IL-2 característica de la infección por VIH 
podría estar implicada en la deficiencia del •NO, pudiendo este mecanismo 
estar en la base de los efectos beneficiosos de la terapia antirretroviral 
combinada con IL..2 
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2) OBJETIVOS 


En lo general: 

ill objetivo general fue conocer la capacidad de las PBMC para producir ERN, en 
particular de "NO, analizando las diferencias en su producción en condiciones 
basales y de activación, comparando la respuesta inmunitaria del individuo 
inmunocompetcnlc y la desarrollada en la inmunodeficicncia producida por el 
VIH-l. Como parte de este objetivo general nos propusimos identificar el origen 
celular de la producción del "NO, buscando identificar y diferenciar la producción 
monocitaria de una eventual producción linfocitaria en PBMC de pacientes 
infectados por el VIH-l. 

En lo específico: 

-determinar Íll vUro el efecto del • NO en la proliferación y en la a poptosís de las 
PBMC de individuos normales y de pacientes VIH+, mediante el uso de dadores 
de ·NO e inhibidores de la NOS. 

-realizar el análisis comparativo .de la expresión de la iNOS mediante RT-PCR 
cualitativa entre células de individuos sanos y de pacientes VIH+. Analizar 
diferencias en la expresión de la iNOS en pacientes VIH+ dentro y fuera de la 
etapa SIDA. 

-determinar la producción de ERN a nivel de las PBMC control y de pacientes 
VJH+, a través de: 

a) determinación de nitritos en plasma y sobrenadante de cultivo celulares. 
b) detección de nitración de proteínas. 
e) determinaciÓn de la producción diferencial de "NO en monocitos y 

linfocitos en ambos grupos mediante el uso de sondas fluorescentes 
espectficas para el oNO. 
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3) MATERJALES y METODOS 

1) Cataderisticas de los individuos incluidos en el presente proyecto 

Para el presente proyecto se utilizó sangre periférica obteniúa por punción venosa 
pr~vio consentimiento informado voluntario. 

Selección de pacientes VlH+ JI criterios de inclusión: los pacientes incluidos en los 
estuwos realizados en este trabajo, cumplieron con las siguientes características: 

-sel'Ología positiva para Vll-I-l confirmada por Western BIot 
-no estar recibiendo tratamiento antirretroviral contra el VIH-l 
-no estar recibiendo tratamiento corticoideo en el momento de la extracción 

de la muestra sanguJnea debido a su efecto modulador negativo en la expresión de 
la iNOS. 

-de preferencia se incluyeron aquellos pacientes con un recuento linfocitario 
y detetminadón de carga viral plasmática, realizada dentro de los últimos 6 meses 
(la ausencia de estos datos no implicó la exclusión de los pacientes). 
Los criterios de inclusion sefialados nos posibilitaron conocer la respuesta 
inmunitaria de las personas infectadas por el VIH-l en ausencia de tratamientos 
farmacologicos antivirales y en dif~rentes etapas evolutivas de la infección. 

Selección de ilJdividJIOS lIonnales: las muestras provinieron de donantes 
clínicamente normales al momento del estudio, en un rango etario comparable al 
de los sujetos seropositivos. Fueron incluidos individuos con serolog1a negativa 
para el VIH, que en el momento de extraer la muestra sanguínea no presentaran 
signo-sintomatoJogía de proceso infeccioso en curso y que no se encontraran 
recibiendo tratamiento corticoideo. Obtuvimos sangre de 5 individuos, 1 mujer y 4 
hombres con una edad promedio de 36 años (obteniéndose sangre en mas de una 
ocasión). 

Características dinicas y paraclínicas de los pacientes incluidos: incluimos un 
total de 14 pacientes VllI+, 5 de sexo femenino y 9 de sexo masculino (tabla la). La 
edad promedio fue de 39 años. Al momento de obtención de la muestra un total de 
8 (57%) se encontraban en etapa SIDA. De los 8 pacientes, solo en 4 dispon1amos de 
LTCD4+ teniendo un promedio en enos de 61 LTCD4+jul. La complicación 
infecciosa mas frecuente marcadora de SIDA en el momento de realizar el estudio 
fue la tuberculosis seguido de la infección por Cándida. 

Del total de 14 pacientes estudiados, solo 4 de ellos no presentaban en ese 
momento signo-sintomatologia de una infección clfnica evidente concomitante a la 
infección por el VIH-l. 
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N° tle Sexo Edad Etapa Complicación lInfocftosls/ul LTCD4+/ul CVP Estudios 
código Infeccl6n 

!CDC) 
al Ingreso (úl!imos6 

meses) 
Copias/mi 

{úllimos 6 
meses! 

hechos en este 
trabajo 

+1 F 48 Al Slndrome 
Doproslvo 

4200 750 - PCR,WB,SR 

+2 M 31 A2 Nelropalla por VIH 3800 350 - PCR,SR 
+3 M 36 C3 Criptococosis 

MenfnQt;lo 
490 

-
30 - PCR,SR 

+4 M 38 C3 lInlomo No 
HodokJn 

1900 128 400.000 PCR 

+5 F 24 C Neumonfa 
Pneumocistis 

Carlnt. 

910 522 
(hoce 16 
meses] 

11739 
(hace 14 
meses! 

PCR 

+6 M 22 C3 TBC pulmonar 700 50 - PCR,WB,Gri 
+7 M 25 Al Celulilisde 

antebrazo 
3000 559 940 PCR,WB.FL.Gri 

+9 F 69 Al Primo-infecci6n VIH 
yVHC 

2300 - - PCR, WB 

+10 F 61 A2 Hematurio 1800 234 - PCR , 
I 

+ 11 M 37 C3 Candldlosls 
esof6gica Diarrea 

aBGN 

440 
I 

36 - PCR,MFL 

+12 F 46 C Candidiasis 
esofágica 

800 - - PCR,MFL 

mc Meninaea 

+13 M 44 C3 Toxoplasmosis 
- Encefálico 

1900 180 
(hace 12 

360.000 
(hace 12 

MFL 

mesetl mesetl 

+14 M 31 A2 Celu"tls de caro 1300 256 16426 <::i!::.fJ~~ 
+15 M 41 

-

C lIlC pUlmonar 
pr()boble M,o,C 

300 
~- -

-
-~ 

- Cil-Flujo 
-

TABLA J: carncterlsticas clú';Ct, s y paraclúlicas de los pacientes estlldiados. AIJreviat/lras /ltilizadas: 
CVP: carga viral plasmática; al-Flujo: estudios de citolllctría de flujo; FL: análisis de flllorimetría; Gri: 
técnica de Griessj MEL:esllldio.s de microscopia de fllloreScertcia; PCR: reacción en caderta de la polit/lerasa; 
SR; r/elecció/l de iNOS Jl0r SO/ltlllSradioacfivas; WB: we5lem blo/p(/r(/ ,,;/rol;r05;'1II. 

Obtenc.i6n de la muestra: los pacientes incluidos fueron reclutados en el Hospital 
de Ofuicas (Ofnica Médica "e'), en el Servicio de Enfermedades Infecto­
Contagiosas (SElq y en el Hospital Madel (Oinica Médica "1"). En todos los casos 
solicitamos consentimiento inforJIlado al paciente, así como al equipo médico 
tratante. Se extrajeron 10 a 15 mI de sangre periférica anticoagulando con heparina 
sódica, en tubo estéril. Dentro de las dos horas de extraída, la sangre fue procesada 
en el laboratorio, comenzando la extracción de las PBMC. 

LjDÚtantes en el trabajo con pacientes VIH+: el bajo número de PBMC obtenido 
en mud10s pacientes condicionó la cantidad de ensayos que con esa muestra se 
pudieron realizar. Esto explica lo aleatorio del tipo de ensayos que se hicieron en 
cada paciente y por eso consideramos oportuno destacarlo en este momento. Las 
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principales limitantes fueron las propias de la Uúección por VIH-l sumado a las 
lillútantes técnicas. 
Existe una natural tendencia a la leucopenia (con linfopenia) propia del VIH-l, 
como resultado del efecto citopático directo e indirecto del virus sobre las células 
CD4+, llevando al descenso principalmente de linfocitos. A esto debemos sumarle 
la depresión medular y toxicidad medular secundaria a las infecciones 
intercurren tes. A su vez, dentro de las PBMC obtenidas se produce una perdida 
lliúocitaria resultado de la apoptosis incrementada característica de los linfocitos 
Je estos pacientes. A estas dificultades debemos agregarle dos linútantes técnicas: 
durante el proceso de a.islamiento por gradiente de densidad se produce una 
pérdida inevitable del número de células y que durante el procesos de activación 
linfocitaria, se produce un incremento en la fragilidad celular que las hace mas 
propensas a destruirse y por tanto a disminuir su cifra. 
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11) Aislamiento de células Dlononucleares d~~angre periféric~(-i)BMC). ] 

La purificación de células mononuc1eares de sangre periférica (Peripheral Blood 
Mononuclear Cclls) (PBMq se reali ;Gó mediante gradiente de densidad utilizando 
Histopaque (Histopaque--l077, Sigma d.ia.gnostics). Brevemente, la sangre 
hepDrinizada fue diluida al medio en PBS a temperatura ambiente y depositada 
sobre solución de Ficoll-Metrizoato en una relación de volúmen 3:1 
respectivamente. Seguidamente se cen trifugó a temperatura ambiente durante 30 
minutos a 800xg. Mediante pipeta estéril se procedió aspirar la interfase que 
incluye las PBMC. 
La suspensión celular fue lavada 3 veces en PBS centrifugando durante 10 minutos 
a 400xg. Finalmente en fW1ción del recuento celular las células fueron 
resuspendidas en medio de cultivo (RPMI) con Suero Bovino Petal (SBP) al 10% a 
las concentraciones especificadas para cada caso. 
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lll) Cultivos in vitra, ensayos de proliferación celular y determinación de 
apoplosis. 

ma) Efecto de ·dadores de ' NO e inhibidores de la NOS en la proliferación de 
PBMC de individuos normales 

Cultivos de PBMC: las PBMC aisladas fueron resuspendidas en medio RPMI con 
SBF 10%, a una concentración de lxl 06/rnl. 100ul por pocillo de la suspensión 
celular fueron depositadas en placas estériles de 96 pocillos. Los cultivos se 
realizaron a 37DC en una atmósfera de CÜ2 al 5% durante los períodos indicados. 

Ensayos de proliferación: Luego de 48 horas de cultivo se adicionó 1 uCi/pocillo 
de tlmidlna tritiada ('H-Timidina) y las placas fueron cultivadas por un período 
adicional de 24, siendo luego almacenan das a -80°C hasta su análisis. En todas las 
condiciones de cultivo las muestras se realizaron por triplicado. La detección de los 
valores de incorporación de 3H-Timidina se realizó en un contador de radiación 
beta y los resultados expresados como la media de los triplicados en cuentas por 
ITÚnuto (cpm). 

Activación linfocitaria. Analizamos 3 condiciones diferentes: a) sin activación 
(basal), b) ac tivación con anticuerpos polic1onales anti-CD3 a 1 ug/mi y 
fitohemagLutinina (pHA) a 5 ug/mI y c) activación con anti-CD3, PHA e IL-2 a 20 
U/mi. 

Dadores de "NO e inlúbidores de la Oxido nítrico sintetasa (NOS). Los dadores 
de "NO utilizados fueron el SNAP (S-Nitroso-N-acetyl-D, L-penicilamina) y el 
NOC-18 (A1exis Biochemicals). El SNAP tiene una vida media 5 hs, donde por cada 
mol de SNAP se libera un mol de ' NO, logrando proporcionar un aporte de "NO 
de breve duración al medio celular. Las concentraciones finales de SNAP fueron de 
50, 100 Y 200 uM. Se hizo una solución stock 40rnM en metanol con posterior 
filtración con filtros de 0.22 micras para conservar la esterilidad. 
El NOC-18 tiene una vida media de 20hs, donde por cada mol de NOC-18 se 
h'beran dos moles de "NO, logrando a estas concentraciones un flujo sostenido y 
mas prolongado en el tiempo comparado al SNAP. El NOC-18 utilizado fue 
preparado en el mismo momento de realizar el ensayo a partir de una solución 
stock 25 mM fresca en buffer fosfato 25 mM, pH 11,4 filtrándolo para conservar la 
esterilidad) y p rotegiendolo de la luz. Las concentraciones finales de NOC-18 
fueron de 5, 10, 20, 40 Y80 uM. 
Todas las dosis finales utilizadas para el SNAP y el NOC-18 no poseen efectos 
tóxicos para la célula, lo cual fue demostrado mediante ensayos de viabilidad 
celular con colorantes de exclusión (trypan bIue) luego de 24 horas de incubación. 
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fnhlbidores de la producción de 'NO: el inhibidor utilizado fue el L-NAME (L­
Nilro-L-arginina-methyl es ter) el cual es un inhibidor de las NOS (no específico de 
la iNOS). Para evaluar la especificidad de este inhibidor, lo comparamos con su 
isómero el D-NAME, metabolicamente inactivo. Preparamos una solución stock de 
100 mM Yambos los utilizamos en concentraciones finales de 5, 10 Y20 mM previa 
J emostración ue la ausencia ue efectos tóxicos a nivel celular. 

IlIb) lnhibjdores de la producción de 'NO y su relación COI1 la apoplosís en ' 
PBMC normales: efecto del L-NAME en la apoptosis celular. 

Para deterflÚnal' la relación existente entre la apoptosis celular y la ausencia del 
' NO endógeno en nuestro modelo experimental u tilizamos el marcado celular con 
Anexina-V conjugada a la fluoresceú18 mediante citometría de flujo. Este método 
se basa en que uno de los eventos mas precoces de evolución a la apoptosis es la 
pérdida de la asimetría de la membrana externa celular, por la cual la 
fosfatidilserina sale de su posición normal en la cara interna y pasa a una posición 
anómala en la cara externa. Este fosfolfpido de membrana, en presencia de calcio, 
puede unirse con alta afinidad a la Anexina-V, la cual conjugada a un marcador 
fluorescente como el isotiodanato de fluorescelna (FITC) (Anexina-V-FITC) puede 
ser utilizada por citometría de flujo o microscopía de fluorescencia para identificar 
células en apoptosis. 

Análisis por citometría de flujo: Aproximadamente 0.5-1 106 células fueron 
lavadas en PBS y resuspendidas en 100 microlitros de RPMI-1640 en presencia de 
anticuerpos anti-CD4-Cy5PE y anti-CD8-PE incubándolos 30 minutos a 4 oC 
protegidos de la luz. Luego de lavadas en PBS, las células se resuspendieron en 
500 ul de buffeJ.· de unión péua Anexina-V (con elevada concentración de calcio 
para permitir la unión a la fosfatidilsel'ina), se adicionaron 2 ul de Anexina-FlTC y 
se incubó durante 10 minutos para posteriormente hacer su análisis en citometría 
de flujo dentro de los p rimeros 30 minutos luego de la adición de anexina. PBMC 
sin marcar se utilizarón como control negativo y de ajuste para evaluar la auto­
fluorescencia de las células. El equipo utilizado para la citometría de flujo fue un 
analizador FACScalibur (Beckton-Dikinson), realizando la adquisición y análisis 
sobre la ventana linfocitaria. 

m e) Determinaci6n por citometrla de flujo de Ja presencia de nitrotirosina y su 
asociación conapoptosis en PBMC normales y de pacientes VIH+. 

En cuanto a la producción de las ERN sabemos que una de las formas posibles de 
estudiarla es determinando la presencia de nitrotirosina, pudiendo hacerlo 
mediante citometría de flujo para lo cual utilizamos un anticuerpo policlonal anti­
nitrotirosina (hecho en conejo) conjugado a la Ficoeritrina (PE), capaz de unirse a la 
nitrotirosina de las proteínas celulares. Se aislaron PBMC normales y de pacientes 
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VIH+, se resuspendieron en RPMI-SBF 10% y se distribuyeron en pocillos de 
placas de cultivo a razÓn 1 x 106 PBMC por mililitro de RPMI, manteniendo 
durante 24110ras en cultivo a 37°C y con CÜ:2 a15% . Tanto para las PBMC normales 
como para las de pacientes VIH+ se definieron 2 condiciones: a) tiempo cero 
(condiciones basales) y b) tiempo 24 horas post-activación linfocitaria. La 
activación se realizó con el anticuerpo anti-CD3 y PHA. 
Transcurrido el tiempo aspiramos con micropipeta desde los pocillos las PBMC y 
fueroll lavadas en PBS y resuspendidas en 100 ul de RPMI en presencia de 
anticuerpos anti-nitrol:il'osina-PE incubándolo 30 minutos a 4°C protegido de la 
luz. Luego se resuspendió la muestra en 500 ul de buffer de unión para Anexina-V 
(con elevada concentración de calcio para permitir la unión a la fosfatidilserina), se 
adicionaron 2 ul de Anexina-mC y se incubó durante 10 minutos para 
postelionllente hacer su análisis en citometrfa de flujo. Se dejaron PBMC sin 
marcar para evaluar la auto-fluorescencia de las células. El equipo utilizado para la 
citometrfa de flujo fue un analizador FACScalibur (Beckton-Dikinson) realizando 
la adquisición y el análisis sobre la ventana linfocitaria. 
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IV) Expresión del mRNA de la iNOS y de la enzima ¡NOS en PU~~_J 

IVa) Expresión del ntRNA de la iNOS: 

Nested PCR del mensajero de la ¡NOS. Las PI3MC fueron resuspendidas en 
medio RPMI con SDF al 10%, obteniendo una suspensión celular de PBMC de 5 x 
1()ó /m] en los casos de PBMC normales. En los pacientes VIH+ el número 
promedio dePBMC en cada tubo fue de 7,3 x 106/ml. La suspensión celular fue 
distrIbuiua en 5 tubos eppendorf, conteniendo el mismo número de PI3MC por 
tubo para un mismo paciente. Los diferentes pellets celulares cultivados en 
diferentes condiciones fueron centrifugados durante 3 minutos a 3000 rpm para 
obtener el pellet celular, descartar el sobrenadan te, lisarlo con 500 ul de TRI­
J'cagent para exb'aer el ARN total y conservarlo a -20°C para su posterior 
procesamiento. Analizamos una cinética de inducción bajo diferentes condiciones 
de estimulación a cero hora, 4 horas y 7 horas post - activación. Sobre PBMC 
normales realizamos un ensayo de manera adicional, para comparar los estímulos 
inductores, ampliando el tiempo de análisis, observando la expresión de la iNOS 
hasta 12 hs post-activación linfocitaria. 

Extracción y cuantificación del RNA total: partimos del lisado de los pellets de 
PBMC (en igual número en cada tubo y para un mismo paciente) utilizando 500 ul 
de TRI-reagent (Sigma) para realizar la extracción del RNA total (reactivo que 
utiliza la técnica del tiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo) (Chomczynski and 
Sachi, 1987). Luego agregamos 100 ul de cloroformo dejamos 15' a temperatura 
ambiente, centrifugando a 12000g por 15' a 4°C. La fase superior (acuosa) fue 
recuperada y transferida a otro eppendorf agregando 250 ul de isopropanol. 
Dejamos 10' a temperatura ambiente y centrifugamos a 12000g por 10' a 4°C. 
Descartamos el sobrenadante, dejando el precipitado sobre la pared del tubo y 
agregamos 1 mI de etanol 3175%. Centrifugamos 5' a 12000g a 4°C. Dejamos secar 
durante 15' a 37°C y resuspendimos el precipitado de RNA total en 25 a 50 ul de 
l-hO estéril. La concentl'aciÓl1 de ARN y su grado de pureza fueron determinadas 
espectrofotométricmanete mediante lecturas de absorbancia con diluciones 1/100 
de las muestras a 260 y 280 nm de longitud de onda. Se utilizaron los valores de 
equivalencia de 40 ug/ rn1 de ARN por cada unidad de D.O. para determinar la 
concentración en ARN de las muestras problema. Se consideraron aquellas 
muestras cuya relación 260/280 fue igual o superior a 1.7 

Síntesis del cDNA: la síntesis de cDNA fue realizada utilizando 3 ugr de RNA 
total de cada muestra, agregando primers Oligo-dT, 0,5 mM de dNTPs, DTT y 200 
U de Transcriptasa inversa (Superscript TI RNAse, Gibco BRL Life Technologies) 
contenidos en un volumen final de 20 ul. Mantuvimos la reacción a 42°C durante 
50', finalizando con 70°C por 10', 
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Puesla a punto ....e la PCR de la iNOS y la GAPD: Para controlar este 
procedinúento se utilizó la amplificación de la enzima constitutiva Gliceraldheido 
3-Fosfato Deshidrogenasa (GAPD). En nuestro diseño experimental la d.etección de 
la GAPD cumplió con dos objetivos: a) controlar la extracción d.el RNA Yla síntesis 
del cONA y b) posibilitarnos realizar una semi-cuantificación al comparar la 
relación en la expresión iNOS/GAPO, considerando la intensidad de la expresión 
de la GAPD como la unidad de referencia. 
Para amplificar el mRNA de la GAPO el par de primers utilizado fue GAPO Fow 
5'-CfG AGA ACG GGA AGC TTG TC-3' y GAPO Rev s'-ca Ga TCA CCA 
ccr TaTG-3' (XXIDT Int-Tech) Jos cuales amplifican un fragmento de 600 pb. 
Para amplificar el mRNA de la iNOS en su región media diseñamos una Nested­
PCR realizando un primer round con un par de primers externos que amplifican 
un fragmento correspondiente a los exones 12 a 19 y un segundo round con la 
utilización de un par de primers internos que amplifican un fragmento ubicado 
entre los exones 13 a 16, teniendo como resultado de la amplificación un fragmento 
de 317 pb (figura IV). Los primers externos utilizados fueron NOS2-Fext 5'-GGC 
AGG ACG AGA AGC GCA CAC CC-3', NOS2-Rext 5'-ea CCC CCG CCA GGT 
AGT TCA GG-3' y los primers internos utilizados fueron NOS2-Fint 5'-GGC GTC 
CCG AGT CAG AGT CAC C-3", NOS2-Rint S'-GAG CAA AGG CGC AGA ACC 
GAG GG-3' (Operon Tech). ==': .r,A»> ¡ __ 

1· .-'-1- ' ... '-1"'-'- 1·...... ·' .... "¡"]]'-r 'rln 'j' -' "-'j-'--' 

~.... 1111 '- IlI-COOH-.- ....-{ I ......n--'-'-11 OO I 

11­

Am"lkóD317 pb 

Figllra IV: Gen de la ¡NOS l'UII",IIa y S" RNA cOllle"ielldo 26 exolles. Se sc/ialall los scdores de la 
primera am"lificaciólI entre los exolles 12 a 19 y de la segullda amplificación entre los exones 13 a 16. Se 
obtuvo IItt fragmento amplijkado de la iNOS de 317 pb. 

En la puesta a punto de la PCR utilizamos un termociclador Omn-E Tem1al Cycler 
- Hybaid PCR (Hybaid Limited). Ensayamos diferentes temperaturas de annealing 
y diferentes tiempos en el termocidador, utilizando una Taq ONA polimerasa 
recombinante (Thermus aquaticus) (ATgen-Sistemas Moleculares). 
El primer round de la Nested-PCR de iNOS y la PCR de la GAPO, utilizamos las 
siguientes condiciones: 95°C por 4', luego 30 ciclos con desnaturalización a 9SoC 
por 30", annealing a 58°C por l' y extensión a 72°C por 1', finalizando con una 
extensión de 72°C por 10'. Para el segundo round de la Nestd-PCR de la iNOS 
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utilizamos 20 ciclos y una temperatura de aLUleallilg de 60°C por 1', conservando el 

I'l'sLo UI! U1S cru·é.lc1ct·{slkas restantes uel primer rouno. 

La identidad de los fragmentos amplificados fueron determinadas por secuenciado 

nuccclotfdico del fragmento amplificado. 


Detección de Jos f.ragmentos amplifica.dos: los amplicones obtenidos fueron 

analizados sobre geles de agarosa all %. En aquelloscasos donde no pudo lograrse 

la visualización del fragmento amplificado en geles de agarosa con bromuro de 

ctidio, utilizamos métodos de detección mas sensibles, recurriendo para ello a 

electroforesis en geles de acri1anúda con lindón con nitrato de plata y a la 

detección sobre peliculas radiográficas mediante u tilización de sondas radioactivas 

(southern-blot). Para este último método se diseñó una sonda específica de unión 

al fragmento de la iNOS amplificado que pudiéramos marcarla con Fósforo . 

radioactivo C~2p). Brevemente, el producto de amplificación de una PCR de la iNOS 

fue corrid.o en un gel de agarosa al 1% en buffer TAE. Bajo transiluminador UV 

procedimos a recortar la banda de 317 pb para proceder a su purificación 

utilizando Gene-Oean Kit (Bio 101-Promega). Dicho amplicón fue marcado con 

ATP radioactivo utilizando el Ready-Primer-Kit (Promega) de acuerdo a las 

especificaciones aportadas por el fabricante. Para la detección por southern blot, se 

procedió a la transferencia pasiva de los geles de agarosa hacia membranas de 

nylon (Hybond N+). Luego bloqueamos la membrana y la incubamos con 10 ul de 

la sonda marcada, lavando posteriormente para quitar el exceso de la misma. La 

membrana fue expuesta sobre un film autorradiográfico durante 72 horas a -80 oc. 


JVb) Detección de la enzima iNOS mediante Western Blot: 

Caraderisticas del cultivo de PBMC: las PBMC normales fueron resuspendidas en 
medio RPMI con SBF 10% Ydepositadas en tubos eppendorf a razón de 7 x 106 

PBMC por mililitro de RPMI, maJlteniéndolas 24 horas en cultivo a 37°C y con 5% 
eG:!. Transcurrido el tiempo se obtuvieron los pellet celulares y se 
homogeniezaron en buffer de lisis (Tris 25 mM pH7.5 al 2% de SDS y glicerol 5 %) 
y se conservaron a -20°C has·ta la realización del WB. Definimos 4 condiciones: a) 
tiempo cero (condiciones basales), b) sin activación a 24 horas, c) activación a 24 
horas y d) activadón a 24 horas en presencia de IL-2. Se midió la concentración 
proteica por el método del ácido Bicinconinico (BCA) (Bicichoninic acid method, 
Pierce, Rockford, IL, USA) Y 50 ug de proteínas totales fueron sembradas por linea 
en geles de poliacrialmida SDS (SDS-P AGE) al 8% . 
Las muestras conteniendo 50 ugr de proteínas fueron mezcladas con el buffer de la 
muestra (Tris-HCL 10 mM, pH 6,8, SOS 1 % Y glicerol 5%) y sometidas a 94 oC 
durante 5 minutos. Sembramos las muestras en el gel de stacking, incluyendo los 
pesos moleculares (PM), los lisados de PBMC de 4 individuos normales y un 
control positivo (lisado de macrófagos de ratón activados). 
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Eleclro-tr4nsferencia a membranas de nitrocelulosa: para la transferencia 
utilizamos membxanas de nip-ocelulosa con poros de 0,45 um de diámetro, La 
eJectJ'o-transferencia se realizó con buffer Tris-glicina-etanol al 20 %, durante 2 
horas a 250 mA constantes y a 100 Volt. Finalizada la transferencia teñimos con 
rojo Ponceau para verificar la correcta transferencia y lavamos con PBS. Los sitios 
de unión no especificos fueron bloqueados incubando las membranas durante toda 
la noche en una solución de bloqueo hecha con PBS-Twecn 0,1 % con USA 5% (50 
mi por cada membrana) a 4°C. Se lavaron las membranas de nitrocelulosa en 
agitación duxante 5 minutos 1 vez con solución de lavado hecha con PBS-Tween 
0,1%. 

Incubación de anticuerpos: para la inmuno-detección de la iNOS utilizamos un 
anticuerpo polic1onal anti-iNOS hecho en conejo (anti-iNOS rabbit, BO 
Transduction laboratorios, Lexington, KY. USA) el cual está dirigido contra el 
sector earboxi-terminal de la proteina iNOS (aminoácidos 961-1144) que muestra 
reaetividad contra la iNOS humana. El anticuerpo primario anti-iNOS se utilizó en 
diluciones 1/500 y ]/1000 en solución PBS-Tween 0,1%, albúmina 1 mg/m1 
incubando por 2 horas (preparándose 4 ml por cada nitrocelulosa). Realizamos 4 
lavados de 5 minutos cada uno con solución de lavado. Posteriormente las 
membranas fueron incubadas en presencia de un anticuerpo secundario anti-IgG 
de conejo conjugado a la peroxidasa (DAKO, Paris, Franee) diluido 1/2000 en una 
solución PBS-Tween 0,1%, albúmina 1 mg/rnl, incubándolo durante 1 hora 
(preparándose 4 mI por cada nitrocelulosa). Posteriormente se realizaron 4 lavados 
de 5 minutos cada uno en solución de lavado. Los western fueron revelados por 
quimioluminiscencia utilizando ECL Supersensible (Enhanced chemiluminescence 
detection supersignal system, Pierce, Rockford, IL, USA) utilizando film 
radiográfico de alta sensibilidad, realizando exposiciones secuenciales entre 1 y 15 
minutos. 

Re-incubación de anticuerpos primario y secundario en membranas de 
nitrocelulosa: para re-utilizar las membranas electro-transferidas, utilizamos un 
protocolo de "stripping" mediante el cual logramos eliminar los anticuerpos y la 
soluciÓn de bloqueo, para luego reiterar la secuencia correspondiente. La solución 
de stripping se compone de Tris-HCL 62,5 mM pH6,7, 2-mercapto-etanol 100 mM 
y SOS 2%. Se incubaron las membranas en 50 ml de esta solución durante 5 a 30 
minutos a 50°C, se lavaron y se reinició de este punto con el bloqueo de las 
membranas. 
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V) Determinación de la producción de especies reactivas del nitrógeno J 
Va) Detección de nitritos en el sobrenadante de cultivos de PBMe. Utilización 
de la técnica de Griess. 

Como primera aproximación a la producción de ERN por las PBMC, nos 
planteamos realizar la medida de nitritos (productos estables de degradación del 
•NO) en el plasma y en el Robrenadante de cultivos de PBMC normales y 
procedentes de pacientes VIH+ utilizando para esto la técnica espectrofotométrica 
clásica de Griess (Schrnidt 1996). Mediante la misma es posible estimar la 
producción de 'NO realizando la medida de la acumulación de sus productos 
estables de degradación: el nitrito (N02-) y el nitrato (N03-). Como esta técnica sólo 
mide la presencia de nitrito, la determinación de nitratos requiere un paso previo 
de reducción utilizando la nitrato reductasa. Debemos considerar que el 'NO 
puede oxidarse a nitrito o en nitrato en diferente proporción dependiendo de las 
condiciones del microambiente y del potencial redox del medio biológico. Debe 
tenerse en cuenta por tanto que el ·NO medido bajo forma de nitrito no 
necesariamente es el "NO producido por el sistema en cuestión. La sensibilidad de 
detección de estos compuestos alcanza rangos en el orden de nanomolar para los 
nitritos (limite inferior de sensibilidad de 250 nm)y de micromolar para los 
nitratos. Un paso que awnenta la sensibilidad en la detección de nitritos en fluidos 
biológicos es la utilización de una enzima con al ta especificidad por el nitrato, la 
nitrato reductasa la cual reduce el nitrato transformándolo en nitrito. A 300 ul de 
sobrenadante de cultivo (previamente incubado por 10 min a 4°C) se le adicionaron 
secuencialmente 150 ul de solución de P-amino-benceno-sulfonamida 
(sulfanilamida) all% en H20 y posteriormente 150 ul de N-l-naftil-etilendiamina 
(NEOA) al 0,5% en ácido acético al 30%. La reacción transcurrió a temperatura 
ambiente y protegida de la luz directa, leyendo posteriormente en 
espectrofotómetro a 570 nm de longitud de onda. 
Para la cuantificación y como control positivo se realizó una curva estandar de 
calibración con concentraciones conocidas de nitrito de sodio entre 62.5 uM y 0.12 
uM (NaN02), que resuspendimos en medio RPMI yen buffer KRP (Krebs, Ringer, 
Fosfato, Glucosa) . La utilización del buffer KRP se consideró necesaria dado que es 
incoloro (sin indicadores de pJ-I) evitando de esta manera interferencias agregadas, 
siendo además capaz de mantener la viabilidad celular durante el tiempo que 
requiere el anális.is. El buffer de KRP se utilizó a pH de 7,2 y una osmolaridad de 
310 mOsm. El nivel absoluto de detección referido por diferentes autores es de 
entre 30 a 60 pmo] de nitrito o nitrato por 300 J,.Ll de muestra, representando una 
sensibilidad de 0,1 uM (Schmidt 1996). Como blanco utilizamos RPMI y KRP con 
SBF combinados a sulfonamida y NEDA en idénticas proporciones que para las 
muestras. 
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Realizamos la medjda ue nitritos tanto en plasma como en sobrenauantcs ue 
~llll1vus Ioh.! I'IJMC normales y procéucnlcs ue pacienlcs VHH. El plasma normal y 
de pacientes VrH+ se obtuvo de la misma muestra sanguínea de donde 
obtendríamos las PBMC, centrifugando la s"ngre periférica durante 5 minutos a 
3000 rpm. Los cultivos con PBMC se realizaron en tubos eppendorf utilizando 5 x 
lQ61'DMC/rnl ue medio, incubando a 37°C y con C02 5%. El cultivo se realizó en 
diferentes condiciones: condiciones basales (sin activación), activación con anti­
CD3 y PI IA con y SiJl JL..2. Del cultivo uc las PBMC se obtuvieron alícuotas ue 
sobrenadante al momento de iniciar el cultivo, a las 5 y 20 horas. Adicionalmente 
se realizaron cultivos con iguales condiciones sobre PBMC control pero utilizando 
KRP-g1ucosa-SBF 10%. Todas las medidas realizadas se hjcieron por duplicado. 
Las muestras obtenidas se deposjtaron en placas de ELISA (NUNC-maxisorp) y se 
realizó su lectura espectrofotométrica en e11ector Multiskan MS a 570 nm a los 10, 
15 Y20 minutos de transcurrida la reacción colorimétrica. 

b) Determinación de la presencia de nitrotirosina en proteínas de las PBMC 
mediante Westem blot. 

Analizamos la presencia de nitl'otirosina en proteínas celulares de 
homogeneizados de PBMC normales y de pacientes VIH+ mediante la técnica de 
Western Rlot (WB) con anticuerpos polic1onales anti-nitrotirosina. Las PBMC se 
resuspendieron en RPMI con SBF 10%, distribuyéndolas en tubos eppendorf a 
razón 5 x 106 PBMC/ml. Se mantuvieron los cultivos durante 24 horas a 37°C y con 
C02 5%. Las mismas las analizamos en condiciones basales (tiempo cero) y luego 
de 24 horas de cultivo sin y con activación. Transcurrido el tiempo de cultivo se 
obtuvieron los pellet celulares, se descartó el sobrenadante y se procedió a su lisis 
en solución de lisis con SDS al 2%, conservándolos a -20°C hasta la realización del 
ensayo. Se utilizaron como controles negativo y positivo albúmina sé rica bovina 
(BSA) nativa y albúmina nitrada in vitro en presencia de 0.5 mM de ONOO­
(albúmina-NO) respectivamente. En ambos casos las cantidades absolutas de 
proteína de control positivo y negativo sembradas en el gel se encontraron en el 
rango de 1 a 3 ugr. 
Las muestras se sembraron a una concentración de 50 ug por linea. Las muestras y 
controles fueron sometidos a electroforesis en policacrilamida al 10% (SDS-PAGE) 
y electro transferidas a membranas de nitrocelulosa de 0,45 micras. 
Finalizada la transferencia teñimos con rojo Ponceau para verificar la correcta 
transferencia y lavamos con PBS. Los sitios de unión no específicos fueron 
bloqueados incubando las membranas durante toda la noche en una solución de 
bloqueo (BSA al 5% en PBS-Tween 0,1 %) a 4°C. Los lavados se realizaron siempre 
con PBS-Tween 0,3%. La inmuno-detección de nitrotirosina se realizó con un 
anticuerpo policlonal becho en conejo anti-nitrotirosina producido en nuestro 
laboratorio. El anticuerpo primario anti~nitrotirosina se utilizó en diluciones 1/500, 
1/800 Y 1/1000 en solución PBS-Tween 0,1%, albúmina 1 mg/rnl incubando por 2 
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horas. Luego de los lavados se incubó la membrana con un anticuerpo anti-IgG de 
C\lllujo conjugado él la pCl'oxiJasa (DAKO anti rabbit, Paris, France) diluido 1/500, 
1/1000, 1/2000 Y 1/4000 en una solución PBS-Tween 0,3%, albúmina 1 mg/mI 
durante 1 hora. Se realizaron lavados y revelamos utilizando ECL Supersensible 
(Enhanced chcmiluminescence detection supersignal systcm, Piercc, Rockford, IL, 
USA), de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Se realizaron exposiciones 
sobre film radiográfico de a1ta sensíbilidad de 1, 3, 5, Y 10 minutos a temperatura 
ambiente. 
~n algunos ensayos las membranas fueron reu tilizadas previo tratamiento de 

"stripping" (Tris-HCL 62,5 mM pH6,7, 2-mercapto-etanol 100 mM Y SOS 2% 
durante 30 mino a 500q para elinúnar los anticuerpos fijados . 

c) Detección de la producción de 'NO en Usados de PBMC mediante utilización 
del 4-5-DiaminofluoreBceína (DAF-2) en fluorimetría. 

Para evaluar la producción de ·NO auténtico se utilizó la diaminofluoresceína 
(DAF-2) la cual fonna un aducto con el ·NO, el DAF-2T, que fluorece a 512 nm de 
longitud de onda y puede ser determinada mediante fluorimetría. Realizamos la 
determinación de la producción de ·NO en homogeneizados de PBMC utilizando 
un número elevado de células para lograr valores de fluorescencia relativa dentro 
del rango de sensibilidad del equipo detector. Estos ensayos fueron realizados en 
colaboradón con la Dra. Cecilia Brito y la Dra. Ana Denicola de la Facultad de 
Medicina y Ciencias de la Universidad de la República respectivamente. 

Características del cultivo de las PBMC: el ensayo se realizó sobre PBMC 
suspendidas en RPMI con SBF al 10% las cuales se distribuyeron en tubos 
eppendorf, manteniendo el cultivo dmante 24 horas a 37°C y con 5% de C02. Las 
PBMC se utilizaron en diluciones de finales entre 5 y 8 xl06/ mI de medio. 
Estudiamos las PUMC en condiciones basales (tiempo O hora) y a 24 horas post­
activación con anti-CD3 y PHA utilizados a razón de 10 ul por cada mililitro de 
RPMI. Se obtuvo el pellet de PBMC y se homogenizo mediante buffer de lisis, 
sonicando posteriormente y conservando la muestra a -20°C. Como patrón de 
referencia para la cuantificación se utilizaron diferentes concentraciones de ·NO 
auténtico. El DAF-2 se utilizó en concentraciones de 10 uM y las incubaciones se 
realizaron durante 2 horas. Las unidades de fluorescencia relativa (UFR) fueron 
medidas a diferentes longitudes de onda y en diferentes tiempos, utilizando el 
equipo FLUOstar-Galaxy (BMG- Labtechnologies). Con las muestras 
descongeladas procedimos a la normalización, de manera que cada muestra 
contuviera el mismo número de PBMC por tubo de reacción. Los homogeneizados 
celulares fueron incubados durante 2 horas con DAF-2 en concentración final de 10 
uM (en un tubo protegido de la luz) para luego medir las UFR a 15, 20, 30, 50 Y 65 
minutos y frente a diferentes longitudes de onda. En esta cinética el DAF-2T 
produjo un máximo de emisión de fluorescencia a 50 minutos y en una longitud de 
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d) Detección de la producción de 'NO en PUMe intactas: utilización del DAF­
IDA en núctoscopia de fluorescencia. 

Los ensayos con DAF-2 DA sobre células intactas por microscopía de fluorescencia 
nos permitieron identificar y disecar el origen celular de la producción de "NO a 
nivel de las PBMC mediante la utilización de doble marcado para identificar las 
distintas subpobladones celulares. Para demostrar la especificidad del ensayo 
utilizamos el L-NAME a una concentración final de 10 mM (inhibidor de la NOS). 
Las PBMC aisladas fueron diluidas en medio RPMI con SBF 10%, distribuyéndolas 
en tubos eppendorf, a razón de 1 a 5 x 106 PBMC por ml de medio. Se incubaron a 
37°C con 5% de CÜ2 durante 24 horas. Analizamos varias condiciones: tiempo O 
hora, tiempo 24 sin y con activación linfocitaria en presencia y ausencia de L­
NAME. En el caso de PBMC a tiempo cero, una vez aisladas y resuspendidas en 
RPMI-SBF 10%, se continuó el ensayo sin ser sometidas a criopreservación, 
finalizando con su observación en el microscopio a 6 horas de extraídas. 
Los tiempos de incubación fueron variables, ensayando 2, 6 Y 24 horas para 
analizar su efecto inhibitorio. El D-NAME se utilizó con las mismas características 
que el L..NAME. 

Adición de] DAF-2DA a las PBM e: el ingreso del DAF-2DA al interior de las 
PBMC ("cargado celuJar del DAF") se logró llegando a una concentración final de 
1 uM. Los pellets celulares obtenidos se resuspendieron en 100 ul de RPMI 
agregando el DAF-2DA partiendo de una solución de trabajo 100 uM. Las 
incubaciones se realizaron durante 2 horas, a 37°C, con 5% de C02 en ambiente 
protegido de la luz. El momento de realizar el cargado de DAF-2DA fue una vez 
finalizados los pasos de activación o inhíbición (si correspondía) de manera previa 
a la adición de anticuerpos marcad01'es. Una vez cargado el DAF y finalizado el 
tiempo de cultivo correspondiente, lavamos con PBS las células y agregamos los 
anticuerpos anti-CD14 conjugados a ficoeritrina (marcador monocitario) 
incubando durante 20 minutos a 4°C. 

El pellet de PBMC se resuspendió en 50 ul de RPMI frío, agregándole una gota de 
medio de montaje (Fluorescent MOWltam Medium, Dako) para depositarlo sobre el 
portaobjetos y cubriéndolo luego con el cubreobjetos. Se guardaron a temperatura 
ambiente protegidas de la luz y se realizó su análisis por microscopia de 
fluorescencia en Jos 30 minutos siguientes. La visualización se realizó en un 
microscopio Optiphot Labophot (Episcopic-Fluorescence - Nikon), el cual cuenta 
con un equipo digital para el registro de imágenes, que fueron adquiridas y 
analizadas mediante el programa Imagen-Pro-Plus 5.1. En cada caso el campo 
observado fue analizado utilizando filtros ópticos diferentes: 1) sin filtros de 
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fluorescencia para observar Ja morfolog1a de Las fBMe, 2) con los filtros G y 580 w 
paro observar In fJuoresccnda emitida en el rojo de la PE y 3) con los filtros By 515 
w para poder observar la fluorescencia emitida en el verde del DAF-2T. De esta 
manera, sin mover el campo de observación y cambiando secuencialmente los 
filtros, pudimos observat' cual era la morfología de la PBMC involucrada, si eran 
CDl4-PE positivas o negativas y cuales podian emitir fluorescencia por el DAF-2T 
(producción de ·NO). Para adquirir las imágenes los tiempos de exposición 
utilizados por la cámara digitallueron los mismos para cada fluorocromo. 

e) Detección de producci6n de ·NO por Citometria de Flujo:utilización del DAF­
2DA para la detección de "NO. , 
Objetivo y consideraciones previas: los trabajos con microcopia de fluorescencia 
nos posibilitaron identificar la producción de "NO a nivel monocitario y 
linfodtario, lo que nos llevó a proponernos dos objetivos: a) conocer que porcentaje 
de linfocitos eran capaces de producir ·NO y b) dentro de ellos cual era la sub­
población principalmente responsable de esa producción. Planteamos utilizar el 
DAF-2T en citometrIa de flujo, constituyendo una técnica donde las publicaciones 
disponibles son pocas, limitadas a líneas de cultivo celular no encontrando datos 
de su utilización en PBMC humanas. Por tanto en tendemos necesario relatar con 
mayor detalle la puesta a punto de la técnica y su adaptación a nuestro sistema de 
experimental. Este trabajo fue realizado en colaboración con el Dr. Daniel Scott­
Algara, de la Unité Biologie des Rétrovirus, lnsti tut Pasteur, Paris, Francia. 

Caracteristicas del cultivo de PBMe y de la activación linfocitaria: planteamos 
comparar las diferencias en la producción de 'NO entre PBMC activadas y no 
activadas, utilizando un estimulo activador linfocitario. En este caso la activación 
fue realizada utilizando anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, los cuales fueron 
adheridos a la fase sólida de la placa de cultivo (inmovilizados), a través de un 
anticuerpo poticional anti-Ig de ratón. Se oplÓ por este estímulo ya que los 
anticuerpos inmovilizados desarrollan una activación mas potente que los 
anticuerpos en fase soluble. Optamos por no utilizar PHA ya que las PBMC se 
toman más frágiles, lo que descenderia su número durante la manipulación. 
Utilizando placas de cultivo de 24 pocillos (NUNC) incubamos el anticuerpo 
poticlona! anti-ratón en concentración de 5 ugr/ml en PBS, sembrando 500 ul por 
podilo, dejándolo durante la noche a 4°C (alternativamente 2 hs a 37°C). Luego 
descartamos el sobrenadan te y agregamos los anticuerpos anti-CD3 yanti-CD28 
~gregando 500 ul por pocillo incubándolo dW'ante 2 horas a 37°C. La activación 
linfocilaria se realizó en dos condiciones proporcionando un estímulo con baja 
concentración (0,5 ug/ml) y otro con alta concentración (5 ug/rnl) de los dos 
mon odonal es. Pasado el tiempo de adhesión, descartamos el sobrenadan te y 
adicionamos las PBMC. 
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La suspensión celular de PBMC nornlales y de pacientes VIl-I+ se utilizaron a 
razón dI.? 0,5 a J x 1()f' PI3MC por mi de medio RPMI con SI3F al 10%, incubándolas 
en placas de 24 pocillos (NUNC), sembrando en cada pocillo 1 mI de la suspensión 
celular, manteniéndolas a 37°C y con COz al 5% durante 12 a 24 horas. Analizamos 
las PBMC normales a 24 horas de cultivo sin y con activación y a 24 horas post­
activación linfocitaria en presenda de L-NAME. Las PBMC de pacientes VIH+ 
dado el menor número de células obtenido, analizamos los cultivos a 24 horas sin y 
con activación linfocitaria. Cada una de las condiciones experimentales fue 
realizada por triplicado repitiendo los ensayos en al menos dos oportunidades 
encontrando reproducibilidad en las experiencias. 

Adición del DAF-2DA a las PBMC: para el "cargado celular del DAF" incubarnos 
los pellets celulares (incluidos en 100 ul de volumen final) durante 90 a 120 
minutos con el DAF-2DA en concentraciones variables, en medio RPMI, a 37°C y 
en ambiente protegido de la luz. Las concentraciones finales a las que se incubó el 
pellet celular con el DAF-2DA fueron de 0,1, 1, 5 Y 10 uM, partiendo de una 
dilución de trabajo de 100uM. Comparamos las diferencias en el agregado del 
DAF-2DA antes o después de la activación linfocitaria, para lo que cargamos el 
DAF-2DA dos horas antes o dos horas después de la activación linfocitaria. Los 
ensayos fueron analizados por citpmetría de flujo a diferentes intervalos de tiempo, 
analizándolos a 5,6, 7, 12 Y 24 horas posteriores al cargado el DAF-2DA. 

Efecto de la inlúbición de la NOS por L-NAME: a las PBMC contenidas en 1 mI 
de medio se les adicionó el L-NAME utilizándolo en una concentración final de 5 
mM, partiendo de una dilución de trabajo de 500 mM. Con iguales características 
se ensayó el D-NAME. El inhibidor fue incubado durante 12, 18 Y24 horas. En los 
casos donde el tiempo de incubación del L-NAME fue superior a las horas de 
incubación del DAF-2DA, la incubación con L-NAME debió ser interrumpida para 
cargar el DAF-2DA a las PBMC, para luego proceder a la re-adición posterior en 
igual concentración. 

Fijación con Para-Formaldehido (PFA): realizamos ensayos comparativos frente a 
la utilización de PFA en concentración final de 1 %, para valorar el efecto de la 
fijación sobre la señal fluorescente enútida por el DAF-2T. En este caso, el daño 
producido por el PFA a las membranas celulares, puede alterar los gradientes de 
las ERN a uno y otro lado de la membrana por lo que entendimos necesario 
valorar sus efectos en este ensayo. 

Detección del DAF-2DA en el analizador FACScalibur: el aducto DAF-2T 
presenta una excitación a 490 nm y tiene una emisión de fluorescencia (color verde) 
a 515 nm que puede ser detectada en primera fluorescencia (FL1). 
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4) RESULTADOS _~ 

1) Cultivos in vitro, ensayos de proliferación celular y determinación de 
apoplosis. 

l a) Efecto de dadores de . NO e inhibidores de la NOS en la proliferación de 
PBMC de individuos normales. 

En las PBMC en condiciones basales (ausencia de activación linfocitaria) los 
registros obtenidos estuvierón todos próximos al nivel mínimo de sensibilidad del 
equipo, por lo que no se detectaron cifras significativas de incorporación de 
timidina. La adición a los cultivos de SNAP, NOC-18 y L-NAME no introdujo 
modificaciones (datos no mostrados). 

Tanto con SNAP como con NOC-18 y L-NAME se observó una significativa 
inhibición dosis dependiente de la proliferación inducida por anti-CD3 y PHA 
(figura lA). Como se pu ede observar, la inhibición por NOC-18 fue de menor 
magnitud siendo significativos los valores de inhibición a las dosis mas altas 
utilizadas (80 uM). Teniendo en cuenta la diferen t.e vida media del SNAP (5 hs) Y 
del NOC-18 (20 hs), podemos explicar el efecto inhibidor mas pronunciado del 
SNAP, debido a que se producen niveles mas altos de "NO en el medio de cultivo 
durante las primeras horas. Estos resultados sugieren un efecto inhibidor dosis 
dependiente del "NO sobre la proliferación celUlar. Paradójicamente el L-NAME 
como potente inlúbidor de la NOS también produce una inhibición significativa en 
la proliferación inducida por CD3 y PHA. Estos datos sugieren que la proliferación 
se verla favorecida o inmodificada en un rango de concentraciones moderadas o 
"fisiológicas" de "NO mientras que la ausencia o exceso del mismo tendrían un 
mismo efecto inhibidor. 

La estimulación simultánea con anti-CD3, PHA e IL-2 indujo similares respuestas 
inhibitorias tanto para el SNAP como para el ~NAME (figura 1B). Contrariamente 
en presencia de IL-2 se observó un aumento significativo de la proliferación con 
NOC-18 a dosis bajas (20 uM), mientras que a dosis mas elevadas el efecto 
inhibitorio de la proliferación fue sensiblemente menor al observado en ausencia 
de IL-2. 
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r ~ Proliferaci6n de PBMC control activadas 
con anti-CD3 y PHA. 

Efecto de dadores e inhibidores de la producción de NO 
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1: control 
2: SNAP 200uM 
3: SNAP lOOuM 
4: SNAP 50uM 
5: NOCl880uM 
6: NOCl840uM 
7: NOCl8 20uM 
8: LNAME 20m M 
9: LNAME 10mM 
10: LNAME 5mM 

Figura 1A: Proliferació,t de PBMC eOIl aetivacióII littfocitllria con anti-CD3 y PHA. Efecto de la 
IJrescucin de dndores de 'NO (SNAP: 2 - 4 Y N0C18: 5 - 7) e illltibidores de In producciólI de' NO (L-NAME: 
8 - 10) n diferell tes cOllcetltraciolles. 

o 
ProlHeración de PBMC control activadas 

con anti-CD3, PHA e IL-2 


Efecto de dadores e inhibidores de la producción de NO 
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1: control 
2: SNAP 200uM 
3: SNAP lOOuM 
4: SNAP50uM 
5: NOC18 80uM 
6: NOC18 40uM 
7: NOC18 20uM 
8: LNAME20mM 
9: LNAMElOmM 
10: LNAME 5mM 

Figura lB: Proliferaciótl de PBMC 0071 activacióllU"focitaria con anti-CD3, PHA e IL-2. Efecto de 
cQtul!11tracicmes crecielltes de dadores de 'NO (SNA P: 2 - 4 Y N0C18: 5 - 7) e inhibidores de la producción de 
'NO (LNAME: 8 - 10). 
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lb) Inhibjdores de la producción de 'NO y su relación con la apoptosis en 
PBMC normales: efecto del L-NAME en la apoptosis celular. 

:n PBMe normales encontramos que en concticiones basales los linfocitos totales 
se encuentran en un 13% en apoptosis de manera espontánea (basal) y que los 
LTCD4+ y los l.TCD8+ tienen el mismo porcentaje de ellos en apoptosis (Anexina­
V-FITC positivos en un 3,9% y 5,0% respectivamente). Cuando analizarnos la 
muestra 24 horas post-activación encontramos que los CD4+ son un 10,6% y los 
CD8+ un 10,1%positivos para Anexina-V-FITC (siendo estos últimos los que mas 
evolucionan proporcionalmente a la apoptosis). Cuando evaluarnos el efecto del L­
NAME encontramos que el 1,8% de los CD4+ y el 0,9% de los CD8+ fueron anexina 
V positivos (figura lq. Esto evidencia que la ausencia de NO bloquea el desarrollo 
de apoptosis llevándola a cifras por debajo de la condiciones basales siendo el 
efecto inhibitorio significativamente superior en los linfocitos CD8+. 

No activadas O hs Activadas 24 hs Activadas +LNAME 24 hs 

40.0% 3.9% I 31 6% 10.6% 342% 
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Iitl1% AreJrn vme 7.5%47.aY.63.8% Anexina V FlTC 7.9% 

FiK',ra lC: A,tális;s por cítornetria de flujo sobre PBMC coutrol. Sobre gate linfocitario se analizan las 
¡>8MC n O Iwra, 24 /¡s post activaciólI y 24 lis post-activación en presencia de L-NAME. Arriba: análisis 
I1IleX;llll-FITC Vs. CD4-Cy5PE. Abajo: allá}is;s nllexilla-FITC Vs. CD8-PE 
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le) Determinación por citometrla de flujo de la presencia de nitrotirosina y su 
asociación con apoptosis en I'BMCnormales y de pacientes VIH+o 

Realizaremos la discusión utilizando datos de diferentes muestras sanguíneas que 
fueran representativas de nuestras experiencias. Los análisis con PBMC normales a 
tiempo cero, mostraron que existe un 14,5% de linfocitos Anexina-V-FITC positivos 
(en proceso apoptótico) y que del total de células un 4,8% son nitrotirosina-PE y 
Anexina-V-FITC positivas (doble positivas). En las PBMC normales a 24 horas de 
la activación linfodtaria encontramos que los linfocitos Anexina-V-FITC positivos 
son el 26,2% de los cuajes algo mas de la mitad (15,7%) son también positivos para 
nitro-tirosina (figura lD). Como se puede observar en el panel inferior de la figura 
lD, en los linfocitos provenientes de PBMC de pacientes VIH+, existe un claro 
aumento en el porcentaje de células apoptóticas tanto en condiciones basales como 
de post-activación ( 23,5% Y 37.3% respectivamente). Podemos observar que el 
porcentaje de linfocitos positivos para nitrotirosina está significativamente 
disminuido o virhlaJmente ausente tanto en condiciones basales como post­
acti.vación (aproximadamente 5% y 6% respectivamente). 

~J ii~ AlI% 32.5% 15.7 <;-" 
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. ! 
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41 
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2 1'1'. .2.8"1" 
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o o 1:, 
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Nitro-PE Nitro-PE 

~ 
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gVIH+ 

~ 

j, . '.~; .~:~: ..... .".'b ~J ... - .. .... 
~fo '" 10 1 f(p' n° 

74 7'l1.An..... v;nR _ PITr 59,7% 34.1 % 
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Figura ID: Allálisis por biparall/étrico por citometria de flujo de la nitraci6n proteica y proceso de 
npoptosis de PBMC "onuales JI de padezltes VIH+. El análisis se realizó sobre ventana !infoeitaria 
nc1uyelldo mOl/odtos. Pmlel sl/perior: lillfocitos 1I0rmales 110 activados (tiempo Ohs) y 24 hs post activación. 
Panel ¡nforior. análisis de linfocitos provenientes de (Uf paciente VIH+ representativo en analizado en 
idillticas candiciolles. Nitro-PE: anticuerpos /lIrti-lIitrotirosi/la conjugados a la Fico-Eritrina; Allexilla-FITC: 
anexiTla V ;sotioóallafo de J1uoresc.eí1Ln. 
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Podemos resumir diciendo que en PBMCs de sujetos VIH+ observamos un 
aumento en la proporción de células apoptóticas tanto en condiciones basales 
como post-activación comparado contra las céJuJas normales. Por el contrario, los 
niveles de proteínas intracelulares nitradas post-activación son extremadamente 
bajas O inexistentes en sujetos VIH+, 10 que evidencia una ausencia de asociación 
entre ]a nitraci6n y la apoptosis y a la vez una escasa producción de agentes 
l1ib'antes en Vll-I+, pudiendo explicarse tanto por una disminución en la 
producción de • NO, de superóxido u orras especies reactivas, o bien de una 
disminuciÓn de ambos. 
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2) Expresión delmRNA de la iNOS en PBMC normales y de pacientes VIH+: 

Expresión del mRNA de la iNOS en PBMC normales: en las PBMC normales 
activadas ccm anti-CD3 y PHA encontramos que en condiciones basales (O hora) no 
detectamos la presencia de la iNOS, pero que progresivamente comienza a ser 
identificada, siendo evidente a 4 horas, llegando a su máxima expresión a 7 horas 
de iniciado el estímulo, comenzando luego a descender. Como control de cantidad 
de material se utiliz61a enzima constitutiva GAPD (figura 2A) . 

Horas 
activación o 4 7 

GAPD600 pb 

INOS317 pb 

FiS'tra 2A: fragmento amplificado de la ,NOS por PCR obseruatios ell gel de agarosa all% tillci61l 
COII bromuro de etidio. Cinética de illducción de la iNOS IlUwaua con PBMC normales. 

En las PBMC normales comparamos la expresión cinética de la inducción de la 
iNOS en condiciones basales y en cultivo sin activación y post-activación 
linfocitaria con anti-CD3 mas PHA, en ausencia o presencia de IL-2. En la figura 2B 
observamos que en PBMC en condiciones basales no se detecta la expresión de la 
iNOS. En PBMC en cultivo con o sin estímulo activador linfocitario encontramos 
que la iNOS se expresó a 7 hs, seguida de un franco descenso a 12 hs. En el caso 
donde la activación linfodtaria se realizó con los tres estímulos de manera 
simultánea (anti-CD3, PHA e Ilr2) , la expresión de la iNOS fue claramente 
kientificable a 4 hs, aumentando a 7 hs, haciéndose máxima a 12 hs (figura 2B). 

Horas 
activadón 

GAPD600 pb 

iN0531 7 pb 

Bt'lS1I1 

o 
Sin IICti¡IIIcióll 

4 7 12 

Activ llcíón 
n/tH.rn~ + PJ.lA 

4 7 12 

ActivacíólI 
A"ti.rn~ + PJ.lA + H.7 

4 7 12 

Fig/lra 2B: fragmellto amplificado de la íNOS por PCR observados ell gel de agarosa all% tíllcióll 
COI. bromuro de etidio. Comparaci6n de citléticas de i ILducci6n de la iNOS Irumaua. 
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tos resultados demuestran claramente una inducción en la expresión de la iNOS 
en PBMCs normales, mediada por la sola exposición a la superficie de cultivo así 
como por activadores linfocitarios específicos, en donde la intensidad y tiempo 
post-activación de su expresión se ven potenciadas por la adición de IL-2. 

Detección de la expresi6n de la iNOS en PBMC de pacientes VIH+ por RT-PCR: 
cuando estudiamos la expresión de la iNOS en pacientes VIH + encontramos 
claramente dos perfiles diferentes: 

A) un grupo de pacientes con una sobre-expresión basal de transcriptos para 
la iNOS cuyos niveles descienden progresivamente luego de la activación hasta su 
desaparición total en un lapso variable de en tre 4 y 7 horas. 

B) un grupo de pacientes con ausencia de dichos transcriptos en condiciones 
basales, en donde la expresión post-activación no fue detectable o bien se observó 
una expresión transitoria y de muy baja intensidad, expresión que fue considerada 
como sub-óptima comparada con la contraparte normal. 

GRUPO A: GRUPOB: 
Presencia de la iNOS a Obs. Ausencia de la iNOS a Ohs. 

+1 

+7 

+9 

Hortl.';,le 
achV4c:mll 

o 4 

+12 (*) 

+2 

7 Hom s de 
activad,;n 

GAPD 

+10 ¡!VoS' 

GAPD 

+4 (*) ¡NOS 

GAPD 

+3 (*) ¡NOS 

GAPD 

+6 (*) ¡NOS 

GAPD 

+11 (*kas 

Figura le: Detecció1l del jragmeILto amplificado de la iNOS en gel de agarosa tetUdo con bronmro 
de etidio realizado e1l 10 I)ariel/tes VIH+. 
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Queremos destacar que dentro del grupo A, obtuvimos muestras sanguíneas en 
dos ocasiones diferentes del paciente +1 (lapso de separación de 3 meses), siendo 
procesadas y analizadas con el mismo protocolo de trabajo, obteniendo resultados 
con idénticas características en las dos oportunidades. En la primera muestra, el 
motivo de consulta fue un cuadro no infeccioso (figura 2C). En la segunda muestra 
el motivo de consulta fue una neumopatía aguda comunitaria (dato no mostrado) . 

El paciente +5 no se incluyó en el balance del total de los casos del grupo B ya que 
se trata de una situación excepcional (figura 20). La ausencia en la expresión de la 
iNOS probablemente podría haber estado influida por la presencia de un factor 
asociado: la utilización de hidrocortisona como parte del tratamiento de la 
neumorua a Pneumocistis Carini. 

Hf/TlI!! de o 4 7
¡¡eNvnció" 

GAPD 
+5 (lI-) - ' --- --­

iNo.e; 

Figura 2D: Deteccióu del fragmento amplificado de la ¡N OS ell gel de agarosa con bromuro de 
endio, ell PBMC del pacwlIte +5. 

Una descripción particular queremos realizar del paciente +7: en este caso, en la 
expresión de laMOS encontramos una doble banda a tiempo O hora y 4 horas que 
podría corresponder a un splicing alternativo, el cual para poder confirmarlo, 
requiere clonar dichos fragmentos y determinar la secuencia de los mismos (no 
realizado). En condiciones basales vemos dos bandas, la de 317 pb de mayor 
intensidad y otra de menor peso molecular con menor intensidad en su expresión, 
a 4 horas la situación es a la inversa siendo la banda de 317 pb la menos intensa, 
detectando a 7 horas post activación solamente una banda a 317 pb (figura 2E). 

Horas activaci6n 

GAPD600pb 


INOS317pb 


Figura 2E: Detecaó" jlel fragmeJtto amplificado de la mos eu gel de agarosa COIl bromuro de 
etidio, el/ PBMC del pacíe"tes +7. Probable splicittg altemativo en la expresíÓ1l de la íNOS. 

43Fmesto Coiroli 

~ 



Mllcs/na Pro.!". Bio auri/ 200S 

Efecto de la activación linfocÍtaria en presend a de IL-2 en la expresión de la 
iNOS en PBMC normales y de pacientes VIR+: 

En las PEMC normales la activación linfocitaria en presencia de IL-2 produjo un 
aumento en la magnitud de la expresión de la iNOS así como un aumento en su 
expresión temporal. La potenciación en la expresión de la iNOS la encontramos de 
forma no constante en PBMC de algunos pacientes VIH+, donde el efecto de la IL-2 
fue mas evidente fue en el paciente +1, en el cual a 7 hs sin IL-21a expresión de la 
iNOS era débil (tendiendo a desaparecer) pero a 7 hs en presencia de IL-2 se 
produjo una clara recuperación de la expresión basal de la iNOS, llegando (o 
superando) el nivel de expresión irúcial (figura 2F). 

Horastk A) Situación basal lJ)Activación sil'l ll.-2 7 hs C)Activación con IL-2 7 hs 
activaci61/ 

iNOS317pb 

Figura 2F: Detecció" del frnglllellto amplificado de la iNOS en gel de agarosa COIl bromuro de 
etidio, ell PBMC del pacieute +1. 

Identificación del fragmento amplificado por RT-PCR de la iNOS por métodos 
de mayor resolución: con el objetivo de aumentar la sensibilidad en la detección de 
los transcriptos de la iNOS observados en geles de agarosa teñidos con bromuro de 
tidio, utilizamos dos métodos alternativos de mayor sensibilidad: a) tinción en 

plata sobre geles de electroforesis en poli-acrilamida y b) mediante técnicas de 
southern bIot sobre ONA amplificado utilizando sondas radioactivas específicas de 
la iNOS. Seleccionamos material amplificado PCRs de tres pacientes: +1 (iNOS 
claramente identificada en agarosa), +2 (iNOS observada solamente a O hora en 
agarosa) y +3 (iNOS no detectada en agarosa). 

Detección de] fragmento amplificado de la ¡NOS mediante eleclroforesis en 
geles en poli-acrilamida con tinción con plata: usamos geles en diferentes 
concentraciones encontrando un bandeo inespecífico sin aumentar la resolución 
obtenida con los geles de agarosa con bromuro de etidio para identificar la iNOS 
(datos no mostrados). 
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Detección del fragmento amplificado de la iNOS mediante sondas radioactivas 
marcadas con 32P: con este método en el paciente +1 confirmarnos la tendencia a 
desaparecer de la iNOS obse.rvada en los geles de agarosa. En el caso del paciente 
+2, pudimos mejorar la resoludón ya que identificamos con una mayor intensidad 
la expresión de la iNOS a tiempo O hs, volviéndose identificable la expresión a 4 hs 
(que no observábamos en los geles de agarosa). En el paciente +3 no detectarnos la 
iNOS en ninguno de los tres carriles, de la misma manera que en los ensayos con 
geles de agarosa (figura 2G). 

Pddentes +1 +2 +3 

lhmlS () 4 7 o 4 7 o 4 7 

INOS 317pb 

......... 
Figura 2G: DetecdólI del jragrmtllto amplificado de la ,NOS detectados mediante sondas 
radioactivas espedficas. 
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3) Detección de la enzima ¡NOS mediante Westem Blot. 

Si bien en nuestro laboratorio se puso a pW1to la técnica utilizando como controles 
positivos macrófagos murinos, en los ensayos que realizamos con PBMC humanas 
no logramos detectar la presencia de la iNOS (datos no mostrados), Esto 
posiblemente pueda estar evidenciando el bajo nivel de expresión de la proteína 
madura, lo cual es coherente con los datos disponibles en la bibliografía. Por tanto 
no pudimos analizar en este trabajo la presencia de la proteína madura sabiendo 
que no siempre la presencia del rnRNA específico se correlaciona con el nivel de la 
proteína que traduce. Este podría ser uno de los ensayos a re-estudiar en un futuro. 
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4) Detección de nitritos en el sobrenadante de cultivos de PBMC. Utilización de 
la técnica de Griess. 

En cuanto a la curva de calibración con nitrito de sodio (control positivo), no 
encontramos diferencias entre su realización en medio RPMI o en buffer KRP. Las 
curvas de calibración mantuvieron una proporcionalidad directa, con valores 
máximos para 62,50 uM de 0,52 de D.O. y valores mínimos para 0,12 de 0,001 de 
0.0. (tabla 4e). 

Nitrito de 
Sodio (uM) 

62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,95 0,97 0,48 0,24 0,12 

U.O. (570nm) 0,520 0,263 0,133 OJml ~J>36 0,020 0,010 0,006 0,Q02 0,001 

Tabla 4: datos " itrito de sodio en RPMl. 

Todas las medidas realizadas en plasma y en sobrenadante de cultivos de PBMC 
normales y de pacientes VIH+, tanto en RPM1 como en KRP, mostraron cifras por 
debajo de 0,02 wudades de D.O. (datos no mostrados). Estos resultados evidencian 
que estamos en un sistema de baja producción de "NO lo cual hace a esta técnica 
no adecuada y de baja sensibilidad. 
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5) Determinación de la presencia de nitrotirosina en proteínas de las PBMC 
normaJes y de pacientes Vffi+ mediante Western blot. 

Con el fin de determinar cualitativamente la nitración de proteínas de PBMC 
normales y de pacientes Vlli+, procedimos al análisis por WB de homogeneizados 
celulares mediante el uso de ¡mticuerpos policIonales anti-nitrotirosina. Corno 
controles negativo y positivo utilizarnos albúmina nativa y albúmina nitratada en 
presencia de peroxinitrito 100 mM. Como se puede observar en la figura 5, la 
especificidad de la técnica está evidenciada por la fuerte inmuno-reactividad de la 
albúmina nitrada y la ausencia de la misma en la albúmina nativa (carriles 1 y 2 
respectivamente en la figura 5). En el caso de la albúmina nitrada es posible 
observar bandas adicionales que corresponden a otras proteínas sé ricas 
contaminantes del proceso de purificación de la misma. 

( Normal VIH+ +1 +7 VIH+ +6 +9 

1 2 A B e 1 .21A BelA B C 1 21 A B C 

66kDa­

20 kDa­

17kDa­

14 kDa ­ 14 kDa-

Figura 5: detecci6n de "ítrotirosi"a rnediJmte. WB sobre residuos de proteínas de PBMC normales y 
de 4 paciente... Vlli+. Los pesos moleculares aparell tes se indica1l a la izquierda (kDa); 1: albúmina nitrada; 
2: /lJb,ílllíllll 11 0 nitrada; A: PBMC a tiempo O /¡s; B: PBMC a 24 hs sin activación; C: PBMC a 24 hs post­
I1ctivació". 

En el caso de las PBMC nom1ales encontramos dos bandas, una próxima a 66 kDa 
y otra menor entre 66 y 20 kDa, lo que traduce la presencia de nitrotirosina en 
múltiples residuos (probablemente de diferentes proteínas). A 24 horas post­
activación se observa una (tenue) tercera banda próxima a 20 kDa. Las bandas 
observadas a O hora son de menor intensidad que las observadas a 24 horas y en 
estas últimas la intensidad es aún mayor en las que tienen 24 horas post-activación. 
Podemos decir que el perfil de nitración es de sllnilares características, siendo la 
intensidad de la nitración mayor en las muestras con 24 horas de cultivo (figura 5). 
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En las PBMC de pacientes VIH+ el patrón de nitración proteica en el WB es 
completamente diferente al identificado en la situación normal. Al analizar los 
pacientes +1, +6, +7 Y +9 observamos la ausencia de bandas correspondientes a 
ni b·otirosin a, pudiendo decir que estamos frente a una ausencia de nitración 
proteica o a niveles bajos no detectables por esta técnica. En los 4 pacientes 
analizados no encontramos diferencias en la nitración entre O y 24 horas con y sin 
activación (figura 5). 

Nuestros resultados muestran que en PBMC normales encontramos nitrotirosina 
en diferentes residuos de proteína existiendo diferencias entre la condición basal y 
la detectada a 24 horas y que de manera contraria, en las PBMC de pacientes VIH+, 
la cal'acteristica fue la ausencia en la detección de nitrotirosina tanto a O como a 24 
h01'as. Estos resultados van en el mismo sentido que los encontrados por citometría 
de flujo sobre células intactas donde documentamos la casi ausencia de 
nitrotirosina en las pI'oteínas de las PBMe procedentes de pacientes VIH+. 
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6) Detección de la producción de "NO en lisados de PBMC normales y de 
pacientes VIH+. Utilización del 4,5-Diaminofluoresceína (DAF-.2) en 
fIuorimetría. 

En primer lugar realizamos una curva de calibración con "NO auténtico a fines de 
analizar la cinética de reacción del mismo con el DAF-2 y establecer los ajustes de 
la técnica. En estas condiciones encontramos que la longitud de onda a la que se 
produce la máxima emisión de fluorescencia es a 510 nm y que el tiempo óptimo 
para realizar dicha detección es a los 50 DÚnutos de finalizada la incubación de dos 
horas con el DAF-2 (figura 6, pro·te A). Logramos identificar muy bajos valores de 
fluorescencia espontánea que no interfirieron con la detección de la fluorescencia 
espec1fica y a su vez fueron sustraídos a los valores de emisión obtenidos para el 
DAF-2 En la Hgw-a 6 mostramos Wl ensayo fluorimétrico representativo del 
paciente VIH +7 comparado con lisados de PBMC normales. En el mismo 
mostramos la emisión de fluorescencia del DAF-2T producido por los 
homogeneizados celulares luego de 24 horas post-activación linfocitaria con anti­
CD3 y PHA, donde las unidades de fluorescencia relativa (URF) emitidas a 510 nm 
fueron de 3,1 pro~a las PBMC normales y de 1,50 para las PBMC del paciente +7. 

En suma podemos decrr q'!e la fluorescencia detectada en lisados de PBMC luego 
de 24 horas de activación linfocitaria, fue francamente superior en las PBMC 
normales compro'ada contra la fluorescencia encontrada en lisados de PBMC de un 
paciente VIH+, realizando la contparación luego de normalizadas en número y 
utilizando los mismos parámetros de tiempo y longitud de onda en el equipo. 
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Figura 6: Detecci6n de la fluorescertcia del DAF-2T en el FLUO-Star - Galaxy. A) Cinética de 
detecrián de la fllloresce1lcia emitida por el mIl/efo NO-DAF (DAF-2T). B) Detección de la fluorescencia del 
DAF-2T emitida por h01l/ogel/eizados de PBMC I/ormales y del paciente +7 a 24 horas post-activación 
linfoci/nrin. RFU: ut/idades de flllorescencia rela~iva; um: longitud de onda en nanómetros. 
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7) Detección de la producción de ' NO en PBMC intadas: utilización del DAF­
IDA en microscopia de fluorescencia. Comparación entre PBMe normales y de 
pacientes VIH+. 

Las condiciones de trabajo utilizadas para la puesta a punto del cargado del DAF­
20A en las PBMC (concentración, tiempo y temperatura) fueron aquellas que 
permitieron un mayor rendimiento en la detección de la fluorescencia en las PBMC 
normales, utilizándolas en adelante como definitivas para los restantes ensayos. 
Todos los ensayos con PBMC normales fueron realizados por duplicado y en al 
menos dos oportunidades, encontrando reproducibilidad en los mismos 

Detección de la fluorescencia del DAF-2T en PBMC normales: en la figura 7 A 
vemos que en ausencia de estímulo existe una fuerte señal de fluorescencia 
específica únicamente en células CD14+ (monocitos) tanto al inicio de los cultivos 
(tiempo O hora) como luego de 24 horas de cultivo. A nivel linfocitario (células 
CD14 negativas) sólo se puede observar una teJlUe emisión de fluorescencia, 
cercana a los niveles de fluorescencia basal o espontánea del DAF. Post-activación 
no se logra un refuerzo en la señal de fluorescencia específica a nivel linfocítarío 
por lo que no podemos demostrar un aumento en la producción de 'NO en estas 
condiciones. Como era de esperar la presencia de L-NAME en los cultivos inhibió 
fuertemente la fluorescencia a nivel de los monocitos. La incubación durante 24 
horas con D-NAME no indujo cambios en la fluorescencia a nivel de los monocítos 
(dato no mostrado). 
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PBMC 
Imagen en ;ausencia de Anti CDl4-PE DAF-2DAnormal exólac!ón 

~!P"sa~l""""- e&:: ....1 

Til'.mpo O 

Til'mpo 24 hs 

Sin adl\'ad6n 


Tiempo 24 hs 

Post activación 


¡igrua 7A: utüización del DAF-2DA en microcopia de flllorescencia en PBMC norntales. Desde 
arriba 'lacia abajo se mmliz(1/l los tiempos Ohora, 24 horas sin activación, 24 horas post-activación y 24 horas 
en presencia de L-NAME. 

Detección de la fluorescencia del DAF-2T en PBMC de pacientes VIH+: la 
secuencia y condiciones de trabajo fueron las mismas definidas para las PBMC 
normales (concentraciones~ tiempos y temperaturas). Analizamos 3 muestras 
procedentes de los pacientes +11, +12 Y +13. En los dos primeros pacientes (+11 y 
+12) analizamos las condiciones tiempo O y tiempo 24 sin activación linfocitaria, 
condicionados por el bajo número de PBMe obtenidos. En el tercer paciente (+13) 
analizamos tiempo O y tiempos 24 horas sin y con activación, con y sin L-NAME. 

Pacientes +11 y +12: detectamos fluorescencia emitida por el DAF-2T a nivel de 
células CD14+ (monocitos) tanto a tiempo O llora como a 24 horas sin activación en 
ambos pacientes. La intensidad de la fluorescencia al inicio del cultivo fue mayor 
en el paciente +12 comparado contra el pacientes +11 (figura 7B). La fluorescencia 
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a nivel de los monodtas persistió a 24 horas siendo los resultados similares a los 
encontrados en PBMC normales tanto al inicio como al final del cultivo. 

PBMC 
Imagen en autenda de AndCVJ4-PE DAF-2DA
VIH+ll excitación 


TiempoOhs 

Til'mpo24h 
Sin activación 

PBMC 
Vlli+12 

Tiempo O hs 

Tiempo 24 hs 
Sin activadón 

Figura 7B: "tiliznció1I del DAF-2DA e1l microcopia de flllorescencia etl PBMC de pacientes VIH +11 
Y+12. Desde arriba I/(Ida abajo se m/fl/izan/os tiempos Ol/ara y 24 horas sin activación.. 

Paciente +13: en estas PBMC a tiempo O hora detectamos fluorescencia emitida por 
el DAF-2T a nivel de dos tipos celulares: a) en células CD14-PE positivas (los 
monodtos) y b) a nivel células CD14 negativas (señaladas con un círculo en la 
figura), mononucleadas y de tamaño mas pequeño que los monocitos observados, 
caracterfsticas morfológicas que sugieren se traten de linfocitos (figura 7C). En las 
muestras analizadas con 24 horas con y sin activación linfocitaria la fluorescencia 
persistió en las células CD14-PE positivas (monocitos) pero ya no se detectaron 
células CDl4-PE negativas que emitieran fluorescencia. Los ensayos realizados con 
L-NAME sobre las PBMC de este paciente indujeron un franco descenso de la 
emisión de la fluorescencia, fenómeno que no se produjo con la adición de D­
NAME (datos no mostrados). 
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Figllra 7C;lItiIiZtlc1ÓII del DAF-2DA en microcopia de flllorescellcia en PBMC del paciente VIH +13. 
Desde arrilm hacia abajo se al/alizan 105 tiempos O"ora y 24 }¡oras sin y con activación. En tiempo Ohora.s se 
sella/a" e/l círculos las dl/llas tIIOILOlwcleadas CD14 negativas (linfocitos) que emitían fluorescencia con el 
DAF-2Ten cOlldiciolles basales. 

Podemos resumir diciendo que en PBMC normales encontramos emisión de 
fluorescencia por el DAF-2T en monoCÍtos tanto en condiciones basales como en 
condiciones post activación la cual persistió a 24 horas. La fuerte inhibición 
producida por L-NAME le otorga especificidad al ensayo. En las PBMC de 
pacientes VIH+ encontramos fluorescencia del DAF-2T en monocitos en 
condiciones basales que persistió a 24 horas sin activación y post-activación, 
observando además la presencia de células mononucleadas que en condiciones 
basales emiten fluorescencia y cuya morfología sugiere se traten de linfocitos. Estos 
resultados evidencian que las PBMC de pacientes VIH+ producen "NO en 
condiciones basales y que el mismo es producido tanto por monocitos como por 
linfocitos, siendo variable la intensidad de la fluorescencia emitida ya que cada 
uno de los pacientes se encontraba en una situación inmunitaria diferente uno de 
ItrO. 

PBMC 

VIH+13 


TiemDoO hs 

Tiempo ~ hs 
Sin a.ctivación 

Tiempo 24 hs 
.Post activación 

Anti CDl4-PE DAF-2DA 
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8) Detecd6n de producción de 'NO por Citometría de Flujo: utilización del 
DAF-2DA para la detección de 'NO en PBMC control y de pacientes VIH+ 
utilizando la Citometria de Flojo. 

Inicialmente procedimos a la puesta a punto metodológica del ensayo, utilizando 
PBMC normales, analizando sitnultáneamente dos variables: la concentración 
óptima de trabajo y el tiempo de incubación del DAF-2DA sobre muestras por 
triplicado. Dichos procedimientos fueron necesarios debido a que no existen 
reportes en la literatura de análisis por citometría utilizando DAF sobre células 
mononucleares humanas. La concentración de trabajo del DAF-2DA se estableció 
en 10 uM luego del análisis de una amplia gama de concentraciones. Establecimos 
un período óptimo de incubación mínimo con dicha sonda entre 12 y 24 horas para 
obtener una señal detectable y especifica. En cuanto al momento óptimo para el 
agregado del DAF-2DA a los cultivos, encontramos que la señal de mayor 
magnitud se observó cuando el agregado se realizó 2 hs después de la activación. 
Se analizó la realización de estos ensayos sobre células fijadas en PF A al1 % pero la 
sensibilidad fue francamente inferior a la obtenido con células frescas. 

Resultados en PBMC normales: todos los análisis se realizaron sobre una ventana 
de análisis que incluyó específicamente la población linfocitaria. La población 
monocitaria fue analizada en ventanas analiticas separadas cuando las condiciones 
experimentales lo permitieron debido a su baja proporción en las muestras (alto 
número de adllesi6n de los macrófagos a la placa de cultivo así como el menor 
porcentaje en que integran las PBMC). El análisis de los monocitos (CD14-PE 
positivos) tanto en condiciones de activación como de no activación, mostró 
emisión de fluorescencia con DAF-2T (dato no mostrado) y fueron utilizados como 
control positivo de todos los ensayos realizados. 

Sobre PBMC normales en condiciones de activación y no activación, en ausencia de 
AF-2DA TÚ marcadas con anticuerpos, seleccionamos los eventos 

correspondientes a la sub-pobladón linfocitaria en función de la difracción de la 
luz incidente en diferentes ángulos lo cual es función del tamaño y complejidad 
interna de las células (FSS y ssq.Sobre dicha ventana (R1 en figura 8A) se realizó 
el análisis biparamétrico utilizando la fluorescencia emitida por el DAF-2DA en 
abscisas (FLl) en función de su propiedades morfológicas (SSC). 

bre la ventana seleccionada y manteniendo los mismos parámetros, analizamos 
los linfocitos cargados con DAF-2DA en condiciones de activación y no activación. 
En condiciones de no activación encontramos que el 2% de los linfocitos emiten 
fluorescencia específica (figura 8A). En condiciones de activación linfocitaria 
encontramos en FLl que entre el 4 a 6% de los linfocitos emite fluorescencia 
especifica cuando el estímulo activador fue realizado con una baja concentración 
de anticuerpos anti CD3 y anti CD28 (figura 8B). 
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El análisis monoparamétrico de la población linfodtaria cargada con DAF-2T en 
condiciones de no activación mostró una media de 2,90 (figura 8A) 
significativamente inferior a la media encontrada en los linfocitos cargados con 
DA-2T en condiciones de activación cuyo valor fue de 4,96 (figura 8B). Cabe 
destacar que los valores de las medias descritas están en una escala logaritmica. 
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Figura 8A: aJltilisis par dtometrla de flujo de las PBMC twnlla les si" activación lin/oeitaria. 
Arriba selecció/1 de la ventalla lillfocitaria (R1J y ajuste de valores de auto-fluarescencia (sin DAF). Abajo: 
ventalla li/Lfocitaría mostrando que el 2% de los lillJocitos emitían fluorescencia para DAF-2T. Análisis 
lIlolloparrwuftrico /Ilostrnttdo que la población liuJocitaria COIl DAF-2T presetttó ulla media de intensidad de 
f/lloresCPllcin de 2,90. 
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Figl"a 8B: iwálisis por cito1lletrla de flujo de las PBMC nonuales post-activaciótl lüifocitaria. 
Arribll seleccián de la vel/tana linfocitarill (R2) !I ajuste de vnlores de allto-fluarescencia (sin DAF). Abajo: 
ven/alJn lillfodtaria lIJos/"rando que el 4,2% de J.os lillfoci~os emitían fluarescencia para DAF-2T. Análisis 
flfOlloparruuétrico mostrando que la poblacióu ¡;nfodtnria COII DAF-2T presentó una ·media de intensidad de 
.nuoresce1lcia de 4,96. 

Cuando las concentraciones del estimulo utilizado fueron elevadas, encontramos 
un aumento en la fluorescencia del DAF-2T en FL1, detectando hasta un 25% del 
total de los linfocitos emitiendo fluorescencia . En este caso, la medida de la 
intensidad de fluorescencia en el análisis monoparamétrico de la población 
linfocitaria en condiciones de no activación y activación, evidenció una media en 
3,79 y 7,10 respectivamente (figura Be). 
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FigJlra BC: alllmsis por a tometrla de fluio de las PBMC llonll.ales pre y post-activaciólllinfocitaria 
C011 elevadt, concentl'aciÓlI de allti-CD3 y anti-CD28. 

Los mismos linfocitos fueron analizados en condiciones de activación pero en 
presencia del inhibido! de NOS el L-NAME, encontrando que inhibía la 
fluorescencia en el 40 a 50% de estos lin.focitos. El fenómeno de inhibición se 
produjo en tanto en monocitos (dato no mostrado) como en linfocitos activados y 
no activados (.figw'a 8D). El D-NAME no produjo cambios en la emisión de la 
fluorescencia (dato no mostrado). Cuando analizamos las diferentes sub­
poblaciones productoras de -NO, encontramos que post-activación, del total de 
linfocitos que emitían .fluorescencia (25,4%), los Linfocitos NK (CD56+) eran 1,9%, 
los Linfocitos B (CD19+) un 1,6% y los LTCD4+ y LTCD8+ representaban el 
restante 21,9% de los linfocitos que emitían .fluorescencia con el DAF-2T (figura 
80) . o.ay. o.ay. 
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Figllrtl 8D: fl1.lilisis por citometrla de flujo de las PBMC Itonllales post-activación linfoeitaria COIl 

elevo tia COllC6JrtraciólI de allti-CD3 YaJ,ti-CD28. 
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Resultados en PBMC de pacientes VIB+: mosh'amos 2 pacientes representativos 
(VIH +14 y +15) en los que debido al bajo número de linfocitos y al requerimiento 
de ensayar cada condición por triplicado, limitamos los análisis a la detección de 
fluorescencia en condiciones de activación y no activación linfocitarias. La 
activación se realizó con baja concentración de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28. 
La adquisición de la señal fue obtenida siguiendo los mismos pasos que en las 
PBMC normales. En el paciente VlH+14 el análisis de la ventana linfocitaria en 
condiciones de no activación y de activación, mostró en FL1 que el 5,2% y de 9,4% 
respectivamente de todos los linfodtos emitían fluorescencia específica 
(producción de -NO) con una media de fluorescencia de 2,81105 no activados y de 
5,78 post-activación (figura BE). 
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Figura BE: muílisis por FAeS sobre la veutlllln lillfocitnria de las PBMC del paciente VTH +14 con activación 
lillforitaritr COIl baja conce1ltración de allti-CD3 y allti-CD28. Arriba izquierda: en los linfocitos sin 
I1ChVlTciÓ1Z, el 5,2% emite fl tlorescellcÍtl COIl DAF-2T. Arriba derecha: en los linfocitos post-activación el 9,4% 
t'1l1 itc lI fllloreScendi1 COfl DAF-2T. Abajo las represlmtaciolles manoparamétricas sobres Ú1.S ventanas 
linfocitarill5 sjn activaciólI y COIl activaci6n.Compnración COII y sin DAF-2DA en cada situación, 
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En el paciente +15 el análisis de la ventana linfocitaria en condiciones de no 
activación y de activación, mostró en FL1 que el 34,1 % Y el 62,3% respectivamente 
de todos los linfocitos emitían fluorescencia (producían "NO). La media de 
fluorescencia encontrada fue de 9,31 en los no activados y de 40,68 post-activación 
(figura 8F). 
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Figll.ra 8F:U/IIílisis par FACS 50111'(' la velltnufl lirlfocilaria de las PBMC del paciente VIH +15 con activación 
lillfod fllria COII baja concettfmción de allti-CD3 y allti-CD28, Arriba izquierda: de los linfocitos sin activación 
el 34,1 % emite fl uorescencia COIl DAF-2T. Arriba derecJ/Il: eu los li/lfocitos post-activación el 62,3 % emiten 
f!uorescelldn COll DAF-2T. Abajo lns represell lacioltesl1l0napllramétricas sobres las ventanas lin/ocitarías sin 
activación !I call activación. Compnraci611 eOIl y siu DAF-lOA e71 cada situación. 

Como hemos observado, la señal de fluorescencia específica encontrada pone en 
evidencia la producción de "NO en una baja proporción de linfocitos (2-3%), los 
cuales sin mediar estimulación producen "NO, duplicándose ese porcentaje post­
activación (4-6%), presentando una media de fluorescencia de 3,0 y de 5,0 
respectivamen te. 
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Cual1ÚO analizamos los pacientes VIH+ encontramos yue aquellos yue no 
pl'\:!s~nlubaJl una complicaciÓn infecciosa asociada al VIll tenían una producci6n 
de "NO linfocitaria de similares características a los normales. Si bien el porcentaje 
de linfocitos productores de ·NO era mayor, las meruas de fluorescencia específica 
encontradas ten{an valores próximos a Jos encontrados en los linfocitos normales. 
Donde si encontramos una diferencia significativa fue en los linfocitos de pacientes 
VIH+ que presentaban una complicación infecciosa asociada en curso, donde los 
linfocllos comenzaban a úiferellciarse en Jos grupos, encontrando que los 
linfocitos productores de "NO en condiciones de 110 estimulación eran cerca del 
30% del total con una media de fluorescencia de 9,3 y que post-activación 

uperaban e160% con una merua de fluorescencia superior a 40. 
Podemos decir que la producción linfocitaria de "NO es de pequeña magnitud y se 
produce en una baja proporción de linfocitos tanto en condiciones normales corno 
en pacientes VIH+, con excepción de los casos donde coexistió un estímulo 
adicional inductor de la iNOS, como en el caso de una infección oportunista 
concomitante, en la que la magnitud y el porcentaje de linfocitos productores de 

I 

NO fue significativamente superior. 
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_____ . 
5) DISCUS_I_ÓN___ 

~-----------

Los objetivos generales del presente trabajo consistieron en evaluar la producción 
<.1e "NO a nivel ue las PBMC en situnción de inmunocompctcncia y de 
inmunode.fidenda asociada a la infección por el VD-I-1 . Conocidos los efectos 
moduladores del "NO en la respuesta inmunitaria (Bogdan 2000), en particular en 
la respuesta antiviral (Akaike 2000), (CoIasanti 1999) y en la regulación de la 
apopLosis linfocltaria (Dimmcler 1997), nos orientamos a evaluar la producción de 
"NO a nivel monocitario y linfocitario en las situaciones normal y patológica. En 
una primera etapa analizamos el rol del "NO en la p roliferación y la apoptosis en la 
respuesta normal en nuestro sistema experimental, para posteriormente 
caracterizar las diferentes subpoblaciones de las PBMC productoras de "NO en 
individuos normales y en infectados por el VIH-1, sugiriendo los potenciales 
efectos delmismo en situaciones como la inmunodeficiencia. 

Participación del "NO en la proliferación y la apoptosis de las PBMC de 
individuos normales. Comenzamos evaluando el rol de dadores de "NO e 
inhibidores de la NOS en las respuestas proliferativas de PBMC normales in vitro. 
Nuestro resultados demuestran que las concentracion es supra-fisiológicas de "NO, 
logradas por NOC-18 y SNAP así como la inhibición de la producción del "NO 
endógeno mediada pOI' el L-NAME fueron capaces de inhibir la proliferación 
celular. El conjunto de los ensayos evidenció que se produce una inhibición dosis 
dependiente de la proliferación linfocitaria en presencia de dadores o inhibidores 
de la producción de "NO. Contrariamente, cuando la activación linfocitaria con 
anti-CD3/PHA la realizamos en presencia de IL-2 y "NO en baja concentración, la 
proliferación se incremento de manera significativa, observando este fenómeno 
cuando el 'NO adicional fue aportado por el NOC-18 en concentración 20 uM. 
Este efecto dosis dependiente del "NO en la regulación de la proliferación celular, 
muestra parte de la complejidad de este mecanismo. Nuestros resultados son 
concordantes con otl'OS trabajos donde el "NO contrarregula el efecto de citoquinas 
inductoras de la proliferación, conteniendo o potenciando la proliferación de 
diferentes subpoblaciones (Liew 1995), (Taylor-Robinson 1997). 

Con la intención de profundizar en los mecanismos que vinculan al "NO endógeno 
con la apoptosis en las PBMC, utilizamos un inhibidor de la NOS evaluando la 
presencia de anexina-V sobre la superficie linfocitaria. Nuestras experiencias 
mostraron que el porcentaje de apoptosis linfocitaria en condiciones basales es 
duplicado luego de 24 horas de ocw-rida la activación linfocitaria con una 
evolución proporcionalmente mayor en los CD8+, resultado coincidente el de otros 
autores (Garc1a 2001). Cuando observamos este mismo proceso en presencia de L­
NAME encontramos que el porcentaje de linfocitos en apoptosis a 24 horas de la 
activación descendió significativamente, llegando a niveles por debajo de los 
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encontrauos en conuicioncs basales, con un efecto inhibitorio mas profunuo en los 
linfocilllS T CL)ij+. 

Las experiencias donde concentraciones de 'NO superiores () inferiores a las 
fisiológicas (lograuas por aporte exógeno o inhibición de la síntesis endógena 
respectivamente) mostraron inhibir la proliferación celular, estarían sugiriendo 
una mayor evolución hacia la apoptosis linfocitaria, situación que evaluamos en 
ausenda ue "NO encontrando una opoptosis descendida. Estos resultados 
aparentemente contradictorios, donde la inhibición de la proliferación no se 
acompaña de una apoptosis aumentada, podrían estar traduciendo la existencia de 
Wla evolución hacia la anergia, de manera que la ausencia de "NO puede proteger 
a la célula de la apoptosis pero induciendo un estado de inactividad o quiescencia 
como el de la anergia. De esta manera los resultados "paradójicos" entre descenso 
en la proliferación y descenso en la apoptosjs ponen de manifiesto que el "NO 
inhibiría la proliferación celular por mecanismos adicionales al desarrollo de la 
apoptosis (Liew 1995) (Taylor-Robinson 1997). 
Nuestros resultados constituyen un aporte mas que sostiene el doble rol asignado 
al "NO en la regulación de la respuesta inmunitaria normal, donde el efecto de su 
presencia está estrechamente ligado a la concentración a la que se encuentre en el 
medio celular (efecto dosis dependiente). 

Relación nitrotirosina y apoptosis en PBMC n ormales y de pacientes VIH+: otra 
forma de evaluar el efecto del "NO en el desarrollo de la apoptosis ltnfocitaria en 
nuestras condiciones experimentales, fue considerar que el efecto beneficioso 
(Bogdan 2000) o perjudicial del "NO (Boven 1999) depende en gran medida de sus 
especies reactivas derivadas, poniendo particular interés en el peroxinitrito. 
Contrariamen te al • NO, el peroxinitrito es un potente agente oxidante con la 
capacidad de nitrar residuos fenólicos en las proteínas, lo que constituye una 
huella molecular de su producción. En trabajos previos de nuestro grupo (Brito 
1999) se demostró que el peroxinitrlto es producido en las respuestas inmunes 
normales, pero en ellos no se evaluó la capacidad del peroxinitrito de inducir 
apoptosis. Conocido el rol pro-apoptótico del ·NO y en base a los resultados 
previos, decidimos evaluar la producción de peroxinitrito a través de la presencia 
de nitrotirosina en la superficie linfocitaria y como se relaciona con el proceso 
apoptótico en condiciones normales y en la infección por VIH-1. 
En linfocitos de PBMC encontramos por citometría de flujo que tanto en 
condiciones basales como luego de 24 horas post-activación, existe un porcentaje 
de apoptosis linfodta:ria significativamente mayor en los linfocitos de pacientes 
VJH+ que en linfocitos normales, resultados coincidentes con los referidos en la 
bibliografía (Badley 2000). En cuanto a la nitración proteica celular, la misma la 
evaluamos con un anticuerpo policlonal anti-nitrotirosina por WB (en PBMq y por 
ci tometrfa de flujo (en linfocitos). En ambos métodos detectamos niveles 
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exlremadamente bajos o ausenles de nitl'Otirosma en PBMC y linfocitos de 
padl'llLl'S VII 1+ l:onLraJ'ulll1elllc a los encontrauo¡; en indiviuuos normales en los 
que detectamos ID' grado de nitración basal que se incrementa francamente post­
aclivación. 

cstos resultauos inilican que en La activación linfocltaria la producción de especies 
rutrantes es un hecho normal de la respuesta inmunitaria y que en el caso de los 
infccluuos pOI' el VIll se produce una alteración que lleva a su descenso, Las 
cantidades extremadamente bajas (o inexistentes) en los niveles de prote1nas 
intracelulares nitradas post-activación en los linfocitos de pacientes VIH+, podrían 
evidenciar una ausencia de asociación entre la nitración y la apoptosis. La baja 
producción de peroxinitrito u otros agentes nitrantes en PBMC de pacientes VIH+, 
podría ser explicada tanto por una producción. de "NO globalmente disminuida 
y/o que la producción de "NO este conservada pero no se den las condiciones de 
reacción con otras especies reactivas del oxigeno como el super-óxido para generar 
peroxinitrito u otras eventuales especies nitrantes. De tratarse de una disminución 
significativa de la producción de "NO esta podria deberse a tres causas principales: 
a) una alteración a nivel transcripdonal del gen de la iNOS, b) una alteración post­
b'aflScripcional (falta de cofactores, splcing alternativo, modificaciones post­
traducCÍonales) que puedan afectfrr la producción de la proteína o su actividad 
funcional y c) que la mayor parte del "NO producido se consuma en diversos 
caminos (destinos) diferentes al de la situación normal (acción antiviral­
microbicida inactivando enzimas virales) (persichini 1998) (Persichini 1999). 
Como explicación adicional posible, quel'eInos remarcar que el fenómeno de 
nitración proteica puede tener un bajo rendimiento en las concentraciones y 
condiciones biológicas encontradas in vivo (pfeiller 2001) (Radi 2004) pudiendo 
también explicar los resultados encontrados en los pacientes VIH+. 

Expresión del mRNA de la iNOS y de la enzima iN OS en PBMC normales y de 
pacientes VIH+. La producción de "NO y de peroxinitrito forman parte de la 
respuesta inmunitaria normal (Bogdan 2000), donde l a fuente productora de "NO a 
nivel monocitario es la iNOS que se expresa normalmente luego de un estimulo 
inductor. Este dato nos llevó estudiar la expresión de la iNOS en los individuos 
normales y en los infectados por el VIH, empleando para esto la detección 
mediante ensayos de RT-PCR en cultivos de PBMC. Este método es el mas 
ampliamente utilizado para demostrar la presencia de la iNOS (Bukrinsky 1995), 
(Adamson 1996), existiendo otras posibilidades como su detección por WB, 
resultado que no obtuvimos en nuestras condiciones experimentales pero que ha 
sido reportado por otros autores (Tisconua 2004). 

Los resultados obtenidos mediante Nested-PCR en las PBMC normales mostraron 
la ausencia de la iNOS en condiciones basales, seguido de una clara inducción en la 
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expresión post-activación, expresándose con mayor in tensidad i\ 7 hs. En cultivos 
'n ausencia de cslimulación tambi(!n detectamos la expresión de la iNOS, 
evidenciando que el contacto de las PBMC con el medio extracelular es capaz de 
lograr la su expresión (de baja intensidad). En nuestro modelo experimental 
pensamos que la iNOS detectada corresponde a la iNOS monocito-marcofágica, 
pl!fO como el estímulo activador utilizado es linfocitario T específico, no podernos 
descartar que la producción de "NO también sea mediada por la eNOS linfocitaria 
T (Rciline 1996) O por una probable isoforma de la iNOS él l'S nivel. Lél activación 
linfocitaria podría inducir la expresión progresiva de la iNOS por dos vías no 
excluyentes: a) activadón linfocitaria seguida de un aumento en la producción de 
citoquinas que regulan positivamenteJa expresión de la iNOS monocitaria y b) que 
el estímulo de activación induzca directamente la expresión de una NOS 
linIocitaria T. El estimulo adicional con IL-2 Ounto con anti-CD3jPHA) produjo un 
aumento en la expresión temporal de la iNOS, pudiendo considerar a esta 
citoquina como potencia dota de su expresión, ya que se mostró infectiva por si sola 
para inducirla (dato no mostrado). 

Para valorar la expresión de 1aiNOS en pacientes VIH+, las electroforesis en geles 
de agarosa al1 % teñidos con bromuro de etidio se mostraron tan eficientes corno 
los métodos de mayor sensibilidad utilizados. Estos métodos alternativos mas 
onerosos y complejos, no mejoraron la sensibilidad de detección planteando que la 
electroforesis en agarosa reflejó con alta sensibilidad la presencia o ausencia de la 
iNOS y es en base a ella es que realizaremos nuestra discusión. 

La presencia o ausencia de la expresión de la iNOS en las PBMC en cultivo en 
condiciones basales nos permitió separar los pacientes VIH+ en dos grupos. 

En el grupo A (presencia de la iNOS en condiciones basales) los pacientes 
presentaban cantidades superiores a 300 LTCD4+jul, excepto un paciente (+12) el 
cual se encontraba en una situación de inmunodeficiencia severa (etapa SIDA). 
Este paciente cursaba una tuberculosis jIDlto a li1a hepatitis tóxica medicamentosa 
(que contraindicaba los fármacos antituberculosos), lo cual constituía una infección 
activa por Mycobacterium tuberculosis que contribuyera en la expresión de la 
iNOS. 
El otro punto de interés dentro del grupo A, fue el progresivo descenso en la 
expresión de la iNOS pqst-activación linfocitaria, llegando en algunos casos a 
desaparecer. Esta cinética de inhibición progresiva post-activación linfocitaria es 
completamente inversa a lo encontrado en los controles normales. 

La expresión en condiciones basales (sin estimulación experimental) de la iNOS 
podemos explicarla de dos maneras. La primera estaría dada por la presencia de 
un desequilibrio en la producción de citoquinas con predominio Thl (producidas 
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pOI' linfocitos Thl espontáneamente activauos), fenómeno yue se plantea pueue 
producirse en casos de Vl.H sin inmunodeficiencia severa (Bahbouhi 2004). La 
segunda explicación posible sería que la iNOS detectada se tratase de una iNOS 
linfocitaria T, teniendo como evidencia a su favor que pudiera ser solo detectada 
en los pacientes con elevado número de LTCD4+. 

La inhibición progresiva en la expresión de la iNOS post-activación linfocitaria 
podemos explicarla por tres mecanismos posibles, los que actuarían de manera 
aislada o simuJtánea, en diferente o igual proporción. La primera posibilidad y tal 
vez la mas factible, es que la activación de linfocitos ya crónicamente estimulados, 
los lleve a la ÍDactivación por el sobre-estimulo impuesto (anergia o muerte post 
activación o estado refractario a llila nueva estimulación) (Abbas 2004). La segunda 
posibilidad es que el predominio Th1 se vea alterado luego de la activación 
linIocitaria al redutarse los linfocitos Th2 (hasta entonces en reposo) desplazando 
el equilibrio hacia el predominio Tl12 capaz de inhibir la expresión de la iNOS 
(Ganster 2000), (Romagnani 1996), Una variación que no podernos descartar es que 
los linfocitos reclutados con la activación experimental sean Linfocitos T 
reguladores (CD4+ CD25+) capaces de producir IL-10 y (en menor medida) 
TGFbeta, potentes citoquinas inhibidoras de la expresión de la iNOS (Vodovotz 
1997). La tercera posibilidad podría ser que el estimulo mediado por PHA es capaz 
de estimular con mayor eficiencia las respuestas de tipo Th2 en lugar de la de tipo 
Thl (Taylor-Robínson 1994). 

En el grupo B (ausencia de la iNOS en condiciones basales) los pacientes se 
encontraban en etapa SIDA, con excepción de uno de ellos (+10) el cual tenia un 
estado de irununodepresi6n moderado a severo (234 LTCD4+jul). En todos los 
casos las cifras de LTCD4+ eran inferiores a 300juL En dos pacientes se pudo 
observar una débH y transitoria (" retardada") expresión de la iNOS post-activación 
linfocitaria, probablemente relacionada con la complicación infecciosa asociada en 
ese momento. 

La ausencia en la expresión de la iNOS tanto en condiciones basales corno 
posterior al estímulo activador linfocitario podemos explicarla de dos maneras. La 
primera estada relacionada a los casos de inmunodepresión severa (SIDA) donde 
existe un descenso de las respuestas Th1 y un mantenimiento de las respuestas de 
linfocitos Th2 que sumado al estímulo experimental se potenciaría y reclutaría mas 
linfocitos Th2, incrementando el desequilibrio aún mas hacia ese predominio 
inhibiendo la expresión de la iNOS. Otra probable explicación sería que existiera 
una relación directa entre la baja representación de la población linfocitaria y los 
disminuidos niveles de la iNOS. En este sentido nos preguntarnos: el bajo número 
de LTCD4+ hace que la concentración de citoquinas Th1 sea baja o es que se trata 
de una isoforma linfocitaria T de la !NOS? Existen datos sobre la existencia de una 
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NOS cndotclial en linfocitos T y B de sangre perifl!rica humanos normales (Rciling 
'1996), p~o no disponemos de datos de una iNOS linfocitaria T humana. 

Podemos planteéU' que para la expresión de la iNOS, el predominio Th1 (presente 
en pacientes con inmunodeficiencia leve) es responsable de su inducción y de 
manera contraria, el predominio Th2 (presente en la inmunodeficiencia severa) es 
el responsable su inhibición, pudiendo constituir la expresión de la iNOS un 
marcador indirecto de la relación Th1/Th2 en el curso de infección por VII-I-l, 
sabiendo que puede verse influenciada transitoriamente por la presencia de 
complicaciones infecciosas inteIcurrentes. Este concepto es aplicado por diversos 
autores (Kolb-Bachofen 2000), (Bogdan 1998) en la patogenia de las enfermedades 
autoinmunitarias. 
La recuperación en la expresión de la iNOS posterior al agregado de IL-2 
observada en algunos pacientes, podría ser una evidencia de la importancia de la 
.respuesta Th1 en la expresión de la iNOS. El efecto beneficioso del uso de IL-2 
corno tratamiento adyuvante a la HAART podría (Chun 1999) (parcialmente) ser 
explicado por la inducción de la iNOS lograda con este estímulo. Pensamos que la 
adición de fL...2 podría lograr la recuperación en la expresión de la iNOS, actuando 
a 4 niveles: 1) producir un "rescate" de los Thl que van a la apoptosis, 2) actu~ndo 
en la regulación del gen de la iNOS, 3) contrarregulando "el disparo" en la 
producción de IL-4 desencadenado por el PHA o 4) potenciando el efecto de otras 
citoq uinas. 

Considerando nuestros resultados nos hacernos dos preguntas: a) los cambios en la 
expresión de la iNOS son producidos por la infección por el VIH, por las 
infecciones oportw'listas o por las alteraciones inmunitarias resultantes de ambos? 
y b) constituye la expresión de la iNOS un marcador induecto de la relación 
Thl/Th2 presente en la infección por VIH-17. Obviamente para llegar a una 
correcta respuesta deberJamos utilizar una mues tra con un número mayor de 
pacientes Vll-r+ con y sin infecciones oportunistas y realizar más experiencias. 

Tomados en conjunto estos resultados permiten remarcar tres aspectos Jc 
fundamental importancia relacionados con la expresión de la iNOS y la progresión 
al SIDA: 

a) la iNOS en el curso de la infección por el Vlli-1 aparece con un nivel de 
sobre-expresión (patológico) en condiciones basales en pacientes con 
inmunodefíciencia leve y su expresión no se detecta (a pesar de un estímulo 
adecuado) en los pacientes con inmunodeficiencia severa. 

b) la expresión de la iNOS podría estar condicionada por el nivel de 
citoquinas predominante en ese momento, el cual a su vez depende de al menos 
dos variables: el estadío de la infección VIH-1 y la existencia de infecciones 
oportunistas. 
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e) la expresión de la iNOS podría constituir un marcauor inuirecto ue la 
l"l'llldón Th 1/'l'h2 en Ins illferCJ1lCs ctapas ue In infección. En este senLiuo la mayor 
expresión de laiNOS equivale a una mayor p.roporción de respuestas Th110 que se 
asocia a etapas menos evolucionadas de la enfennedad y contrariamente la 
disminución o ausencia de la iNOS estar1a revelando una respuesta Th2 y una 
mayor evolución de la enfermedad. Este comportamiento puede sufrir variaciones . 
transitorias en función de la existencia de complicadones infecciosas intercurrentes 
las cuales claramente inducen un refuerzo en la expresión de la iNOS "similar o 
mayor" al encontrado en sujetos normales. 

Determinación de la producción de especies reactivas de! nitrógeno. La 
demostración de la expresión del mRNA de la iNOS y la imposibilidad de detectar 
la enzima por WB, fueron los resultados previos antes de analizar la producción de 
"NO en las PBMC. En una primera etapa evaluamos la producción de "NO en las 
PBMC en su conjunto y en una segunda etapa evaluamos la producción de "NO a 
nivel de las diferentes sub-poblaciones celulares dentro de las PBMC. 

Detección de nitritos. Nuestra primera aproximación a la producción de "NO en 
las PBMC la hicimos detectando la presencia de nih'itos (compuestos estables de 
reacción del "NO). La determinación de nitritos por el método de Griess no tuvo la 
sensibilidad adecuada para detectar valores significativos tanto en plasma como en 
sobrenadantes de cultivo de PBMC normales y de pacientes VIH+. No pudimos 
lograr la detección de nitritos referida en múltiples trabajos que basan su análisis 
en la detección de nitritos en plasma O cultivo de PBMC (Mossalayi 1999), 
(Hermann 1997), (Groeneveld 1996), (Torre 2002) . Nuestros resultados evidencian 
que estamos en W l sistema de baja producción de "NO lo cual hace a esta técnica 
no adecuada y de baja sensibilidad en nuestras condiciones experimentales. Si bien 
en cultivos de monocitos, la reacción de Griess se ha mostrado eficiente, la 
confirmación de la producción de "NO mediante EPR supera su sensibilidad 
(Bukrinski 1995). Una manera alternativa es medir la actividad de la NOS 
(estimada por la conversión de arginina en citrulina) (Taylor-Robinson 1994) o 
medir la detección de Iútración en residuos de prote1nas mediante WB (Brito 199Y). 

Detección de "NO utilizando DAF-2 en fluorimetría: el desarrollo de nuevas 
herramientas para la detección de "NO (Na gano 1999) nos permitió ampliar el 
espectro para detectarlo en nuestro sistema experimental. Con la utilización de 
DAF-2 encontramos que la fluorescencia detectada en homogenizados de PBMC 
normales superaron en mas del 50% la fluorescencia producida por las PBMC del 
paciente VII-i+. Esta diferencia evidencia que la producción de "NO realizada por 
PBMC normales post-activación llnfocitaria es significativamente superior a la 
producción encontrada en las PBMC del paciente VIH +. Este resultado constituye 
la ptimera evidencia directa que el "NO se produce en las PBMC y es detectado en 
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nuuRtru JiseI\o experimental siendo nuestro primer dalo cuantitativo para 
diferenciar la producción de "NO entre la situación normal y la patológica. En 
trabajos recientes el DAF ha sido utilizado para la cuantificación de la producción 
de "NO aplicado en diferentes modelos celulares (Kojima 1998), (Nagano 1999), 
::aractel'izando la producción de "NO en células vivas en condiciones basales 
(L()pez~Figueroa 2001). 
Es importante especificar que la detección cuantitativa de "NO que realizamos, 
representaba el total de "NO producido por las PBMC, no pudiendo identificar si el 
"NO presente se produce exclusivamente en los monocitos o ,también se produce a 
nivellinfocitarjo. Si bien existen datos de la producción de "NO a nivellinfocitario 
en ratones (Taylor~Robinson 1994), lineas celulares T y B (Kroncke 1998) así como 
en linfocitos B normales (Mannik 1995) y patológicos (Tiscornia 2004), no se 
disponen de fuertes evidencias que demuestren la producción de "NO por 
linfocitos T humanos normales ni procedentes de pacientes VIH +. 
Podemos decir que si bien será necesario realizar estas experiencias en un número 
mayor de pacientes, la utilización del DAF-2 en la determinación de la producción 
de "NO en lisados de PBMC normales y de pacientes VIH+ es una técnica sensible 
y de alta eficiencia como herramienta cuantificadora. 

Detección de "NO utilizando DAF-2DA en microscopia de fluorescencia: el uso 
del DAF-2 nos aproximó a la cantidad en la que se produce el "NO en condiciones 
normales y patológicas, pero sin discriminar que subpoblaciones eran las 
responsables de su p1:oducdón. La utilización del DAF-2DA en microscopia de 
fluorescencia representó W1a herramienta útil para detectar la producción de "NO 
a nivel intracelular, evaluando cualitativamente y comparativamente la producción 
de "NO en las distintas sub-poblaciones que integran las PBMC con la particular 
desventaja de no poder realizar Dledidas cuantitativas. 
La citopenia característica de los pacientes Vlli+ constituyó una dificultad 
importante a considerar ya que nos limitó en la obtención de una adecuada 
cantidad de células de sangre periférica, a lo que debimos agregar otras variables 
que aumentaron aun mas el descenso del número de PBMC, destacando: a) el 
mayor desarrollo de apoptosis espontánea en células CD4+, b) el propio efecto 
atopático del VrH sobre células CD4+ en cultivo y c) el mayor grado de muerte 
celular inducido por la activación linfocitarla. 

De los resultados observados en PBMC normales podemos decir que existe 
producción de "NO a nivel de los monodtos desde el inicio de los ensayos (tiempo 
cero hora). Cabe destacar que no podemos considerar como "situación basal" a la 
condición "tiempo cero hora", siendo condiciones diferentes y no equiparables, ya 
que el solo hecho de prepararlas para su estudio (aislarlas, exponerlas a 
condiciones de cultivo, cargar el DAF, marcado con anticuerpos) insume cerca de 6 
horas, tiempo y condiciones capaces de inducir la expresión de la iNOS como ya lo 
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demostramos por RT-PCR y como se 11a reportado en divcrsos Lrabajos (Canstcr 
2000), Las PBMC normales en cultivo por 24 horas con y sin activación linfocitaria 
mantuvieron la producción de "NO, siendo inhibida por el L-NAME lo que le 
lorgó especificidad a nuestro sistema de trabajo y atribuyó a la NOS la 

producción del "NO a nivel monocitano, 

En las PBMC procedentes de pacientes Vlli+ la producción de "NO se observó 
.restringida a la población monocitaria (CD14-PE positivas) y en niveles similares a 
los encontrados en PBMC normales, tanto en condiciones de ausencia o presencia 
de activación linfocitaria. 'En el caso de las PBMC del paciente +13 encontramos 
células CDl4-PE positivas (mon oci tos) y células CD14-PE negativas 
(mayoritariamente linfocitos) que emitían fluorescencia por DAF-2T, pudiendo 
tratarse tanto de linfocitos NK, T o B. Este l'esultado constituía la primera evidencia 
de la producción de "NO a nivel de linfocitos procedentes de un paciente VIH+, 
documentando que la producción de "NO tenía su origen simultáneamente en 
monocitos y en linfocitos. 

Un hecho de importancia a considerar es que los 3 pacientes VIH+ analizados 
estaban cursando un proceso infeccioso sobre-agregado a la infección VIH-1. En los 
tres casos eran infecciones marcadoras de etapa SIDA y que coincidentemente 
podrían estar condicionando una inducción en la expresión de la iNOS. Cuando 
analizamos la expresión de la iNOS encontramos que quien no la expresaba en 
condiciones basales presentaba intensidades de fluorescencia menores en la 
microscopia. 

Mediante la microcopia de fluorescencia fue posible identificar el origen celular de 
la producción de "NO, confirmando la sab.ida producción monocitaria (Bukrinski 
1995) mediante un nuevo método, identificando además a los linfocitos como 
fuente celular productora de "NO, constituyendo una fuerte evidencia de la 
existencia de una isoforma de la NOS a nivel de los linfocitos humanos. EL DAF­
2DA en esta técnica ha sido utilizado para identificar la producción de "NO en 
líneas celulares humanas y nlurinas (Kojima 1998), (Na gano 1999), cultivos 
primarios de linfocitos B normales y patológicos (Tiscornia 2004), de endotelio 
vascular, del sistema nervioso y de fibroblastos (Lopéz-Figueroa 2001), (Takagi 
2003), pero 11asta ahora no había sido utilizado en PBMC procedentes de pacientes 
Vlli+, En el análisis por DÚCl'OSCOpia de fluorescencia, luego de la excitación la 
emisión de fluorescencia por las moléculas decae de manera variable en función 
del tiempo, disminuyendo de esta manera su identificación visual, por lo que 
constituye un método de baja sensibilidad. Esto nos llevó a pensar que podría 
existir producción de "NO en linfocitos normales y procedentes de pacientes VIH+ 
pero que requeriríamos un método mas sensible y cuya detección no dependiera 
de la agudeza visual humana utilizada en la microscopia. 
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Auwauos en su conjunlo remarcamos tI'es dalos ue mayor jerarquía: 
a) el DAF-2DA constituye una excelente herramienta para detectar de 

manera cualitativa la producción de ·NO a nivel de las PBMC normales o 
pl'occdl'nles <.le pacientes V1H+. 

b) confirmam.os la producción de "NO en PBMC de pacientes VIH+, la cual 
aparece de manera espontánea ya desde el inicio de los ensayos y se mantiene 
Luego de 24 horas de cuLtivo. 

c:) la producción del "NO esta mediada tanto por monocitos corno por 
linfocitos en las PBMC de pacientes vn-r+, siendo este el primer dato de su 
producción a ese nivel en esta patología. 

Detección de "NO utilizando DAF-2DA en citometría de flujo: la utilidad del 
DAF-2DA como sonda fluorescente capaz de detectar el "NO a nivel de células 
intactas nos permitía poder utilizarlo en citometría de flujo, método de .mayor 
sensibilidad que la microscopia de fluorescencia. 

Producci6n de ·NO en PBMC normales: identificamos que en linfocitos normales, 
luego de 12 a 24 horas de cultivo, en condiciones de no activación, se produjo la 
emisión de fluorescencia en un bajo porcentaje de los mismos (2-4 %), equivalente a 
decir que solo una pequeña proporción de los linfocitos producen "NO de manera 
basal. Luego de la activación con baja concentración de anti-CD3 y anti-CD28, el 
porcentaje de linfocitos productores de ·NO se duplicó (4-6%), demostrando que la 
capacidad de producción de ·NO linfocltaria podría ser proporcional al estimulo 
recibido, confirmando dicho planteo ya que el aumento en las concentraciones del 
mismo estímulo llevaron a que el 25% de los linfocitos produjeran "NO. El análisis 
monopararnéb'ico puso en evidencia que la media de la señal de intensidad de 
fluorescencia aumentaba claramente en los linfocitos activados, siendo estos los 
responsables mayoritariamente de la producción de ·NO. 

En el estudio de las diferentes sub-poblaciones linfocitarias normales que 
producen "NO, no pudimos utilizar la molécula CD3 ya que se internalizaba luego 
del estímulo activadoI (dato no mostrado). Estudiarnos las sub-poblaciones con 
anti-CD25 (marcador de activación) encontrando que la producción de "NO 
Linfocitaria se daba en mayor proporción en el grupo de los linfocitos activados 
(CD25+) (dato no mostrado). Identificamos que tanto los Linfocitos NK como los 
Linfocitos B son capaces de producir en baja proporción el "NO y que la mayor 
proporción (86%) de la fluorescencia emitida por el DAF-2T se originaba en 
linfocitos T. 

Producción de "NO en PBMC de pacientes VllI+: tanto en condiciones de no 
activación como de post-activación linfocitaria detectarnos producción de "NO a 
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nivel de k )5 linfocitos procedentes de pacientes VIH+. Estos datos indican la mayor 
sensibilidad de las técnicas citométrkas en la detección de fluorescencia 
dependiente del DAF en linfocitos comparado con la microscopia de fluorescencia. 
Uno c..Jl' los pacientes arriba prcscntauos (+14) presentaba una infección no 
opllrtunista lratada con buena evolución. En el encontramos un perfil citométrico 
de similares caradedsticas a los encontrados en los linfocitos normales, donde si 
bien el porcentaje de linfocitos productores de ·NO era mayor en el paciente VIH+, 
las medias de intensidad de fluorescencia en ambos casos eran muy próximas, 
deternÚDando que las iliferencias sonno significativas. 
El OU'o paciente analizado (+15) presentaba una tuberculosis pulmonar activa (no 
tratada), en el cual encontramos diferencias significativas en comparación con la 
situación normal En este ensayo encontramos que tanto el porcentaje de linfocitos 
como las medias de intensidad de fluorescencia por ellos emitida post-activación 
linfocitaria fue significativamente superior, encontrándose 10 veces por encima de 
los valores normales. Este resultado apoya el planteo que la producción de ·NO 
está fuertemente condicionada por las infecciones oportunistas coexistentes, 
contribuyendo con una fuerte inducción en la expresión de la iNOS como lo 
planteáramos con la expresión del n1RNA. Estos resultados apotarían una 
evidencia mas a la inducción de laiNOSrealizada por Mycobacterium tuberculosis 
como ha sido referida por diversos autores (Nicholson 1996), (Kahn 2001). 

Mediante la utilización del DAF-2DA en citometría de flujo ha podido evaluarse la 
producción de "NO en líneas celulares, cultivos primarios de células tumorales y 
células del endotelio vascular (Navarro-Antolin 2001), (Havenga 2001), no 
encontrando hasta ahora resultados de su utilización en linfocitos T humanos 
normales o en PUMC procedentes de pacientes VII-H. Decimos que el DAF-2DA 
constituye una excelente herramienta para ser utilizada en citometría de flujo, 
mediante la cual pudimos identificar la producción linfocitaria de ·NO y analizar 
las sub-poblaciones celulares responsables de su producción. 

Integración de los resultados y discusión general: Analizando colectivamente los 
datos discutidos, serfa importante comparar los resultados obtenidos en PBMC 
normales contra los obtenidos en PBMC de pacientes VIH+. 

En PBMe normales la expresión del mRNA de la iNOS y la producción de ·NO 
progresivas post-activación linfocitaria, se acompañaron de la producción ERN 
como el peroxinitrito, cada una de ellas demostradas por RT-PCR, fluorescencia 
del DAF (por fluorlmetrfa, microscopia y citometría) y presencia de nitrotirosina 
(por WB y cltometría) respectivamente. Encontramos que en los individuos 
inmunocompetentes la producción de ·NO se realiza tanto a nivel de monocitos­
macrófagos como de linfocitos, con una intensidad variable dependiendo del tipo 
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ue acUvaciónlliúociluJ'ia uUllzaua, t,-?..Qümuo uentJ'o d~ SUS efe<.::tos demostrados la 
generación de nilrotirosina en las proteínas de las PBMC. 

En PBMe de pacientes VlH+ encontramos la iNOS expresada de manera basal en 
pad~ntes con inmunodeficiencia leve (número de 1.TCD4+>300jul), mientras que 
en pacientes cen inmunodeficienda severa (LTCD4+<300jul) no detectamos 
expresión de la iNOS en condiciones basales, no lográndo una expresión como la 
observada en los individuos normales. En los pacientes donde se detectó la 
expresión de la iNOS tambi6n pudimos encontrar producción de "NO pero no 
pudimos correlacionar esta producción con la producción de peroxinitrito ya que 
encontramos una descendida presencia de nitrotirosina en los residuos de 
proteínas celulares tanto por WB como por citometría de flujo. 
En las PBMC de algunos pacientes Vlli+ pudimos verificar la producción de "NO 
en monodtos y al mismo tiempo encontrar fuertes evidencias de la producción de 
"NO a nivel de los linfocitos T, mediante el uso del DAF-2DA en microscopia de 
fluorescencia y citometrfa de flujo. Estos resultados nos permitieron conocer de 
manera cualitativa el origen celuJar de la producción del "NO en las PBMC de los 
pacientes VlH+, pudiendo entonces afirmar que existe producción de "NO a nivel 
de los linfocitos T, la cual tiene similares características a la producida en los 
linfocitos de individuos normales, .con la excepción de los pacientes que cursan una 
infección oportunista como la tuberculosis con potencial poder inducto.r de la 
iNOS. 
En cuanto a la magnitud de su producción, solamente en el paciente +7 pudimo.s 
cuantificar la producción de "NO en las PBMC (valorada por DAF-2 en 
fluorimet:I1a), encontrando que el "NO se produjo en cantidades mas bajas que las 
encontradas en la PBMC normales a 24 horas post-activación. 

Analizando nuestros resultados en el contexto de los datos disponibles en la 
bibliografía, encontramos que los trabajos que relacionan al "NO y al VIH-l en una 
gran proporción apuntan a descifrar la función del "NO, basándose principalmente 
en modelos que utilizan dadores de "NO e inhibido res de la NOS y de la iNOS, 
valorando replicación viral, número de LTCD4+ y desarrollo de apoptosis 
(Mossalayi 1999), (Hermann 1997), (Mannick 1999), Oiménez 2001), (Blond 2000), 
(Garcla 2001) los que pJ'esentan resultados contrapuestos, mostrando que el "NO 
cumple con un doble rol, una función protectora pero. a la vez perjudicial, 
refiriéndose al "NO como un "amigo-enemigo" (Torre 2002), dependiendo para 
eno de múltiples variables y condiciones biológicas. 
Los trabajos que específicamente valoran la producción de "NO en PBMC de 
pacientes VIH + I muestran claramente una posición de consenso en relación a la 
injuria del "NO sobre el sistema nervioso central (Adamson 1996). A nivel de las 
PBMC de pacientes VIH+, está claramente demostrada la producción de "NO a 
nivel de células de la estirpe monocitaria (Bukrinsky 1995) (Adamson 1996), por lo 
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que nuestros resultados agregarían una prueba mas de su prouucción a ese nivel 
p~o por un métouo hasla ahora no utilizado en el VlH. 

En cuanto a la producción de "NO a nivel de linfoci tos T nuestros rcsulLados 
aportan una fue.rte evidencia de su producción a ese n ivel. Son escasos los reportes 
de la literatura concernientes a la producción de "NO por linfocitos humanos, 
encontrando su producción en llneas celulares (Kr5ncke 1998), en linfocitos NK 
humanos (Ofone 2001), en linfocitos B humanos (Mannick 1995), (Tiscornia 2004) 
en tanto que en linfocitos T su producción ha sido sugerida en modelos murinos 
(evaluando producción mediante la reacción de Griess y la actividad de la NOS) 
(faylor-Robinson 1994), En linfocitos T humanos se demostró la presencia de 
eNOS (su mRNA y la proterna correspondiente) en linfocitos normales de sangre 
periférica y de anúgdala, pero no se evaluó la presencia de producción de "NO o el 
efecto de inlúbidores de la NOS en estos ensayos (Reiling 1996). En la bibliografía 
disponible no encontramos evidencia de la producción de "NO a nivel de linfocitos 
humanos en la infección pOI VIH-l, por lo que nuestros resultados realizarían una 
contribución en lo metodológico y un aporte original en lo concerniente a la 
patogenia de la infección por el Vll-l-l. 

En los datos disponibles en la bibliografía el hallazgo de producción de "NO en 
ausencia de nitraCÍón proteica in vUro en el VIH-1, constituiría también un 
resultado origina!. 

Los nuevos métodos de detección en tiempo real de producción del "NO (Nagano 
1999), utilizando el DAF-2 Y el DAF-2DA, han sido aplicados en microscopia de 
fluorescencia sobl'e lineas celulares de rata (Lopez-Figueroa 2001), fibroblastos 
humanos (fakagi 2003), linfocitos B humanos (Tiscornia 2004), células del 
endotelio vascular bovinas y células del hipocampo de ratas (Kojima 1998), En 
cuanto a su utilización en citometría de flujo encontramos su aplicación en lineas 
celulares, células del endotelio vascular humano y bovino (Navarro-Antolin 2001), 
(Havenga 2001), tejido cardiaco humano (Strijdom 2004), no encontrando trabajos 
disponibles relacionados con su uso en PBMC normales ni de pacientes VIH+, 

En el marco de la información actual disponible, creemos que nuestro trabajo 
realiza una contribución metodológica en cuanto a la caracterización de la 
producción de "NO en las sulrpoblaciones de las PBMC, realizando aportes en el 
conocinúento de la patogenia de la infección por el VIH-1, donde los resultados 
más relevantes a destacar son: 

-la expresión diferencial de la iNOS según la severidad de la 
inmunodefidenda, pudiendo su expresión ser influida por las diferentes 
infecciones asociadas al VIH-l . 
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-la corroboración de la producción de • NO a nivel monocitaria por un 
mOlodo hasta ahora no utilizado en esta patología sumado a la descripción de la 
producción de "NO a nivel de los linfocitos T en pacientes VIH+. 

-o pesar de la expresión de la iNOS y la producción de • NO detectadas en 
PBMC de pacientes VIH+ encontramos una significativa disminución en la . 
presencia de nitrotirosina en las proteínas celulares que sugieren la disminución en 
la producción de peroxinitrito. 
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 


Luego de realizar el análisis comparativo entre las PBMC en individuos normales y 
pacienLes VIH+, poniendo particular 6rúasis en las sub-poblaciones celulares 
productoras de "NO, y tratando de encontrar una proyección clínica aplicada de 
los diferentes aspectos estudiados, remarcaremos como conclusiones los cinco 
puntos siguientes: 

1) existe una disminución progresiva del mensajero inducible de la iNOS en 
la progresión de la infección llegando a una desaparición total en las etapas 
avanzadas de la enfermedad (SIDA). 

2) contrariamente a la ausencia de este mensajero en condiciones basales en 
sujetos normales, existe una sobre-expresion basal del misma en PBMC de algunos 
pacientes VIH+, lo cual hemos postulado que es la consecuencia de dos 
condiciones asociadas: a) un estado de hiperactivación crónica del sistema inmune 
y b) de la etapa evolutiva de la infección VIH en la que se encuentra el paciente 
(proponiendo como límite de corte el valor de 300 LTCD4+fuI). 

3) la producción de "NO evaluada por diferentes métodos cuantitativos y 
semicuantitativos no nos permitió observar diferencias significativas entre las 
PBMC de individuos normales y de pacientes VIH+. Adicionalmente, existe una 
sobreproducción de "NO en aquellos pacientes que cursan infecciones 
oportunistas. La disminución significativa del mensajero de la iNOS con una 
producción conservada de "NO, plantea un hecho discordante. La explicación mas 
plausible es la producción de "NO por otras isoformas de la NOS (constitutivas) 
como la endotelial, las cuales han sido descritas en estas subpoblaciones celulares, 
y que puedan encontrarse sobre-expresadas y ser responsables de la producción de 
"NO. La confirmación de esta hipo tesis requiere de experiencias adicionales. 

4) contrariamente a las PBMC normales en donde la producción de "NO 
está predominantemente restringida a las sub-poblaciones monocito-marcofágo, en 
los pacientes VIH+ las poblaciones linfocitarias producen "NO, a niveles 
equivalentes a los encontrados en monocito-macrófago. Este hecho podría también 
explicar que el compartimiento linfodtario fuera el responsable del mantenimiento 
de la producción de "NO en los pacientes VII-I+. 

5) la producción de "NO en PBMC de pacientes VIH+ no se asoció a la 
presencia de nitrotirosma en los residuos de proteínas celulares contrariamente a lo 
observado en PBMC normales. Esto podr1a ser explicado por una disminución en 
la capacidad de los monocito-macrófagos y eventualmente linfocitos, en la 
producción de especies reactivas del oxigeno capaces de reaccionar con el "NO 
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pnra producir derivados con alta capacidad oxidante y nitran te, como por ejemplo 
el peroxinitrito. A favor de esta hipótesis están las múltiples referencias 
biblbiográficas demostrando la anergia de la mayoría de los efectores celulares 
inmuniLarios, 

En base a esta conclusiones nuestras perspectivas de trabajo estarán sujetas a las 
siguientes hipótesis: 

a) la expresión de la ¡NOS y la producción de "NO durante la 
infección por el VIH-l podría estar condicionada por el nivel de dtoquinas 
predominante en ese momento, el cual a su vez depende de al menos dos 
variables: el estadio de la infección y la existencia de infecciones 
oportunistas. 

b) la expresión de la iNOS podría constituir un marcador indirecto de 
la relación Thl/Th2 presente en las diferentes etapas de la infección, 
sabiendo que la existencia de complicaciones infecciosas intercurrentes 
influirán transitoriamente en la expresión de la iNOS y en los niveles de 
citoquinas. 

c) es sabido que en el cW'so de la infección el grado de descenso de la 
población de LTCD4+ está jntimamente asociada a la frecuencia e 
intensidad de episodios infecciosos. De acuerdo a nuestros resultados, 
planteamos que en las PBMC procedentes de pacientes VIH+ que cursan 
una infección oportunista, la producción de "NO en concentraciones supra­
fisiológicas podría ser el principal desencadenan te de la apoptosis y el 
consecuente descenso de los LTCD4+ observado en el transcurso de dichas 
complicaciones. 

La utilización del DAF-2DA mostró ser una excelente herramienta para ser 
utilizada en microscopia de fluorescencia y citometría de flujo, mediante la cual 
pudimos identificar la producción lliúocitaria de 'NO y analizar las sub- . 
poblaciones linfocitarias responsables de su producción tanto en linfocitos 
normales como procedentes de pacientes VIH+, constituyendo una contribución 
metodológica de alto valor para evaluar sistemas celulares con baja producción de 
'NO. 
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l\~nHillnLll) que lru; hipólesis Je trabajo planteadas quedan respondidas 
pnrcilllmrnll', l'n ('/ sen tido que demostramos el descenso progresivo en la 
('xpn'sión Lit' la ¡NOS, 11l'I'O no pudimos cuanliricM daJ'illlll'nll' la producciúll lkl 
"Nl) l 'n los illfl'l'l,ldl)S plll' l'I VlIl-l . Pensamos l{UL' Id evalutlciún correcta de estos 

ie.nómenos deberla realizarse en muestras de pacientes VIl-I+ sin tratamiento 
onlirrl'lroviral y sin cursa r una complicación infecciosa reciente, situación poco 
frl'cul'rlll' de encontra r en lél prácLica d(n1ca como para acceder a un número de 
muestras significativo, pero que induiremos en nuestros próximos trabajos para 
arribar a una respuesta definitiva. 

Como paso inmedia to pretendemos establecer la correlación entre las 
fluctuaciones en los niveles de 'NO en concliciones basales y post-activación, en la 
inducción de la apoptosis francamente aumentada en las personas infectadas por el . 
VII 1-1 . Pensamos que la utilización de herramientas como el DAF-2DA en 
dlometría de flujo y la utilización de dadores de 'NO e inhibidores de la NOS, 
contrjbuirían en la identificación de nuevos mecanismos patogénicos que 
eventualmente podrían transformarse en elementos de valor pronóstico-evolutivo 
y blanco terapéutico, 
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