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1) ANTECEDENTES

J

Epid;l;iologia de la infeccion por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) es el agente responsable del
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Mas de 40 millones de
personas viven en el mundo con VIH-SIDA. En el Uruguay la epidemia comenz6
el 29 de julio de 1983 (primer caso identificado), reporténdose a la fecha 5318 casos
de VIH, de los cuales 2360 se encuentran en etapa SIDA. Los fallecidos totalizan
1283, estimandose un total de 12500 personas infectadas. El 70% de los pacientes
tienen entre 15 y 34 afos, con una relacion hombre/mujer de 3/1, con una
creciente proporcion en el sexo femenino. La via principal de transmision es la
sexual (70%) y dentro de esta el 66% es por contagio heterosexual. De enero a junio
de 2004 se notificaron un total de 316 casos de VIH (2 casos por dia) y 104 casos de
SIDA en nuestro pafs. Existe un crecimiento significativo en la prevalencia
existiendo un relacion de 1/1000 en 1998 que se cuadruplic6 a 4/1000 en el 2002
(prevalencia de 0,36% a junio de 2004) (Programa Nacional SIDA 2004).

| + Clinica de la infeccion VIH / SIDA

Si bien el curso de la infeccién puede tener diferencias evolutivas de un paciente a
otro, la historia natural de la infecciébn por el VIH-1 en una persona que no
recibiera tratamiento antirretroviral presentarfa tres fases sucesivas (Fauci 2003),
(Stevenson 2003).

a) Fase Aguda o de infeccion primaria (primoinfeccion): luego de 2-6 semanas del
ingreso del VIH al organismo, el 50-70% de los sujetos presentan un sindrome de
impregnacion viral o mas caracterfsticamente un sindrome mononucleésido. El
VIH abandona la circulacion sanguinea, invade 6rganos linfaticos donde se replica
hasta alcanzar una concentracién critica logrando una fuerte viremia inicial
responsable de la diseminacién del virus en el organismo, principalmente hacia
tejidos linfoides y cerebro. El antigeno p24 del VIH aparece en 2 a 6 semanas luego
de la primoinfeccién desapareciendo mientras comienza la deteccién de
anticuerpos en el lapso de 2 a 12 semanas. El tiempo entre el inicio de la infeccion y
la detecciébn de anticuerpos especificos contra el VIH se denomina perfodo
ventana, el cual puede tener una duracién de hasta 3 meses. La duracién del
perfodo agudo es de aproximadamente 6 a 8 semanas.

b) Fase crénica o perfodo asintomatico: esta fase se caracteriza por ausencia de
sintomatologia clinica, teniendo una duracion de 10 a 12 afios en la mayoria de los
pacientes. Dada la ausencia de sintomas puede considerarse a este periodo como
de latencia clinica. Sin embargo durante el mismo se produce un lento pero
progresivo deterioro del sistema inmunitario y la instalacion de una replicacion
viral cronica y persistente. Esta caracteristica lo convierte al VIH en tnico, ya que
la respuesta inmunitaria no logra eliminar el virus ni controlar su diseminacion y
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durante el curso de una aparente latencia clinica no se produce una latencia
microbiol6gica, manteniéndose a “bajo ruido” una replicacion viral incesante,
activa y persistente, convirtiéndose en una infeccion crénica. Podemos decir que la
caracteristica evolutiva principal de la infeccion por el VIH es la existencia
simultdnea de latencia clinica sin latencia microbiol6gica. Desde el punto de vista
inmunitario esta etapa se caracteriza por una pérdida progresiva de linfocitos T
CD4+ (LTCD4+) asociado a una disfuncion y/o anérgia progresiva de
practicamente la totalidad de efectores celulares del sistema inmunitario
(Macroéfagos, Linfocitos B (LB), Natural Killer (NK)y Linfocitos T CD8+ (LTCD8+).

c) Fase de crisis final, perfodo sintoméatico o de inmunodeficiencia severa (SIDA):
es el perfodo final, caracterizado por una inmunodepresién severa con una virtual
desaparicion de las respuestas efectoras antivirales especificas y una deplecion
profunda de LTCD4+ (<200/ul). Las manifestaciones clfnicas de esta fase estan
vinculadas con el desarrollo de complicaciones infecciosas por gérmenes
oportunistas, alta incidencia de ciertos tipos de neoplasias malignas como linfomas

o sarcoma de Kaposi, afectacion neuroldgica y un fuerte deterioro del estado
general.

La clasificacion utilizada para adolescentes y adultos es la propuesta en 1993 por el
Center for Disease Control de los Estados Unidos (CDC), en la que se establecen
diferentes estadfos combinando la clinica y el recuento de LTCD4+. La categorfa
clinica A corresponde a la infeccién primaria, pacientes asintométicos con o sin
linfadenopatias generalizadas; la categorfa clinica B corresponde a pacientes que
no hayan presentado enfermedades de la categorfa C, pero que si presenten
enfermedades relacionadas con defectos en la inmunidad celular como ser
candidiasis bucofaringea, leucoplasia oral vellosa, parpura trombocitopénico
idiopatico, neuropatia periférica, angiomatosis bacilar, entre otras. La categoria
clinica C corresponde a los pacientes que presenten al menos una de las siguientes
complicaciones: 1) Candidiasis bronquial, traqueal, pulmonar o esofégica; 2)
Coccidioidomicosis diseminada o extrapulmonar; 3) Criptococosis extrapulmonar;
4) Criptosporidiosis intestinal crénica; 5) Histoplasmosis diseminada o
extrapulmonar; 6) Isosporidiasis intestinal cronica; 7) Infecciéon diseminada o
extrapulmonar por Complejo Mycobacterium Avium o Kansasii u otras especies de
Mycobacterium, 8) Tuberculosis pulmonar o extrapulmonar, 9) Neumonfa por
Pneumocystis carinii, 10) Neumonfa a repeticion (mas de 2 en 12 meses), 11)
Septicemia recidivante por Salmonella, 12) Toxoplasmosis cerebral, 13)
Leucoencefalopatia multifocal progresiva, 14) enfermedad por citomegalovirus no
hepdtica, esplénica ni ganglionar; 15) Herpes simple esofagico, bronquial,
pulmonar o dlceras crénica; 16) Encefalopatfa por VIH; 17) Sindrome de
emaciacion (desgaste o wasting) por VIH; 18) Céancer cervical invasor; 19) Sarcoma
de Kaposi; 20) Linfoma de Burkit o Linfoma No Hodgkin; 21) Linfoma cerebral
primitivo. En base a estas afecciones clinicas y en combinacion con la cifra de
LTCD4+ se define una tabla de clasificacion con las siguientes caracteristicas:
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N°® de LTCD4+ Categoria A Categoria B Categoria C
> 500/ul (> 29%) Al Bl Cl
entre 200-499/ul (14 a 28%) A2 B2
<199/ul (< 14%) A3 B3 c3

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

l | ‘ Etiopitoéeni? dela i;lfe;ciénrl;o; el VIH

El VIH es un retrovirus humano integrante de la familia Retroviridae, incluido en
la subfamilia de los Lentivirus, habiéndose descrito dos variedades VIH-1 y VIH-2.
Es caracterfstica la presencia de la glicoproteina de la capside viral gp160 (con los
clasicos dominios gp120 y gp4l). La transicion de la infeccién aguda hacia la
infeccién crénica, manteniendo una replicacion viral persistente, es un fenémeno
tinico y exclusivo del VIH (Fauci 1996). La replicacién viral es activa desde las
etapas tempranas de la infeccion y el grado de replicacion viral tiene una relacion
directa con la evolucién hacia el SIDA. El deterioro inmunolégico es evaluado por
el ntimero de LTCDA4+ circulantes y por el estado de replicacién viral determinado
por la carga viral plasmética, constituyendo ambos los marcadores prondsticos y
evolutivos de la infeccion (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 interaccion con la gp120 de la
envoltura externa viral, quedando incluidos los LTCD4+ (cooperadores o "helper”),
las células de la estirpe monocitica (monocitos, macr6fagos, células de la glia) y las
células dendrfticas. El ingreso del virus a la célula requiere ademas la interaccion
con un correceptor (receptor fisiologico de quimioquinas) el cual serd diferente
segan 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-1 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 citopético directo (siendo
eliminados) o pueden sifrir los efectos citopéticos indirectos al evolucionar hacia la
disfuncién, la anergia o entrando en apoptosis. En el caso de los monocito-
macréfagos se produce la entrada del virus pero el efecto citopatico es menos
intenso, pudiendo el VIH replicarse ampliamente en estas células con escasos
efectos liticos. Esto explica que los infectados por el VIH-1 tengan un nimero
conservado de monocitos circulantes en sangre. Por lo tanto las células de la
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estirpe monocitica funcionan como un reservorio de la infeccion y constituyen un
obstaculo en la erradicacion de la infeccion (Fauci 2002).

Las caracterfsticas fundamentales en la inmunopatogenia de la infeccion por el
VIH son: a) la disfuncién y/o anérgia de los efectores inmunitarios remanentes
asociada a la alteracion en el perfil de secrecion de citoquinas e hiperactivacion

inmunitaria crénica y b) la pérdida progresiva de L.TCD4+ por mecanismos
directos o indirectos.

Disfuncién inmunol6gica y alteracion en la secrecion de citoquinas.

En condiciones normales los linfocitos T helper naives o “virgenes” pueden
diferenciarse en células efectoras, denominadas linfocitos T helper 1 (Th1) y
linfocitos T helper 2 (Th2), separacién funcional realizada en base al perfil de
citoquinas que producen. Estos linfocitos no presentan un marcador fenotipico
capaz de diferenciarlos entre si, siendo esta division exclusivamente funcional. [.os
Th1 presentan un perfil de secrecién denominado “tipo 1” caracterizado por la
secrecion de interleuquina (IL) 2, interferén gama (IFNg) y factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa). Los Th2 presentan un perfil de secrecion de citoquinas
denominado “tipo 2 caracterizado por la secrecién de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-
13. Existe ademéas un tercer subtipo identificado como ThO (precursor de Thl y
Th2), el cual produce citoquinas del patr6n de secrecion Thl y Th2. La citoquina
que caracteriza a los Th1 es el [FNg y las citoquinas que caracterizan a los Th2 son
la IL-4, IL-5, IL-6 y la IL-10. Clasicamente se plantea que la respuesta Th1 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 regulacion negativa sobre la expansion y funcion del otro subtipo, de manera
que el [FNg estimula una mayor diferenciacién Thl e inhibe la proliferacion Th2 y
por otro lado la IL-4 estimula la diferenciacion Th2 y la producciéon de IL-10 e
inhibe la proliferacion de los Thl. Asf cada sub-poblacién se amplifica a si misma y
regula de forma cruzada a la otra. Esto justifica el desarrollo de una polarizacion
en una direccion, llegando a una polarizacién extrema en los casos de infecciones
crénicas o exposiciones cronicas a antigenos, constituyendo ambos un estimulo
crénico persistente (Abbas 2004).

Se ha propuesto (Romagnani 1996) que durante la infeccion por el VIH se
producirfa un desequilibrio en la relacion normal Th1/Th2-ThO hacia un
predominio progresivo de respuestas tipo Th2, siendo éste el perfil de secrecion
que favoreceria la replicacién viral y la progresion de la enfermedad. Esta hipo6tesis
denominada “switch Th1/Th2” impulsada por Clerici y colaboradores, sostiene
que en el curso de la infeccién se produce un descenso de la respuesta Thl y una
conservacion de la respuesta Th2, pero no un aumento especifico de ella. El
descenso de los Thl explicarian en parte la falta de control inmunitario frente a las
infecciones por gérmenes intracelulares (Clerici 1993).
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Clfnicamente uno de los argumentos a favor de un predominio Th2 en la evolucion
de los infectados por el VIH-1 es el aumento de Inmunoglobulina (Ig) E plasmética,
asociada a un descenso acelerado de LTCD4+. A su vez la concomitancia con
infecciones helminticas estd asociada a una rapida progresion hacia el SIDA,
estando ambos fenémenos estrechamente ligados a la produccion de 11.-4 e 11.-5
(Romagnani 1996). Si bien esta hipotesis ha sido ampliamente difundida, existen
trabajos que demuestran ausencia de evidencia o presentan resultados
contradictorios con esta hip6tesis (Graziosi 1994).

Mas recientemente, mediante la determinacién intracelular de interleuquinas por
citometrfa de flujo sobre LTCD4+, se demostré una disminucién en la produccion
de IL-2 e I[FNg con franca reduccién en los casos en estadfo SIDA, mientras que en
las citoquinas del perfil tipo 2, se encontr6 un incremento proporcional de la I1.-4 e
IL-10, donde esta ultima se observé francamente elevada en los linfocitos
procedentes de pacientes en etapa SIDA (Klein 1997). Otros autores encontraron
que los niveles de IL-2 estaban disminuidos, existiendo una mayor susceptibilidad
a la apoptosis en los clones Thl productores de esta citoquina, en un fenémeno
asociado a la expresion de Bcl-2 (Ledru 1998). La deteccion en PBMC del mRNA de
diferentes citoquinas mediante transcripcion inversa y reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) semicuantitativa, mostr6 que existia una elevacién de IL-4 e
IL-10 y que esta elevacién-era mayor en los pacientes con elevada carga viral y bajo
recuento de LTCD4+(Altfeld 2000). Estos resultados apoyan la disminucion de la
relacion Th1/Th2-ThO, evidenciando la conmutacion en el perfil de secrecion de
citoquinas, pasando del tipo Th1 al tipo Th2, siendo estos cambios méas notorios en
las etapas con mayor deterioro inmunologico.

Otro factor participante en la produccién de la conmutacién Th1/Th2-Tho, es la
particularidad de las variantes M-tr6ficas del VIH (predominantes en la
primoinfeccion) para infectar selectiva y eficientemente los Th1, mientras que las
variantes T-tréficas (predominantes en estadfo SIDA) lo hicieron sobre los Th2
(Suzuki 1999).

Esta compleja regulacién en la secrecion de citoquinas en la infeccion por el VIH-1
puede estar influenciada por la concomitancia con otras enfermedades infecciosas
que aparecen 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 Thl en el contexto de pacientes VIH+ en
etapa SIDA (Romagnani 1996).

Otro aspecto importante relacionado al desequilibrio en la produccion de
citoquinas es la incidencia de estas en la replicacion viral, haciéndolo de manera
variable, produciendo un efecto inductor de la replicacion las IL-1, IL-2 y el TNFa o
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produciendo una modulacién negativa en su replicacion las citoquinas 11.-10 y el
factor de crecimiento transformante beta (I'GEFb) (Bahbouhi 2004). Ln esle sentido
se ha demostrado que el tratamiento prolongado con terapia antirretroviral
altamente activa (highly active antiretroviral therapy, HAART) recuper6 la
secrecion de IL-2. Los ensayos clfnicos que adicionaron IL-2 a los planes de
HAART, han demostrado la capacidad de la 1L-2 de restaurar muchas de las
alteraciones funcionales y de aumentar el nimero de LTCD4+ (con un aumento del
112% luego de un afo), logrando una reduccion sustancial del pool linfocitario que
contiene una replicacién viral viable y competente del VIH, no existiendo
diferencias significativas en la carga viral plasmatica (Davey 2000) (Chung 1999).

Si bien las evidencias in vitro abogan a favor de la disminuida respuesta Thl y la
conservada respuesta Th2, no se ha logrado in vivo establecer que exista un
cambio brusco en la secrecién, o que la separacion tajante entre estas dos clases de
citoquinas influya directamente en la progresion de la enfermedad. La alteracion
en la regulacion de la secrecion de citoquinas es compleja y no puede separarse
nftidamente en términos de polaridad de las respuestas Th1 y Th2 (Fauci 2002).

F Apoptosis en la infeccién por el VIH. I

En cuanto a los mecanismos de pérdida linfocitaria el efecto citopatico directo
viral no alcanza para explicar la pérdida profunda de linfocitos. Se ha demostrado
que la muerte de LTCD4+ en la infecciébn por el VIH-1 se produce tanto en
linfocitos directamente infectados como en los no infectados. Esto llev6 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 apoptosis, es la via de eliminacion celular
utilizada tanto en situaciones fisiol6gicas como patolégicas. Mediante la apoptosis
se activan endonucleasas que fragmentan el DNA a nivel internucleosomal en
fragmentos de 200bp o sus maltiplos. Esta activacion se lleva a cabo por la
activacién secuencial de cistefna-proteasas conocidas como caspasas, enzimas
constitutivas presentes en las células como zimogenos, describiéndose a la fecha
14 caspasas diferentes (Li 1999). En la infeccion por VIH la intensidad de la
apoptosis guarda relacion con el grado de activacion general del sistema
inmunitario y no con el estadio de la enfermedad. Los LTCD4+ de pacientes VIH+
presentaron una apoptosis espontdnea superior a la de los linfocitos de
individuos VIH negativos. La activaciéon in vitro de LTCD4+ produjo una
apoptosis mayor en aquellos linfocitos procedentes de pacientes VIH+
comparados contra los controles VIH negativos. Este fenémeno llamado muerte
celular inducida por activacion ocurre caracterfsticamente en células que han sido
previamente activadas, como es el caso del estimulo crénico de las células CD4+
de los pacientes infectados por el VIH (Badley 2000). Las PBMC de pacientes
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VII+ asintométicos, evolucionan a la apoptosis al ser activadas en presencia de
anticuerpos anti-CD3, Tanto en los LTCD4+ como en los LTCD8+ se produjo
apoptosis, demostrando que el fen6meno era independiente de la infeccién
directa por el virus (Meyaard 1992). El contacto de PBMC no infectadas con
linfocitos infectados o con proteinas de la capside viral, llevar6 a la muerte por
apoptosis tanto a las células infectadas como no infectadas (Ohnimus 1997). En el
mismo sentido, en pacientes con rapida progresion se encontré un incremento en
la actividad de la caspasa-3 y en los pacientes no progresores una inhibicion en la
actividad de la misma (Liegler 1998). Recientemente se ha demostrado que las
proteinas de la capside viral son capaces de inducir la activacion de las caspasas 3
y 6 por un proceso dependiente del receptor CD4 (Cicala 2000).

El 6xido nitrico y la infeccién por el VIH.

El establecimiento de la infecci6n lleva a la produccién predominante de agentes y
reacciones oxidantes sobre los sistemas reductores o antioxidantes, creando un
desequilibrio metab6lico genéricamente denominado estrés oxidativo. Esta
situacién lleva a un aumento en la formacién de especies reactivas del oxigeno
(ERO) y del nitrégeno (ERN). Se producen cambios a nivel monocitario y
linfocitario asociados a la alteracion funcional celular, encontrando una
disminucién en la concentracién de A4cido ascérbico, tocoferol, superéxido
dismutasa y glutation (Pace 1995), fendmenos contrapuestos a la recuperacion de la
capacidad proliferativa linfocitaria lograda in vitro mediante tratamiento con
antioxidantes (Cayota 1996).

Dentro de las ERN, el 6xido nitrico (*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 (Moncada 1991). EI *NO es sintetizado a partir del grupo guanidino de la L~
arginina (desaminacién oxidativa de la L-arginina para rendir L-citrulina) en una
reaccién catalizada por la 6xido nitrico sintasa (NOS) (Ignaro 1995). Se han
identificado 3 isoformas principales tanto en humanos como en modelos murinos,
dos de las cuales se expresan de forma constitutiva, denominadas isoforma
neuronal nNOS o NOS tipo I y la isoforma endotelial eNOS o NOS tipo 11, cuyos
genes se localizan en los cromosomas 12 y 7 respectivamente. Ambas generan
cantidades moderadas de *NO y por cortos periodos de tiempo en respuesta a
aumentos de flujos cdlcicos. La tercera isoforma, denominada NOS inducible
(INOS o NOS tipo II), cuyo gen se localiza en el cromosoma 17, estd generalmente
ausente en condiciones basales o de reposo en células de mamiferos, teniendo la
particularidad de ser inducida por una variedad de estimulos, tales como
citoquinas, polisacaridos bacterianos y factores de transcripcion (Bogdan 2000). Se
encuentra presente en diferentes células primarias, células tumorales y lineas
celulares. En células primarias puede ser encontrada en astrocitos, condrocitos,
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miocitos cardiacos, eosinéfilos, endometrio, fibroblastos, hepatocitos, keratinocitos,
células de Kupffer, epitelio pulmonar, macr6fagos, monocitos, neuronas,
neutréfilos polimorfo nucleares, osteoblastos, osteoclastos, células pancreéticas,
plaquetas, células musculares, células del endotelio vascular y células del masculo
liso vascular. En células tumorales se ha descrito en carcinomas de mama, colon,
pulmén, tdtero y melanoma. Se la encuentra presente en multiples patologfas como
ser procesos inflamatorios crénicos, enfermedades autoinmunes, enfermedades
neurodegenerativas y neoplasias malignas (Ganster 2000).

Para el caso de los linfocitos, la iINOS ha podido ser detectada en condiciones
patolégicas en linfocitos B (Mannick 1995) y linfocitos NK tanto humanos como de
raton (Cifone 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 (Krdncke 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 produccién de *NO en esas células (Reiling
1996).

Las citoquinas constituyen sus principales agentes reguladores a nivel humano,
donde los estimulos méas potentes inductores de su expresion son el TNFa, la IL-1 y
el IFNg, (potenciados por-su combinacién o administrado de forma conjunta con el
lipopolisacdrido - LPS). Las citoquinas capaces de realizar una inhibicién en la
induccion de la iNOS, son las IL4, IL-10, IL-13 y el TGFb. La inhibicién también es
lograda por diferentes farmacos como los glucocorticoides (Bogdan 2000) (Krdncke
1998).

El *NO es inestable en solucién acuosa con una vida media de algunos minutos,
constituyendo el nitrito y el nitrato sus productos de oxidacion estables. Una
importante via de reaccion fisiologica del *NO se da a través de su reaccion con el
radical superéxido (O2*), dando lugar a la formacién de peroxinitrito (ONOO")
cuya velocidad de reaccién es del orden de 6.7x10° M-1s, la cual es 3 veces mayor
que la reaccién del O;*- con su enzima depuradora la super6xido dismutasa (Huie
1993). El ONOO- presenta un alto poder oxidante y nitrante de residuos tirosina y
triptofano proteicos, que ha sido vinculado con muchos de los efectos patol6gicos
atribuidos al *NO.

En la respuesta inmune los macréfagos reciben estimulos de diferentes citoquinas,
donde la principal citoquina activadora es el IFNg. Las citoquinas inhibidoras son
la I1.-4, IL-10 e IL-13, conocidas como citoquinas desactivadoras de macrofagos, las
cuales inhiben muchas de las funciones macrofégicas. Estas tres citoquinas pueden
inhibir la produccion del *NO macroféagico dependiendo del estado de activacion
(Doherty 1995). Otra citoquina inhibitoria de la iNOS es el TGFb con un potente
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efecto inhibitorio comparable a la magnitud de la IL-10 (Vodovotz 1997). Otros
estimulos pueden inducir o inhibir la expresion de la iNOS, en especial los de
origen infeccioso. Pueden inducir la expresioén del INOS el lipo-polisacarido (LPS)
de la pared de bacterias Gram negativas, lipoprotefnas de la pared de
Mycobacterium tuberculosis, exotoxinas bacterianas como la pneumolisina del
estreptococo pneumoniae o infecciones virales como el virus de la Hepatitis C.
Contrariamente pueden inhibir la expresion de la iNOS patégenos como
Leishmania o Céndida albicans (Bogdan 2000).

La funcién 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 regulacion en la produccion de citoquinas, expresion de receptores de
superficie, proliferacién y apoptosis celulares (Bogdan 2000). En la proliferacion
celular el efecto del *NO es variable, considerando que concentraciones fisiolOgicas
son necesarias para la proliferacion y que concentraciones supra-fisiologicas son
capaces de inhibirla (Liew 1995). En muchos de estos procesos el *NO aparece con
un doble rol, pero en particular en la apoptosis, son muchos los trabajos que lo
muestran como una molécula con un rol pro y anti-apopt6tico, dependiendo de la
concentracién 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 relacién *NO y VIH se demostr6 que existe un incremento en la
produccién de *NO en los macréfagos procedentes de pacientes VIH+ (el cual es
inhibido por IL-4) (Bukrinsky 1995) asf como en los macrofagos de controles sanos
estimulados con la gp120 (Pietraforte 1994). En cuanto a los efectos del *NO en el
curso de la infeccién por el VIH-1 los resultados concuerdan en el desarrollo de
injuria neurolégica, encontrando la iNOS expresada con mayor intensidad en los
casos de SIDA-demencia severos con carga viral elevada, atribuyendo el aumento
del *NO a la capacidad de la gp41 de inducir la expresién de la iNOS (Adamson
1996). De la misma manera la elevada expresién de la iNOS, de la super6xido
dismutasa y de niveles elevados de nitrotirosina en biopsias cerebrales, han sido
parte de los marcadores de deterioro neurol6gico ligado al VIH-1 (Boven 1999).

Se ha establecido también una relacion entre 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 progresion de la enfermedad, recientemente se
realiz6 un estudio analizando el polimorfismo en su region promotora no
encontrando relacién entre ellos (Hersberger 2004).

En la respuesta inmunitaria contra el VIH el rol del *NO es controvertido,
mostrando efectos protectores (anti-virales) asi como efectos perjudiciales (pro-
virales). La misma dualidad se presenta en la modulacién de la apoptosis,
existiendo evidencias del *NO como agente anti-apopt6tico y pro-apoptético.
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La evidencias de su rol pro-viral se observan en ensayos donde dadores de *NO
estimulan la replicacién del VIH-1 en LTCD4+ (Jiménez 2001) y en monocitos-
macro6fagos (Blond 2000). Por otra parte existen evidencias de un efecto antiviral
especifico del *“NO contra el VIH a través de la inhibicion de la transcriptasa
inversa (Persichini 1999) y la proteasa virales (Persichini 1998) ambas necesarias en
una replicacion productiva viral. Otros autores (Mannick 1999) demostraron sobre
PBMC que el *NO es capaz de inhibir la replicacion del VII-1 en la infeccion
aguda y contrariamente es capaz de estimular su replicacion en las células
infectadas crénicamente.

En cuanto a la apoptosis en PBMC se ha sugerido el efecto pro-apopt6tico del *“NO
(Albina 1993), buscando otros autores correlacionarlo con la apoptosis durante la
infeccion por el VIH, no obteniendo resultados concluyentes (Hermann 1997).
Recientemente se analiz6 el efecto pro-apoptético del *NO, al estudiar in vitro
PBMC de pacientes VIH+, en quienes la adicion de dadores de *NO aument6 la
apoptosis mientras que los inhibidores selectivos de la iNOS lograron una
disminucién en la misma en las PBMC procedentes de pacientes con bajo ntiimero
de LTCD4+ (Mossalayi 1999). Por otra parte hay evidencias de un claro efecto anti-
apoptético del *NO (en modelos fuera del VIH) que lo mostraron capaz de
bloquear la cascada apoptética por inhibicion de la activacion de caspasas a
diferentes niveles (Mannik 1995).

En una sintesis del los efectos producidos por el *“NO en la infeccion por el VIH
(Torre 2002) podemos decir que participa generando efectos que favorecen la
replicacién viral (provirales) y efectos que protegen a las células (antivirales). En
los fenébmenos provirales donde el *NO esta relacionado encontramos: a) favorece
el incremento en la replicacion viral tanto en macréfagos como en linfocitos T, b)
en la neuropatogenia del VIH a nivel del sistema nervioso central contribuyendo al
incremento de la injuria encefalica, ¢) induciendo la apoptosis en monocitos y
linfocitos. En los fenémenos antivirales donde el °*NO esta relacionado
encontramos: a) induce una inhibicién en la replicacién viral y una inhibicion en la
actividad del VIH, b) produce un efecto citoprotector induciendo la expresion del
correceptor de MIP-1alfa, ¢) produce un efecto anti-apopt6tico sobre linfocitos.
Podemos decir que el efecto del *NO es doble (doble rol o rol dual del ‘NO),
dependiendo del tipo celular involucrado y de la concentracién a la que esté
presente. Ese doble rol del *NO lo observamos tanto en los mecanismos
inmunitarios de defensa, generando proteccién/injuria, asf como en la modulacion
de la apoptosis, comportdndose como una molécula anti-apoptética/pro-
apoptoética. Vale decir que el *NO tiene un efecto pleiotrépico en el sistema
inmunitario, con una relacion bifésica 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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Produccion y deteccion del *NO en células vivas

En la deteccion de la produccién de ERN y en particular del *NO disponemos de
herramientas que nos permiten una determinacion indirecta o directa. Una medida
indirecta de la produccion de *NO es la deteccion de sus productos de oxidacion
estables como son los nitritos y los nitratos, utilizando la reaccién de Griess
(Schmidt 1996) en forma aislada o previa reduccion de nitratos a nitritos por medio
de la nitrato reductasa para la mediciébn combinada de ambos productos. Otra
eventualidad es realizar la deteccién de nitrotirosina en proteinas celulares como
huella molecular de la existencia de peroxinitrito. Si bien los trabajos iniciales
demostraban el alto poder nitrante del peroxinitrito in vitro, actualmente existen
evidencias in vitro que demuestran una pobre eficiencia en la nitraciéon a las
concentraciones y condiciones biolégicas 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 utilizacién con células vivas integras in vitro
(Kojima 1998). Estas moléculas se denominaron 4-5-Diaminofluorescefna (DAF-2) y
su equivalente permeable a la membrana celular el DAF-2 di-acetato (DAF-2DA).
Para la deteccién 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
altimo caso el *NO producido a nivel intracelular es desviado en parte, hacia la
formaciéon de Trioxido de Di Nitrogeno (N20s). El DAF-2DA, un anélogo
permeable del DAF-2, es una molécula permeable a la membrana celular, capaz de
permanecer en el compartimiento intracelular gracias a la hidrolisis realizada por
esterasas citosolicas, transformandose en DAF-2. El DAF-2 es capaz de captar el
N:203 y formar el aducto fluorescente Triazolo-fluorescefna (DAF-2T) el cual emite
fluorescencia (verde) y puede ser detectada por métodos fluorimétricos. Ambos
constituyen moléculas especificas en la deteccion del *NO, adecuadas a las
concentraciones de produccién del mismo, teniendo el DAF-2 un limite para la
deteccién del *NO de 5 nmol/L. La fluorescencia del DAF-2T decae con cifras de
pH por debajo de 7,0 (Nagano 1999).

La utilizacién del DAF-2DA en microscopia de fluorescencia y citometrfa de flujo
son relativamente recientes y los trabajos disponibles se limitan a lineas celulares o
células normales y patolégicas en modelos fuera de la infeccion VIH-1 (Lopez-
Figueroa 2001), (Navarro-Antolin 2001), (Havenga 2001), (Takagi 2003), (Tiscornia
2004).

En cuanto a la expresion de la iNOS y produccién de *“NO en PBMC de pacientes
VIH+ existe acuerdo en que a nivel monocito-macrofdgico se produce una
induccién de la iNOS y un aumento en la produccion del *NO, no existiendo
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acuerdo en el efecto que produce, ya que los resultados son controversiales como
analizaremos.

En las alteraciones producidas por la infeccion del VIH-1 a nivel del sistema
nervioso central, las evidencias disponibles apuntan en la misma direccion,
concluyendo que el *NO producido por células de estirpe monocitaria
(estimuladas por el VIH-1 o sus protefnas), tiene como resultado el desarrollo de
injuria neurol6gica. Uno de los trabajos mas destacados es el de Adamson, donde
la deteccion de la presencia de la iNOS se realiz6 por RT-PCR y WB y la
produccion de *NO midiendo la produccion de nitritos (Adamson 1996).

Los trabajos disponibles que relacionan al VIH-1 y al "NO en PBMC estén dirigidos
en su mayorfa a la evaluacion de coémo se afectan la replicacion 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 encontramos los
efectos beneficiosos del *NO induciendo la expresioén de correceptores como MIP-
lalfa (Sherry 2000), la inhibicién de la proteasa (Persichini 1998) y transcriptasa
inversa (Persichini 1999). Por otra parte encontramos los efectos perjudiciales del
*NO, existiendo evidencias de que su presencia induce el aumento en la
replicacién viral en macrofagos (Blond 2000) y linfocitos T humanos (Jiménez
2001), donde en ambos trabajos se detecta la expresion de la iNOS por RT-PCR y la
detecci6n de nitritos por Griess. Mas evidencias del rol pro-apoptético del *NO es
aportado por Mossalayi y col. con el estudi6 in vitro en PBMC de pacientes VIH+,
encontrando que la adicion de dadores de °*NO produjo una apoptosis
significativamente mayor en los pacientes con bajo nimero de LTCD4+ comparado
contra los que presentan elevado niimero de LTCD4+. Encuentra que la inhibicion
de la produccién del *NO endégeno rescaté de la apoptosis los linfocitos de
pacientes con bajo nimero de LTCD4+. En estos ensayos se detectaron nitritos por
reaccion de Criess y se utiliz6 SNAP (dador de *“NO) y LMMA (inhibidor de la
NOS) (Mossalayi 1999).

El doble rol del *NO en la patogenia del VIH-1 es reportado en los trabajos de
Mannick y col. Utilizando dadores de *NO se llega a la conclusién de que el *NO
es capaz de inhibir la replicacién del VIH-1 en la infeccion aguda y al mismo
tiempo es capaz de estimular la replicacién del VIH-1 en las células crénicamente

infectadas. Es una de las evidencias mas fuertes que documentan el doble rol del
*NO en la infeccion por el VIH-1 (Mannick 1999).

En cuanto a la expresién de la iNOS y la produccién 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
deteccion de las ERN, donde en una gran proporcion se utilizan métodos de baja
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sensibilidad para el modelo de estudio disefado lo que podrfa explicar las
diferencias en los diferentes trabajos.

En ensayos clinicos el nivel de producciéon de ERN'y de *NO in vivo, en la enorme
mayorfa de los trabajos, el andlisis esta limitado a la deteccion de nitritos mediante
la reaccion de Griess, como lo revisara Torre recientemente (Torre 2002).

En cuanto a la deteccion de la iNOS in vivo en PBMC de pacientes VIH+ el trabajo
mas reciente (parte del Swiss HIV Cohort Study), se limit6 al estudio del
polimorfismo de la iNOS en los infectados por el VIH-1. En este trabajo no se
realizaron medidas de la produccién de *NO de ningtn tipo asf tampoco como de
la presencia del mRNA de la iNOS en condiciones basales. Concluyen que la
repeticion CCTTT de la region promotora de la iNOS no esta relacionada con la
progresion del VIH hacia el SIDA (Hersberger 2004).

Los estudios de expresiéon de la iNOS y produccién de *NO por las PBMC de
pacientes VIH+ in vitro de mayor relevancia son los realizados por Bukrinski. En
sus ensayos demuestra la produccién de ERN a nivel de monocitos y astrocitos,
midiendo la expresion de la iNOS por RT-PCR, los nitritos por reaccion de Griess y
la produccién de *NO mediante un equipo resonancia paramagnética electronica
(electr6n paramagnetic resonance - EPR). Demuestra en la infeccion aguda (sobre
monocitos procedentes de PBMC) y en la infeccibn crénica (en astrocitos
procedentes de muestras biOpsicas cerebrales de pacientes VIH+) que se produce
*NO en respuesta a diferentes estimulos activadores. Para el caso de los monocitos
la expresion de la iNOS comienza a ser detectada entre el 5° y 8° dfa de la infeccion
y la produccion de nitritos a partir del 7° dfa (Bukrinski 1995).

Otro estudio relevante es el de Hermann quien mide la concentracion de nitritos
mediante la técnica de Griess y la expresion de la iNOS por RT-PCR concluyendo
que no existe una elevacién del *NO producido por PBMC de pacientes VIH+ pero
que si esta involucrado en la apoptosis linfocitaria espontanea (Hermann 1997).
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Las hipétesis 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
capaz de inducir una susceptibilidad aumentada a la muerte celular apoptoética
(Brito 1999). No obstante, la nitracion de protefnas en PBMCs provenientes de
personas seropositivas para el VIH mediante citometrfa de flujo, revel6 una
disminucién significativa comparada con sujetos normales. La existencia de
nitrotirosina la consideramos como la “huella molecular” de la produccién de
peroxinitrito, el cual con su alto poder nitrante sobre residuos de tirosina y
triptofano, podria ser utilizado como evidencia de su formaci6n.

Una primera hipétesis la formulamos tomando datos de la literatura junto con
nuestros resultados, planteando que la produccion de *NO podria tener dos etapas
diferentes. Una primera etapa, en los estadios iniciales de la infeccion, ligada a una
respuesta Thl inductora de la iNOS llevando a la produccién aumentada del *NO
y una segunda etapa, presente en estados de inmunodeficiencia severa, ligada a
una respuesta dominante Th2, inhibitoria de la expresion de la iNOS y por tanto
disminuyendo la capacidad de produccion de *NO en la etapa SIDA.

Propusimos que en etapas iniciales de la enfermedad la hiperactivacién del sistema
inmune y predominio de respuestas antivirales de tipo Thl llevan a un aumento de
la expresion de la iNOS y de la produccién del *NO a nivel monocito-macrofagico
(y eventualmente linfocitario). En esta etapa habrian concentraciones
suprafisiologicas de *NO que podrfan conducir a la apoptosis a través de la
generacion de especies reactivas del *NO altamente nocivas como es el caso del
ONOQO-. En la progresi6n de la inmunodeficiencia se produciria un predominio de
citoquinas Th2 que producirfan una potente inhibicién de las respuestas Th1. Esto
llevarfa a una disminucién progresiva en la expresién de la iNOS durante las
respuestas inmunes, con una disminucién significativa o virtual ausencia de ‘NO
que provocarfa la pérdida de su efecto anti-apoptotico (observado a
concentraciones fisiologicas) y de la actividad microbicida del sistema monocito-
macréfago (desarrollando mayor susceptibilidad a infecciones oportunistas).

Una segunda hip6tesis de trabajo consisti6 en considerar que la adicion de IL-2
podria recuperar el predominio Thl y lograr inducir la expresi6n de la iNOS. La
adicién de IL-2 serfa capaz de revertir esta situacion hacia respuestas inmunes
capaces de recuperar la expresién de iNOS y la produccién del *NO con la
consecuente inhibicién del proceso apoptético y la restauracion de su actividad
microbicida.
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Las hipétesis de trabajo quedan entonces expresadas de la siguiente forma:

1) En la progresion de la enfermedad existiria una disminucion en la produccion
del *NO mayor cuanto mas severa es la inmunodeficiencia, induciendo una
predisposicion aumentada a infecciones oportunistas e incrementando la
tendencia a la apoptosis linfocitaria.

2) El *NO se produciria en diferentes concentraciones a lo largo de la infeccion,
planteando una elevada produccién en etapas iniciales (como consecuencia de
una hiperactivacion del sistema inmune) y una baja produccién en etapas de
inmunodeficiencia severa. Las alteraciones en la expresion de la iNOS y en la
produccion del *NO serian diferentes segiin el estadio de la enfermedad,
variando acorde al perfil de secrecion citoquinas predominante.

3) La deficiencia en la produccion de IL-2 caracteristica de la infeccion por VIH
podria 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:

El objetivo general fue conocer la capacidad de las PBMC para producir ERN, en
particular de *NO, analizando las diferencias en su produccién en condiciones
basales y de activacién, comparando la respuesta inmunitaria del individuo
inmunocompetente y la desarrollada en la inmunodeficiencia producida por el
VIH-1. Como parte de este objetivo general nos propusimos identificar el origen
celular de la produccion del *NO, buscando identificar y diferenciar la produccion
monocitaria de una eventual produccion linfocitaria en PBMC de pacientes
infectados por el VIH-1.

En lo especifico:

-determinar in vitro el efecto del *NO en la proliferacién y en la apoptosis de las
PBMC de individuos normales y de pacientes VIH+, mediante el uso de dadores
de *NO e inhibidores de la NOS.

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

-determinar la produccién de ERN a nivel de las PBMC control y de pacientes
VIH+, a través de:
a) determinaci6n de nitritos en plasma y sobrenadante de cultivo celulares.
b) deteccién de nitracion de protefnas.
¢) determinaciéon de la produccién diferencial de *‘NO en monocitos y
linfocitos en ambos grupos mediante el uso de sondas fluorescentes
especificas para el *NO.
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~ 3) MATERIALES y METODOS

I) Caracteristicas de los individuos incluidos en el presente proyecto

Para el presente proyecto se utiliz6 sangre periférica obtenida por puncién venosa
previo consentimiento informado voluntario.

Seleccion de pacientes VIH+ y criterios de inclusién: los pacientes incluidos en los
estudios realizados en este trabajo, cumplieron con las siguientes caracteristicas:

-serologfa positiva para VIH-1 confirmada por Western Blot

-no estar recibiendo tratamiento antirretroviral contra el VIH-1

-no estar recibiendo tratamiento corticoideo en el momento de la extraccion
de la muestra sanguinea debido a su efecto modulador negativo en la expresion de
la iNOS.

-de preferencia se incluyeron aquellos pacientes con un recuento linfocitario
y determinacion de carga viral plasmética, realizada dentro de los Gltimos 6 meses
(la ausencia de estos datos no implicé la exclusién de los pacientes).
Los criterios de inclusidn sefialados nos posibilitaron conocer la respuesta
inmunitaria de las personas infectadas por el VIH-1 en ausencia de tratamientos
farmacologicos antivirales y en diferentes etapas evolutivas de la infeccion.

Seleccion de individuos mnormales: las muestras provinieron de donantes
clinicamente normales al momento del estudio, en un rango etario comparable al
de los sujetos seropositivos. Fueron incluidos individuos con serologfa negativa
para el VIH, que en el momento de extraer la muestra sanguinea no presentaran
signo-sintomatologfa 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 afios (obteniéndose sangre en mas de una
ocasién).

Caracteristicas clinicas y paraclinicas de los pacientes incluidos: incluimos un
total de 14 pacientes VIH+, 5 de sexo femenino y 9 de sexo masculino (tabla Ia). La
edad promedio fue de 39 afos. Al momento de obtencién de la muestra un total de
8 (57%) se encontraban en etapa SIDA. De los 8 pacientes, solo en 4 disponfamos de
LTCD4+ teniendo un promedio en ellos de 61 LTCD4+/ul. La complicaci6n
infecciosa mas frecuente marcadora de SIDA en el momento de realizar el estudio
fue la tuberculosis seguido de la infeccién por Céndida.

Del total de 14 pacientes estudiados, solo 4 de ellos no presentaban en ese
momento signo-sintomatologia de una infeccién clinica evidente concomitante a la
infeccion por el VIH-1.
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N° de |Sexo|Edad| Etapa |Complicacién |Linfociosis/ul |LTCD4+/ul] CVP Estudios
codigo Infeccién| al ingreso {Oltimos 6 | Copias/ml | hechos en este
p——— (CDC) meses) {UItimos 6 trabajo
meses)
+] F 48 Al Sindrome 4200 750 - PCR,WB,SR
Depresivo
+2 M 31 A2 Nelropalia por ViH 3800 350 - PCR,SR
+3 M 36 C3 Criptococosis 490 30 - PCR,SR
Meningea
+4 M 38 C3 Linfoma No 1900 128 400.000 PCR
Hodgkin a
+5 F 24 c Neumonia 210 522 11739 PCR
Pneumocistis (hace 16 (hace 14
Carinl. meses) meses)
+6 M 22 B TBC pulmonar 700 S50 - PCR,WB,Gri
+7 M 25 Al Celulitis de 3000 559 940 PCR,WB,FL,Gri
anlebrazo
+9 F 69 Al Primo-infeccién VIH 2300 = L PCR, WB
y VHC
+10 F 61 A2 Hematuria 1800 234 - PCR
+11 M 37 €3 Candidiasis 440 36 - PCR,MFL
esofGgica Diamea
a BGN
+12 | F | 46 C Candidiasis 800 - - PCR,MFL
esofagica
1BC Meningea
+13 M 44 C3 Toxoplasmosis 1900 180 360.000 MFL
Encetdlica (hace 12 {hace 12
meses) meses)
+14 M 31 A2 Celulifis de cara 1300 256 16426 Cit-Flujo
+15 | M | 41 & IBC pulmonar 300 . ¥ Cit-Flujo
probable MAC

TABLA I: caracteristicas clinicas y paraclinicas de los pacientes estudiados. Abreviaturas ntilizadas:
CVP: carga viral plasmdtica; Cit-Flujo: estudios de citometria de flujo; FL: andlisis de fluorimetria; Gri:
técnica de Griess; MFL: estudios de microscopia de fluorescencia; PCR: reaccion en cadena de la polimerasa;
SR: deteccion de iNOS por sondas radioactivas; WB: weslern blot para nitrolirosina.

Obtencién de la muestra: los pacientes incluidos fueron reclutados en el Hospital
de Clinicas (Clinica Médica “C”), en el Servicio de Enfermedades Infecto-
Contagiosas (SEIC) y en el Hospital Maciel (Clinica Médica “1”). En todos los casos
solicitamos consentimiento informado al paciente, asf como al equipo médico
tratante. Se extrajeron 10 a 15 ml de sangre periférica anticoagulando con heparina
sodica, en tubo estéril. Dentro de las dos horas de extraida, la sangre fue procesada
en el laboratorio, comenzando la extraccién de las PBMC.

Limitantes en el trabajo con pacientes VIH+: el bajo namero de PBMC obtenido
en muchos pacientes condicioné la cantidad de ensayos que con esa muestra sc
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 infeccién por VIH-1 sumado a las
limitantes técnicas.

Existe una natural tendencia a la leucopenia (con linfopenia) propia del VIH-1,
como resultado del efecto citopético directo e indirecto del virus sobre las células
CD4+, llevando al descenso principalmente de linfocitos. A esto debemos sumarle
la depresion medular y toxicidad medular secundaria a las infecciones
intercurrentes. A su vez, dentro de las PBMC obtenidas se produce una perdida
linfocitaria resultado de la apoptosis incrementada caracterfstica de los linfocitos
de estos pacientes. A estas dificultades debemos agregarle dos limitantes técnicas:
durante el proceso de aislamiento por gradiente de densidad se produce una
pérdida inevitable del niimero de células y que durante el procesos de activacion
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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1I) Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBI\ZC)—NW

La purificacién de células mononucleares de sangre periférica (Peripheral Blood
Mononuclear Cells) (PBMC) se realiz6 mediante gradiente de densidad utilizando
Histopaque (Histopaque-1077, Sigma diagnostics). Brevemente, la sangre
heparinizada fue dilufda al medio en PBS a temperatura ambiente y depositada
sobre solucion de Ficoll-Metrizoato en wuna relacion de volimen 3:1
respectivamente. Seguidamente se centrifugé a temperatura ambiente durante 30
minutos a 800xg. Mediante pipeta estéril se procedi6 aspirar la interfase que
incluye las PBMC.

La suspensi6n celular fue lavada 3 veces en PBS centrifugando durante 10 minutos
a 400xg. Finalmente en funciébn del recuento celular las células fueron
resuspendidas en medio de cultivo (RPMI) con Suero Bovino Fetal (SBF) al 10% a
las concentraciones especificadas para cada caso.
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I1I) Cultivos in vilro, ensayos de proliferacion celular y determinacion de
apoptosis.

IT1a) Efecto de dadores de *NO e inhibidores de la NOS en la proliferacion de
PBMC de individuos normales

Cultivos de PBMC: las PBMC aisladas fueron resuspendidas en medio RPMI con
SBF 10%, a una concentracién de 1x10%/ml. 100ul por pocillo de la suspension
celular fueron depositadas en placas estériles de 96 pocillos. Los cultivos se
realizaron a 37°C en una atmoésfera de CO; al 5% durante los periodos indicados.

Ensayos de proliferacién: Luego de 48 horas de cultivo se adicioné 1 uCi/ pocillo
de timidina tritiada (*H-Timidina) y las placas fueron cultivadas por un perfodo
adicional de 24, siendo luego almacenandas a -80°C hasta su analisis. En todas las
condiciones de cultivo las muestras se realizaron por triplicado. La deteccion de los
valores de incorporacién de 3H-Timidina se realiz6 en un contador de radiacion
beta y los resultados expresados como la media de los triplicados en cuentas por
minuto (cpm).

Activacion linfocitaria. Analizamos 3 condiciones diferentes: a) sin activacion
(basal), b) activaciéon con anticuerpos policlonales anti-CD3 a 1 ug/ml y

fitohemaglutinina (PHA) a 5 ug/ml y c) activacioén con anti-CD3, PHA e IL-2 a 20
U/ml.

Dadores de *NO e inhibidores de la Oxido nitrico sintetasa (NOS). Los dadores
de *NO utilizados fueron el SNAP (S-Nitroso-N-acetyl-D, L-penicilamina) y el
NOC-18 (Alexis 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 duracion al medio celular. Las concentraciones finales de SNAP fueron de
50, 100 y 200 uM. Se hizo una solucién stock 40mM en metanol con posterior
filtracion 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
liberan 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 solucién
stock 25 mM fresca en buffer fosfato 25 mM, pH 11,4 filtrandolo para conservar la
esterilidad) y protegiendolo de la luz. Las concentraciones finales de NOC-18
fueron de 5, 10, 20, 40 y 80 uM.

Todas las dosis finales utilizadas para el SNAP y el NOC-18 no poseen efectos
toxicos para la célula, lo cual fue demostrado mediante ensayos de viabilidad
celular con colorantes de exclusion (trypan blue) luego de 24 horas de incubaci6n.
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Inhibidores de la produccién de *‘NO: el inhibidor utilizado fue el L-NAME (L-
Nitro-L-arginina-methyl ester) el cual es un inhibidor de las NOS (no especifico de
la INOS). Para evaluar la especificidad de este inhibidor, lo comparamos con su
isémero el D-NAME, metabolicamente inactivo. Preparamos una solucion stock de
100 mM y ambos los utilizamos en concentraciones finales de 5, 10 y 20 mM previa
demostracion de la ausencia de efectos tOxicos a nivel celular.

11ib) Inhibidores de la produccion de *NO y su relacion con la apoplosis en
PBMC normales: efecto del L-NAME en la apoptosis celular.

Para determinar la relacién existente entre la apoptosis celular y la ausencia del
*NO endégeno en nuestro modelo experimental utilizamos el marcado celular con
Anexina-V conjugada a la fluoresceina mediante citometria de flujo. Este método
se basa en que uno de los eventos mas precoces de evolucion a la apoptosis es la
pérdida de la asimetrfa de la membrana externa celular, por la cual la
fosfatidilserina sale de su posicién normal en la cara interna y pasa a una posicién
anO6mala en la cara externa. Este fosfolipido de membrana, en presencia de calcio,
puede unirse con alta afinidad a la Anexina-V, la cual conjugada a un marcador
fluorescente como el isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Anexina-V-FITC) puede
ser utilizada por citometria de flujo o microscopfa de fluorescencia para identificar
células en apoptosis.

Anilisis por citometria 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 incubédndolos 30 minutos a 4 °C
protegidos de la luz. Luego de lavadas en PBS, las células se resuspendieron en
500 ul de buffer de unién para Anexina-V (con elevada concentracion de calcio
para permitir la unién a la fosfatidilserina), se adicionaron 2 ul de Anexina-FITC y
se incubd durante 10 minutos para posteriormente hacer su anélisis en citometrfa
de flujo dentro de los primeros 30 minutos luego de la adicién de anexina. PBMC
sin marcar se utilizar6n como control negativo y de ajuste para evaluar la auto-
fluorescencia de las células. El equipo utilizado para la citometria de flujo fue un
analizador FACScalibur (Beckton-Dikinson), realizando la adquisicién y anélisis
sobre la ventana linfocitaria.

I1Ic) Determinacion por citometria de flujo de la presencia de nitrotirosina y su
asociacién con apoptosis en PBMC normales y de pacientes VIH+.

En cuanto a la produccion de las ERN sabemos que una de las formas posibles de
estudiarla es determinando la presencia de nitrotirosina, pudiendo hacerlo
mediante citometria 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 proteinas 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 razén 1 x 106 PBMC por mililitro de RPMI, manteniendo
durante 24 horas en cultivo a 37°C y con CO; al 5%. 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-activacion linfocitaria. La
activacion se realiz6 con el anticuerpo anti-CD3 y PHA.

Transcurrido el tiempo aspiramos con micropipeta desde los pocillos las PBMC y
fueron lavadas en PBS y resuspendidas en 100 ul de RPMI en presencia de
anticuerpos anti-nitrotirosina-PE incubdndolo 30 minutos a 4°C protegido de la
luz. Luego se resuspendi6 la muestra en 500 ul de buffer de unién para Anexina-V
(con elevada concentracion de calcio para permitir la union a la fosfatidilserina), se
adicionaron 2 ul de Anexina-FITC y se incub6 durante 10 minutos para
posteriormente hacer su anélisis 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 adquisicion y el anélisis sobre la ventana linfocitaria.
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IV) Expresi’(m del mRNA de la iNOS y de la enzima iNOS en PBMC

IVa) Expresion del mRNA de la iNOS:

Nested PCR del mensajero de la iNOS. Las PBMC fueron resuspendidas en
medio RPMI con SBF al 10%, obteniendo una suspension celular de PBMC de 5 x
106 /ml en los casos de PBMC normales. En los pacientes VIH+ el ntmero
promedio de PBMC en cada tubo fue de 7,3 x 106/ml. La suspensi6n celular fue
distribuida en 5 tubos eppendorf, conteniendo el mismo nimero de PBMC 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 sobrenadante, lisarlo con 500 ul de TRI-
reagent para extraer el ARN total y conservarlo a -20°C para su posterior
procesamiento. Analizamos una cinética de induccién bajo diferentes condiciones
de estimulacién a cero hora, 4 horas y 7 horas post - activaciéon. Sobre PBMC
normales realizamos un ensayo de manera adicional, para comparar los estimulos
inductores, ampliando el tiempo de anélisis, observando la expresion de la iNOS
hasta 12 hs post-activacion linfocitaria.

Extraccién y cuantificacion del RNA total: partimos del lisado de los pellets de
PBMC (en igual nimero en cada tubo y para un mismo paciente) utilizando 500 ul
de TRI-reagent (Sigma) para realizar la extraccion 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 ml de etanol al 75%. 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
H0 estéril. La concentracién 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/ml de ARN por cada unidad de D.O. para determinar la
concentracion en ARN de las muestras problema. Se consideraron aquellas
muestras cuya relacion 260/280 fue igual o superior a 1.7

Sintesis del cDNA: la sintesis 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 II RNAse, Gibco BRL Life Technologies)
contenidos en un volumen final de 20 ul. Mantuvimos la reaccién a 42°C durante
507, finalizando con 70°C por 10”.
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Puesta a punto de la PCR de la iNOS y la GAPD: Para controlar este
procedimiento se utilizé la amplificacion de la enzima constitutiva Gliceraldheido
3-Fosfato Deshidrogenasa (GAPD). En nuestro disefio experimental la deteccion de
la GAPD cumpli6 con dos objetivos: a) controlar la extraccion del RNA y la sintesis
del ¢cDNA y b) posibilitarnos realizar una semi-cuantificacion al comparar la
relacion en la expresion iNOS/GAPD, considerando la intensidad de la expresion
de la GAPD como la unidad de referencia.

Para amplificar el mRNA de la GAPD el par de primers utilizado fue GAPD Fow
5-CTG AGA ACG GGA AGC TTG TC-3" y GAPD Rev 5-CCT GCT TCA CCA
CCT TCT TG-3" (XXIDT Int-Tech) los cuales amplifican un fragmento de 600 pb.
Para amplificar el mRNA de la iNOS en su regién media disefiamos 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
utilizaciébn de un par de primers internos que amplifican un fragmento ubicado
entre los exones 13 a 16, teniendo como resultado de la amplificacién un fragmento
de 317 pb (figura IV). Los primers externos utilizados fueron NOS2-Fext 5-GGC
AGG ACG AGA AGC GGA GAC CC-3’, NOS2-Rext 5-GCT CCC CCG GCA 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 5-GAG CAA AGG CGC AGA ACC
GAG GG-3” (Operon Tech).
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Figura IV: Gen de la iNOS humana y su RNA conteniendo 26 exones. Se sefialan los seclores de la
primera amplificacion entre los exones 12 a 19 y de la segunda amplificacion entre los exones 13 a 16. Se
obtuvo un fragmento amplificado de la iNOS de 317 pb.

En la puesta a punto de la PCR utilizamos un termociclador Omn-E Termal Cycler
- Hybaid PCR (Hybaid Limited). Ensayamos diferentes temperaturas de annealing
y diferentes tiempos en el termociclador, utilizando una Taq DNA polimerasa
recombinante (Thermus aquaticus) (ATgen-Sistemas Moleculares).

El primer round de la Nested-PCR de iNOS y la PCR de la GAPD, utilizamos las
siguientes condiciones: 95°C por 4°, luego 30 ciclos con desnaturalizacion a 95°C
por 30”, annealing a 58°C por 1” y extensi6n a 72°C por 1°, finalizando con una
extension 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 annealing de 60°C por 1°, conservando el
resto de las caracteristicas restantes del primer round.

La identidad de los fragmentos amplificados fueron determinadas por secuenciado
nuecelotidico del fragmento amplificado.

Deteccion de los fragmentos amplificados: los amplicones obtenidos fueron
analizados sobre geles de agarosa al 1%. En aquellos casos donde no pudo lograrse
la visualizacién del fragmento amplificado en geles de agarosa con bromuro de
etidio, utilizamos métodos de detecciébn mas sensibles, recurriendo para ello a
electroforesis en geles de acrilamida con tinciébn con nitrato de plata y a la
deteccion sobre peliculas radiograficas mediante utilizacién de sondas radioactivas
(southern-blot). Para este ltimo método se disefi® una sonda especifica de unién
al fragmento de la iINOS amplificado que pudiéramos marcarla con Fo6sforo
radioactivo (*?P). Brevemente, el producto de amplificacién de una PCR de la iNOS
fue corrido 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 purificacion
utilizando Gene-Clean Kit (Bio 101-Promega). Dicho amplic6n fue marcado con
ATP radioactivo utilizando el Ready-Primer-Kit (Promega) de acuerdo a las
especificaciones aportadas por el fabricante. Para la deteccion por southern blot, se
procedié 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 autorradiografico durante 72 horas a -80 °C.

IVb) Deteccién de la enzima iNOS mediante Western Blot:

Caracteristicas del cultivo de PBMC: las PBMC normales fueron resuspendidas en
medio RPMI con SBF 10% y depositadas en tubos eppendorf a razén de 7 x 106
PBMC por mililitro de RPMI, manteniéndolas 24 horas en cultivo a 37°C y con 5%
CO,. Transcurrido el tiempo se obtuvieron los pellet celulares y se
~ homogeniezaron en buffer de lisis (Tris 25 mM pH 7.5 al 2% de SDS y glicerol 5 %)
y se conservaron a -20°C hasta la realizacién del WB. Definimos 4 condiciones: a)
tiempo cero (condiciones basales), b) sin activacion a 24 horas, c) activacién a 24
horas y d) activacion a 24 horas en presencia de IL-2. Se midi6 la concentracion
proteica por el método del 4cido Bicinconfnico (BCA) (Bicichoninic acid method,
Pierce, Rockford, IL, USA) y 50 ug de protefnas totales fueron sembradas por linea
en geles de poliacrialmida SDS (SDS-PAGE) al 8%.

Las muestras conteniendo 50 ugr de protefnas fueron mezcladas con el buffer de la
muestra (Tris-HCL 10 mM, pH 6,8, SDS 1% y glicerol 5%) y sometidas a 94 °C
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 macréfagos de ratén activados).
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Electro-transferencia a membranas de nitrocelulosa: para la transferencia
utilizamos membranas de nitrocelulosa con poros de 045 um de didmetro. La
electro-transferencia se realiz6 con buffer Tris-glicina-etanol al 20 %, durante 2
horas a 250 mA constantes y a 100 Volt. Finalizada la transferencia tefiimos con
rojo Ponceau para verificar la correcta transferencia y lavamos con PBS. Los sitios
de unién no especificos fueron bloqueados incubando las membranas durante toda
la noche en una solucién de bloqueo hecha con PBS-Tween 0,1% con BSA 5% (50
ml por cada membrana) a 4°C. Se lavaron las membranas de nitrocelulosa en
agitacion durante 5 minutos 1 vez con solucién de lavado hecha con PBS-Tween
0,1%.

Incubacién de anticuerpos: para la inmuno-deteccion de la iNOS utilizamos un
anticuerpo policlonal anti-iINOS hecho en conejo (anti-iNOS rabbit, BD
Transduction laboratorios, Lexington, KY, USA) el cual estd dirigido contra el
sector carboxi-terminal de la protefna iNOS (aminoécidos 961-1144) que muestra
reactividad contra la iNOS humana. El anticuerpo primario anti-iNOS se utiliz6 en
diluciones 1/500 y 1/1000 en solucién PBS-Tween 0,1%, albimina 1 mg/ml
incubando por 2 horas (prepardndose 4 ml por cada nitrocelulosa). Realizamos 4
lavados de 5 minutos cada uno con solucién de lavado. Posteriormente las
membranas fueron incubadas en presencia de un anticuerpo secundario anti-IgG
de conejo conjugado a la peroxidasa (DAKO, Paris, France) diluido 1/2000 en una
solucion PBS-Tween 0,1%, albmina 1 mg/ml, incubdndolo durante 1 hora
(prepardndose 4 ml por cada nitrocelulosa). Posteriormente se realizaron 4 lavados
de 5 minutos cada uno en solucién de lavado. Los western fueron revelados por
quimioluminiscencia utilizando ECL Supersensible (Enhanced chemiluminescence
detection supersignal system, Pierce, Rockford, IL, USA) utilizando film
radiografico de alta sensibilidad, realizando exposiciones secuenciales entre 1 y 15
minutos.

Re-incubacion 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
solucién de bloqueo, para luego reiterar la secuencia correspondiente. La solucion
de stripping se compone de Tris-HCL 62,5 mM pH6,7, 2-mercapto-etanol 100 mM
y SDS 2%. Se incubaron las membranas en 50 ml de esta solucion durante 5 a 30
minutos a 50°C, se lavaron y se reinici6 de este punto con el bloqueo de las
membranas.
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V) Determinacién de la produccion de especies reactivas del nitrégeno

Va) Deteccion de nitrifos en el sobrenadante de cultivos de PBMC. Utilizacién
de la técnica de Griess.

Como primera aproximacion a la produccion de ERN por las PBMC, nos
planteamos realizar la medida de nitritos (productos estables de degradacion del
*NO) en el plasma y en el sobrenadante de cultivos de PBMC normales y
procedentes de pacientes VIH+ utilizando para esto la técnica espectrofotométrica
cldsica de Griess (Schmidt 1996). Mediante la misma es posible estimar la
produccion de *NO realizando la medida de la acumulacién de sus productos
estables de degradacion: el nitrito (NO2) y el nitrato (NOs7). Como esta técnica s6lo
mide la presencia de nitrito, la determinacién de nitratos requiere un paso previo
de reduccién utilizando la nitrato reductasa. Debemos considerar que el *NO
puede oxidarse a nitrito o en nitrato en diferente proporcion dependiendo de las
condiciones del microambiente y del potencial redox del medio biol6gico. Debe
tenerse en cuenta por tanto que el *NO medido bajo forma de nitrito no
necesariamente es el *“NO producido por el sistema en cuestion. La sensibilidad de
deteccion 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 aumenta la sensibilidad en la deteccién de nitritos en fluidos
biol6gicos es la utilizacién de una enzima con alta especificidad por el nitrato, la
nitrato reductasa la cual reduce el nitrato transforméndolo en nitrito. A 300 ul de
sobrenadante de cultivo (previamente incubado por 10 min a 4°C) se le adicionaron
secuencialmente 150 wul de solucion de P-amino-benceno-sulfonamida
(sulfanilamida) al 1% en HzO y posteriormente 150 ul de N-1-naftil-etilendiamina
(NEDA) al 0,5% en acido acético al 30%. La reaccion transcurrié a temperatura
ambiente y protegida de la luz directa, leyendo posteriormente en
espectrofotémetro a 570 nm de longitud de onda.

Para la cuantificacién y como control positivo se realiz6 una curva estandar de
calibracién con concentraciones conocidas de nitrito de sodio entre 62.5 uM y 0.12
uM (NaNO3), que resuspendimos en medio RPMI y en buffer KRP (Krebs, Ringer,
Fosfato, Glucosa). La utilizacion del buffer KRP se consider6 necesaria dado que es
incoloro (sin indicadores de pH) evitando de esta manera interferencias agregadas,
siendo ademés capaz de mantener la viabilidad celular durante el tiempo que
requiere el andlisis. El buffer de KRP se utiliz6 a pH de 7,2 y una osmolaridad de
310 mOsm. El nivel absoluto de deteccién referido por diferentes autores es de
entre 30 a 60 pmol de nitrito o nitrato por 300 ul 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 medida de nitritos tanto en plasma como en sobrenadantes de
cultivos de PBMC normales y procedentes de pacientes VII+. Ll plasma normal y
de pacientes VIH+ se obtuvo de la misma muestra sanguinea de donde
obtendrfamos las PBMC, centrifugando la sangre periférica durante 5 minutos a
3000 rpm. Los cultivos con PBMC se realizaron en tubos eppendorf utilizando 5 x
10¢ PBMC/ml de medio, incubando a 37°C y con CO2 5%. El cultivo se realiz6 en
diferentes condiciones: condiciones basales (sin activaci6n), activacién con anti-
CD3 y PHA con y sin IL-2. Del cultivo de las PBMC se obtuvicron alfcuotas de
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-glucosa-SBF 10%. Todas las medidas realizadas se hicieron por duplicado.
Las muestras obtenidas se depositaron en placas de ELISA (NUNC-maxisorp) y se
realiz6 su lectura espectrofotométrica en el lector Multiskan MS a 570 nm a los 10,
15 y 20 minutos de transcurrida la reaccion colorimétrica.

b) Determinacién de la presencia de nitrotirosina en proteinas de las PBMC
mediante Western blot.

Analizamos la presencia de nitrotirosina en protefnas celulares de
homogeneizados de PBMC normales y de pacientes VIH+ mediante la técnica de
Western Blot (WB) con anticuerpos policlonales anti-nitrotirosina. Las PBMC se
resuspendieron en RPMI con SBF 10%, distribuyéndolas en tubos eppendorf a
razon 5 x 106 PBMC/ml. Se mantuvieron los cultivos durante 24 horas a 37°C y con
CO; 5%. Las mismas las analizamos en condiciones basales (tiempo cero) y luego
de 24 horas de cultivo sin y con activacién. Transcurrido el tiempo de cultivo se
obtuvieron los pellet celulares, se descart6 el sobrenadante y se procedi6 a su lisis
en solucién de lisis con SDS al 2%, conservandolos a -20°C hasta la realizacion del
ensayo. Se utilizaron como controles negativo y positivo albimina sérica bovina
(BSA) nativa y albimina nitrada in vitro en presencia de 0.5 mM de ONOO-
(albimina-NO) respectivamente. En ambos casos las cantidades absolutas de
proteina 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 concentracion de 50 ug por linea. Las muestras y
controles fueron sometidos a electroforesis en policacrilamida al 10% (SDS-PAGE)
y electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa de 0,45 micras.

Finalizada la transferencia tefiimos con rojo Ponceau para verificar la correcta
transferencia y lavamos con PBS. Los sitios de unién no especificos fueron
bloqueados incubando las membranas durante toda la noche en una solucién 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-deteccién de nitrotirosina se realiz6 con un
anticuerpo policlonal hecho en conejo anti-nitrotirosina producido en nuestro
laboratorio. El anticuerpo primario anti-nitrotirosina se utilizé en diluciones 1/500,
1/800 y 1/1000 en solucién PBS-Tween 0,1%, albtimina 1 mg/ml incubando por 2
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horas. Luego de los lavados se incub6 la membrana con un anticuerpo anti-IgG de
conejo conjugado a la peroxidasa (DAKO anti rabbit , Paris, France) diluido 1/500,
1/1000, 1/2000 y 1/4000 en una solucién PBS-Tween 0,3%, albumina 1 mg/ml
durante 1 hora. Se realizaron lavados y revelamos utilizando ECL Supersensible
(Enhanced chemiluminescence detection supersignal system, Pierce, Rockford, IL,
USA), de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Se realizaron exposiciones
sobre film radiografico de alta sensibilidad de 1, 3, 5, y 10 minutos a temperatura
ambiente.

En algunos ensayos las membranas fueron reutilizadas previo tratamiento de
“stripping” (Tris-HCL 62,5 mM pH§,7, 2-mercapto-etanol 100 mM y SDS 2%
durante 30 min. a 50°C) para eliminar los anticuerpos fijados.

¢) Deteccion de la producciéon de *NO en lisados de PBMC mediante utilizacién
del 4-5-Diaminofluoresceina (DAF-2) en fluorimetria.

Para evaluar la producciéon de *NO auténtico se utiliz6 la diaminofluoresceina
(DAF-2) la cual forma un aducto con el *NO, el DAF-2T, que fluorece a 512 nm de
longitud de onda y puede ser determinada mediante fluorimetria. Realizamos la
determinacion de la produccién de *“NO en homogeneizados de PBMC utilizando
un nimero elevado de células para lograr valores de fluorescencia relativa dentro
del rango de sensibilidad del equipo detector. Estos ensayos fueron realizados en
colaboracién con la Dra. Cecilia Brito y la Dra. Ana Denicola de la Facultad de
Medicina y Ciencias de la Universidad de la Reptblica respectivamente.

Caracteristicas del cultivo de las PBMC: el ensayo se realiz6 sobre PBMC
suspendidas en RPMI con SBF al 10% las cuales se distribuyeron en tubos
eppendorf, manteniendo el cultivo durante 24 horas a 37°C y con 5% de CO». Las
PBMC se utilizaron en diluciones de finales entre 5 y 8 x10¢/ml de medio.
Estudiamos las PBMC en condiciones basales (tiempo 0 hora) y a 24 horas post-
activacion con anti-CD3 y PHA utilizados a razon 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 patr6n de
referencia para la cuantificacién se utilizaron diferentes concentraciones de *‘NO
auténtico. El DAF-2 se utiliz6 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 normalizacién, de manera que cada muestra
contuviera el mismo niamero de PBMC por tubo de reaccion. Los homogeneizados
celulares fueron incubados durante 2 horas con DAF-2 en concentracion 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 maximo de emision de fluorescencia a 50 minutos y en una longitud de
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onda de 510 nm. Los valores basales de fluorescencia espontanea fueron\g
de los valores obtenidos en los ensayos.

d) Deteccion de la produccion de *“NO en PBMC intactas: utilizaciéon del DAF-
2DA en microscopia de fluorescencia.

Los ensayos con DAF-2 DA sobre células intactas por microscopfa de fluorescencia
nos permitieron identificar y disecar el origen celular de la produccion de *NO a
nivel de las PBMC mediante la utilizacién de doble marcado para identificar las
distintas subpoblaciones celulares. Para demostrar la especificidad del ensayo
utilizamos el L-NAME a una concentracion final de 10 mM (inhibidor de la NOS).
Las PBMC aisladas fueron diluidas en medio RPMI con SBF 10%, distribuyéndolas
en tubos eppendorf, a razén de 1 a 5 x 108 PBMC por ml de medio. Se incubaron a
37°C con 5% de CO; durante 24 horas. Analizamos varias condiciones: tiempo 0
hora, tiempo 24 sin y con activacion 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 continu6é el ensayo sin ser sometidas a criopreservacion,
finalizando con su observacion en el microscopio a 6 horas de extraidas.

Los tiempos de incubacién fueron variables, ensayando 2, 6 y 24 horas para
analizar su efecto inhibitorio. EIl D-NAME se utiliz6 con las mismas caracterfsticas
que el L-NAME.

Adiciéon del DAF-2DA a las PBMC: el ingreso del DAF-2DA al interior de las
PBMC (“cargado celular del DAF”) se logré llegando a una concentracion final de
1 uM. Los pellets celulares obtenidos se resuspendieron en 100 ul de RPMI
agregando el DAF-2DA partiendo de una solucién de trabajo 100 uM. Las
incubaciones se realizaron durante 2 horas, a 37°C, con 5% de COz en ambiente
protegido de la luz. El momento de realizar el cargado de DAF-2DA fue una vez
finalizados los pasos de activacion o inhibicién (si correspondia) de manera previa
a la adici6n de anticuerpos marcadores. 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 resuspendi6 en 50 ul de RPMI frfo, agregéndole una gota de
medio de montaje (Fluorescent Mountain Medium, Dako) para depositarlo sobre el
portaobjetos y cubriéndolo luego con el cubreobjetos. Se guardaron a temperatura
ambiente protegidas de la luz y se realiz6 su andlisis por microscopia de
fluorescencia en los 30 minutos siguientes. La visualizacién se realiz6 en un
microscopio Optiphot Labophot (Episcopic-Fluorescence - Nikon), el cual cuenta
con un equipo digital para el registro de imdgenes, que fueron adquiridas y
analizadas mediante el programa Imagen-Pro-Plus 5.1. En cada caso el campo
observado fue analizado utilizando filtros Opticos diferentes: 1) sin filtros de
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fluorescencia para observar la morfologfa de las PBMC, 2) con los filtros G y 580 w
para observar la fluorescencia emitida en el rojo de la PE y 3) con los filtros B y 515
w para poder observar la fluorescencia emitida en el verde del DAF-2T. De esta
manera, sin mover el campo de observacién y cambiando secuencialmente los
filtros, pudimos observar cual era la morfologfa de la PBMC involucrada, si eran
CD14-PE positivas o negativas y cuales podian emitir fluorescencia por el DAF-2T
(produccion de °*NO). Para adquirir las imagenes los tiempos de exposicion
utilizados por la cAmara digital fueron los mismos para cada fluorocromo.

e) Deteccion de produccion de *NO por Citometria de Flujo:utilizacién del DAF-
2DA para la deteccion de *NO.
!

Objetivo y consideraciones previas: los trabajos con microcopia de fluorescencia
nos posibilitaron identificar la produccion de °*NO a nivel monocitario y
linfocitario, lo que nos llevé a proponernos dos objetivos: a) conocer que porcentaje
de linfocitos eran capaces de producir *“NO y b) dentro de ellos cual era la sub-
poblacién principalmente responsable de esa produccién. Planteamos utilizar el
DAF-2T en citometrfa de flujo, constituyendo una técnica donde las publicaciones
disponibles son pocas, limitadas a lineas de cultivo celular no encontrando datos
de su utilizacién en PBMC humanas. Por tanto entendemos necesario relatar con
mayor detalle la puesta a punto de la técnica y su adaptacion a nuestro sistema de
experimental. Este trabajo fue realizado en colaboracién con el Dr. Daniel Scott-
Algara, de la Unité Biologie des Rétrovirus, Institut Pasteur, Paris, Francia.

Caracteristicas del cultivo de PBMC y de la activacion linfocitaria: planteamos
comparar las diferencias en la produccién de *NO entre PBMC activadas y no
activadas, utilizando un estimulo activador linfocitario. En este caso la activacién
fue realizada utilizando anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, los cuales fueron
adheridos a la fase sé6lida de la placa de cultivo (inmovilizados), a través de un
anticuerpo policlonal anti-Ig de raton. Se opt6 por este estimulo ya que los
anticuerpos inmovilizados desarrollan una activacion mas potente que los
anticuerpos en fase soluble. Optamos por no utilizar PHA ya que las PBMC se
tornan méas fragiles, lo que descenderfa su nimero durante la manipulacion.
Utilizando placas de cultivo de 24 pocillos (NUNC) incubamos el anticuerpo
policlonal anti-ratén en concentracién de 5 ugr/ml en PBS, sembrando 500 ul por
pocillo, dejéandolo durante la noche a 4°C (alternativamente 2 hs a 37°C). Luego
descartamos el sobrenadante y agregamos los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28
agregando 500 ul por pocillo incubdndolo durante 2 horas a 37°C. La activacion
linfocitaria se realiz6 en dos condiciones proporcionando un estimulo con baja
concentracién (0,5 ug/mil) y otro con alta concentracion (5 ug/ml) de los dos
monoclonales. Pasado el tiempo de adhesién, descartamos el sobrenadante y
adicionamos las PBMC.
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La suspension celular de PBMC normales y de pacientes VIH+ se utilizaron a
razéon de 0,5 a 1 x 10¢ PBMC por ml de medio RPMI con SBF al 10%, incubandolas
en placas de 24 pocillos (NUNC), sembrando en cada pocillo 1 ml de la suspension
celular, manteniéndolas a 37°C y con CO; al 5% durante 12 a 24 horas. Analizamos
las PBMC normales a 24 horas de cultivo sin y con activacion y a 24 horas post-
activacion linfocitaria en presencia de L-NAME. Las PBMC de pacientes VIH+
dado el menor niimero de células obtenido, analizamos los cultivos a 24 horas sin 'y
con activacion linfocitaria. Cada una de las condiciones experimentales fue
realizada por triplicado repitiendo los ensayos en al menos dos oportunidades
encontrando reproducibilidad en las experiencias.

Adicion del DAF-2DA a las PBMC: para el “cargado celular del DAF” incubamos
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 incubo6 el
pellet celular con el DAF-2DA fueron de 0,1, 1, 5 y 10 uM, partiendo de una
dilucién de trabajo de 100uM. Comparamos las diferencias en el agregado del
DAF-2DA antes o después de la activacién linfocitaria, para lo que cargamos el
DAF-2DA dos horas antes o dos horas después de la activacion linfocitaria. Los
ensayos fueron analizados por citometrfa de flujo a diferentes intervalos de tiempo,
analizandolos a 5, 6, 7, 12 y.24 horas posteriores al cargado el DAF-2DA.

Efecto de la inhibicion de la NOS por L-NAME: a las PBMC contenidas en 1 ml
de medio se les adicion6 el L-NAME utilizdndolo en una concentracién final de 5
mM, partiendo de una dilucién de trabajo de 500 mM. Con iguales caracterfsticas
se ensay6 el D-NAME. El inhibidor fue incubado durante 12, 18 y 24 horas. En los
casos donde el tiempo de incubaciéon del L-NAME fue superior a las horas de
incubacién del DAF-2DA, la incubacién con L-NAME debi6 ser interrumpida para

cargar el DAF-2DA a las PBMC, para luego proceder a la re-adicion posterior en
igual concentracion.

Fijacion con Para-Formaldehido (PFA): realizamos ensayos comparativos frente a
la utilizacién de PFA en concentracion final de 1%, para valorar el efecto de la
fijacién sobre la sefial fluorescente emitida por el DAF-2T. En este caso, el dailo
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.

Detecciobn del DAF-2DA en el analizador FACScalibur: el aducto DAF-2T
presenta una excitacién a 490 nm y tiene una emision 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 proliferacion celular y determinacién de
apoptosis.

1a) Efecto de dadores de *NO e inhibidores de la NOS en la proliferacion de
PBMC de individuos normales.

En las PBMC en condiciones basales (ausencia de activacion linfocitaria) los
registros obtenidos estuvieron todos préximos al nivel minimo de sensibilidad del
equipo, por lo que no se detectaron cifras significativas de incorporacién de
timidina. La adici6n 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 observ6 una significativa
inhibicién dosis dependiente de la proliferacion inducida por anti-CD3 y PHA
(figura 1A). Como se puede observar, la inhibicion por NOC-18 fue de menor
magnitud siendo significativos los valores de inhibicién a las dosis mas altas
utilizadas (80 uM). Teniendo en cuenta la diferente 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 preducen 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 proliferacion celular. Parad6jicamente el L-NAME
como potente inhibidor de la NOS también produce una inhibici6n significativa en
la proliferacién inducida por CD3 y PHA. Estos datos sugieren que la proliferacién
se verfa favorecida o inmodificada en un rango de concentraciones moderadas o
“fisiologicas” de “NO mientras que la ausencia o exceso del mismo tendrfan un
mismo efecto inhibidor.

La estimulacién simultdnea con anti-CD3, PHA e IL-2 indujo similares respuestas
inhibitorias tanto para el SNAP como para el L-NAME (figura 1B). Contrariamente
en presencia de IL-2 se observé un aumento significativo de la proliferacion con
NOC-18 a dosis bajas (20 uM), mientras que a dosis mas elevadas el efecto

inhibitorio de la proliferacion fue sensiblemente menor al observado en ausencia
de IL-2. '
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Proliferacion de PBMC control activadas
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Figura 1A: Proliferacion de PBMC con activacion linfocitaria con anti-CD3 y PHA. Efecto de la
presencia de dadores de *NO (SNAP: 2 - 4 y NOC18: 5 - 7) e inhibidores de la produccion de *NO (L-NAME:
8 - 10) a diferentes concentraciones.

B Proliferacion de PBMC control activadas |
con anti-CD3, PHA e IL-2.
Efecto de dadores e inhibidores de la produccién de NO
‘ 1: control

2: SNAP 200uM
3: SNAP 100uM
4: SNAP 50uM

- ’ 5: NOC18 80uM
6: NOC18 40uM

7: NOC18 20uM

8: LNAME 20mM
9: LNAME 10mM
10: LNAME 5mM

Figura 1B: Proliferaciéon de PBMC con activacion linfocitaria con anti-CD3, PHA e IL-2. Efecto de
concentraciones crecientes de dadores de *“NO (SNAP: 2 - 4 y NOC18: 5 - 7) e inhibidores de la produccion de
*NO (LNAME: 8 - 10).
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1b) Inhibidores de la produccion de *NO y su relacién con la apoptosis en
PBMC normales: efecto del L-NAME en la apoptosis celular.

En PBMC normales encontramos que en condiciones basales los linfocitos totales
se encuentran en un 13% en apoptosis de manera espontdnea (basal) y que los
LTCD4+ y los LTCD8+ tienen el mismo porcentaje de ellos en apoptosis (Anexina-
V-FITC positivos en un 3,9% y 5,0% respectivamente). Cuando analizamos la
muestra 24 horas post-activacion encontramos que los CD4+ son un 10,6% y los
CD8+ un 10,1% positivos para Anexina-V-FITC (siendo estos Gltimos los que mas
evolucionan proporcionalmente a la apoptosis). Cuando evaluamos 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 1C). Esto evidencia que la ausencia de NO bloquea el desarrollo
de apoptosis llevandola a cifras por debajo de la condiciones basales siendo el
efecto inhibitorio significativamente superior en los linfocitos CD8+.

No activadas 0 hs Activadas 24 hs Activadas +LNAME 24 hs
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Figura 1C: Audilisis por citometria de flujo sobre PBMC control. Sobre gate linfocitario se analizan las
PBMC a 0 hora, 24 hs post activacion y 24 hs post-activacion en presencia de L-NAME. Arriba: andlisis
mnexina-FITC Vs, CD4-Cy5PE. Abajo: andlisis anexina-FITC Vs. CD8-PE

Frnesty Casroli 38



Muaestria Prodn. Bio abril 2005

1¢) Determinacién por citometria de flujo de la presencia de nitrotirosina y su
asociacion con apoptosis en PBMC normales y de pacientes VIH+.

Realizaremos la discusion utilizando datos de diferentes muestras sanguineas que
fueran representativas de nuestras experiencias. Los anélisis con PBMC normales a
tiempo cero, mostraron que existe un 14,5% de linfocitos Anexina-V-FITC positivos
(en proceso apoptotico) 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 activacion linfocitaria encontramos que los linfocitos Anexina-V-FITC positivos
son el 26,2% de los cuales algo mas de la mitad (15,7%) son también positivos para
nitro-tirosina (figura 1D). Como se puede observar en el panel inferior de la figura
1D, en los linfocitos provenientes de PBMC de pacientes VIH+, existe un claro
aumento en el porcentaje de células apoptoéticas tanto en condiciones basales como
de post-activacion ( 23,5% y 37.3% respectivamente). Podemos observar que el
porcentaje de linfocitos positivos para nitrotirosina esta significativamente
disminuido o virtualmente ausente tanto en condiciones basales como post-
activacion (aproximadamente 5% y 6% respectivamente).

2 B% 48% 5% 16.7%
-

=]

Linfocitos
normales

0+
2.7%

el = 1=
Anavina - FITC 41 9% Aneving = FTTC 10.5%
Tiempo 0 hs N P
Tiempo 24 hs post-activacién
21% N
X 30% 32%
e S — e ——
Nitro-PE Nitro-PE
o
Linfocitos
VIH+ =
=
=]
o i 107 o ne
4% Anavina - FITC W% 34.1%

Anexina - FTTC

Figura 1D: Andlisis por biparamétrico por citometria de flujo de la nitracion proteica y proceso de
apoptosis de PBMC normales y de pacientes VIH+. El analisis se realiz6 sobre ventana linfocitaria
excluyendo monocitos. Panel superior: linfocitos normales no activados (tiempo 0 hs) y 24 hs post activacion.
Panel inferior: andlisis de linfocitos provenientes de un paciente VIH+ representativo en analizado en
idénticas condiciones. Nitro-PE: anticuerpos anfi-nitrofirosina conjugados a la Fico-Eritrina; Anexina-FITC:
anexina V isotiocianato de fluoresceina.
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Podemos resumir diciendo que en PBMCs de sujetos VIH+ observamos un
aumento en la proporcién de células apoptoéticas tanto en condiciones basales
como post-activacion comparado contra las células normales. Por el contrario, los
niveles de protefnas intracelulares nitradas post-activacién son extremadamente
bajas o inexistentes en sujetos VIH+, lo que evidencia una ausencia de asociacion
entre la nitracion y la apoptosis y a la vez una escasa produccién de agentes
nitrantes en VIH+, pudiendo explicarse tanto por una disminucién en la
produccién de *NO, de superOxido u otras especies reactivas, o bien de una
disminucién de ambos.
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2) Expresion del mRNA de la iNOS en PBMC normales y de pacientes VIH+:

Expresion del mRNA de la iNOS en PBMC normales: en las PBMC normales
activadas con anti-CD3 y PHA encontramos que en condiciones basales (0 hora) no
detectamos la presencia de la iNOS, pero que progresivamente comienza a ser
identificada, siendo evidente a 4 horas, llegando a su méxima expresion a 7 horas
de iniciado el estimulo, comenzando luego a descender. Como control de cantidad
de material se utiliz6 la enzima constitutiva GAPD (figura 2A).

Horas
activacion 0 4 7

GAPD 600 pb

iNOS 317 pb

Figura 2A: fragmento amplificado de la iNOS por PCR observados en gel de agarosa al 1% tincion
con bromuro de etidio. Cinética de induccion de la iNOS humana con PBMC normales.

En las PBMC normales comparamos la expresion cinética de la induccién de la
iNOS en condiciones basales y en cultivo sin activaciébn y post-activacion
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 expresion de la
iNOS. En PBMC en cultivo con o sin estimulo activador linfocitario encontramos
que la iNOS se expres6 a 7 hs, seguida de un franco descenso a 12 hs. En el caso
donde la activacion linfocitaria se realiz6 con los tres estimulos de manera
simultanea (anti-CD3, PHA e IL-2), la expresion de la iNOS fue claramente
identificable a 4 hs, aumentando a 7 hs, haciéndose maxima a 12 hs (figura 2B).

Horas Basal Sin activacién Activacién Activacion
anti-(CN2 + PHA Anti-CD3 + PHA + 11 .2

0 4 i 12 A s 12 4 7 12

activacion

GAPD 600 pb

iNOS 317 pb

Figura 2B: fragmento amplificado de la iNOS por PCR observados en gel de agarosa al 1% tincion
con bromuro de etidio. Comparacion de cinéticas de induccion de la iNOS humana.
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Estos resultados demuestran claramente una induccion en la expresion de la iNOS
en PBMCs normales, mediada por la sola exposicién a la superficie de cultivo asf
como por activadores linfocitarios especificos, en donde la intensidad y tiempo
post-activacion de su expresion se ven potenciadas por la adicién de IL-2.

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

A) un grupo de pacientes con una sobre-expresion basal de transcriptos para
la iINOS cuyos niveles descienden progresivamente luego de la activacion hasta su
desaparicion total en un lapso variable de entre 4 y 7 horas.

B) un grupo de pacientes con ausencia de dichos transcriptos en condiciones
basales, en donde la expresién post-activacion no fue detectable o bien se observo
una expresion transitoria y de muy baja intensidad, expresion que fue considerada
como sub-6ptima comparada con la contraparte normal.

GRUPO A: GRUPO B:
Presencia de la iNOS a 0 hs. Ausencia de la iNOS a 0 hs.

Horas de 0 4 7 Horas de

aclivacion activacion

GAPD n

+ l GAPD
INOS #1000 Lo
INCR

GAPD
GAPD
+4 (*
( )i‘\"OS

+7
INOS

GAFPD
+9 GAPD

INOS +3 (%) NGS
INCA
GAPD
+12(*)
INOS

GAPD
+6 (*
( )iNOS
GAPD
GAPD

+11 (‘)NOS

+2
INOS

Figura 2C: Deteccion del fragmento amplificado de la iNOS en gel de agarosa tefiido con bromuro
de etidie realizado en 10 pacientes VIH+.
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Queremos destacar que dentro del grupo A, obtuvimos muestras sanguineas en
dos ocasiones diferentes del paciente +1 (lapso de separacién de 3 meses), siendo
procesadas y analizadas con el mismo protocolo de trabajo, obteniendo resultados
con idénticas caracteristicas 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 neumopatia aguda comunitaria (dato no mostrado).

El paciente +5 no se incluy6 en el balance del total de los casos del grupo B ya que
se trata de una situacion excepcional (figura 2D). La ausencia en la expresion de la
iNOS probablemente podria haber estado influida por la presencia de un factor
asociado: la utilizacién de hidrocortisona como parte del tratamiento de la
neumonia a Pneumocistis Carini.

Haras de 0 4 7

uctivacion

Figura 2D: Deteccion del fragmento amplificado de la iNOS en gel de agarosa con bromuro de
etidio, en PBMC del paciente +5.

Una descripcion particular queremos realizar del paciente +7: en este caso, en la
expresion de la iNOS encontramos una doble banda a tiempo 0 hora y 4 horas que
podrfa 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 expresion,
a 4 horas la situacién es a la inversa siendo la banda de 317 pb la menos intensa,
detectando a 7 horas post activacion solamente una banda a 317 pb (figura 2E).

Horas activacion 0 4 7

GAPD 600pb

INOS 317pb

Figura 2E: Deteccion del fragmento amplificado de la iNOS en gel de agarosa con bromuro de
etidio, en PBMC del pacientes +7. Probable splicing alternativo en la expresion de la iNOS.
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Efecto de la activacion linfocitaria en presencia de [L-2 en la expresion de la
iNOS en PBMC normales y de pacientes VIH+:

En las PBMC normales la activacion linfocitaria en presencia de IL-2 produjo un
aumento en la magnitud de la expresion de la iNOS asi como un aumento en su
expresion temporal. La potenciacion en la expresién 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-2 la expresion de la
iNOS era débil (tendiendo a desaparecer) pero a 7 hs en presencia de IL-2 se
produjo una clara recuperacion de la expresion basal de la iNOS, llegando (o
superando) el nivel de expresion inicial (figura 2F).

Horas de A) Situacién basal B)Activacion sin IL-2 7 hs C)Activacion con IL-2 7 hs
activacion

iNOS 317 pb

Figura 2F: Deteccion del fragmento amplificado de la iNOS en gel de agarosa con bromuro de
etidio, en PBMC del paciente +1.

Identificacion del fragmento amplificado por RT-PCR de la iNOS por métodos
de mayor resolucioén: con el objetivo de aumentar la sensibilidad en la deteccion de
los transcriptos de la iNOS observados en geles de agarosa tefiidos con bromuro de
etidio, utilizamos dos métodos alternativos de mayor sensibilidad: a) tincién en
plata sobre geles de electroforesis en poli-acrilamida y b) mediante técnicas de
southern blot sobre DNA amplificado utilizando sondas radioactivas especificas de
la iNOS. Seleccionamos material amplificado PCRs de tres pacientes: +1 (iNOS
claramente identificada en agarosa), +2 (INOS observada solamente a 0 hora en
agarosa) y +3 (iNOS no detectada en agarosa).

Deteccion del fragmento amplificado de la iNOS mediante electroforesis en
geles en poli-acrilamida con tincion con plata: usamos geles en diferentes
concentraciones encontrando un bandeo inespecifico sin aumentar la resolucion
obtenida con los geles de agarosa con bromuro de etidio para identificar la iNOS
(datos no mostrados).
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Deteccion del fragmento amplificado de la iNOS mediante sondas radioactivas
marcadas con ¥P: con este método en el paciente +1 confirmamos la tendencia a
desaparecer de la iNOS observada en los geles de agarosa. En el caso del paciente
+2, pudimos mejorar la resolucion ya que identificamos con una mayor intensidad
la expresion de la iNOS a tiempo 0 hs, volviéndose identificable la expresién a 4 hs
(que no observabamos en los geles de agarosa). En el paciente +3 no detectamos la
iNOS en ninguno de los tres carriles, de la misma manera que en los ensayos con
geles de agarosa (figura 2G).

Pacientes +1 +2 +3
Horas 0 4 7 0 4 7 0] 4 7
Activacion

INOS 317pb

Figura 2G: Deteccion del fragmento amplificado de la iNOS detectados mediante sondas
radioactivas especificas.
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3) Deteccion de la enzima iNOS mediante Western Blot.

Si bien en nuestro laboratorio se puso a punto la técnica utilizando como controles
positivos macréfagos 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 expresién de la proteina
madura, lo cual es coherente con los datos disponibles en la bibliograffa. Por tanto
no pudimos analizar en este trabajo la presencia de la protefna madura sabiendo
que no siempre la presencia del mRNA especifico se correlaciona con el nivel de la
proteina que traduce. Este podria ser uno de los ensayos a re-estudiar en un futuro.
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4) Deteccion de nitritos en el sobrenadante de cultivos de PBMC. Utilizacién de
la técnica de Griess,

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

' Nitrito de 625 312|156 | 78 | 39 | 1,95 | 097 | 0,48 | 024 | 012
Sodio (uM)

[D.0.(570nm) | 0,520 | 0,263 | 0,133 | 0,070 | 0,036 | 0,020 | 0,010 | 0,006 | 0,002 | 0,001

Tabla 4: datos nitrito de sodio en RPMI.

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

Con el fin de determinar cualitativamente la nitracién de proteinas de PBMC
normales y de pacientes VIH+, procedimos al analisis por WB de homogeneizados
celulares mediante el uso de anticuerpos policlonales anti-nitrotirosina. Como
controles negativo y positivo utilizamos albtimina nativa y albimina nitratada en
presencia de peroxinitrito 100 mM. Como se puede observar en la figura 5, la
especificidad de la técnica estd evidenciada por la fuerte inmuno-reactividad de la
albtimina nitrada y la ausencia de la misma en la albGmina nativa (carriles 1 y 2
respectivamente en la figura 5). En el caso de la albamina nitrada es posible
observar bandas adicionales que corresponden a otras proteinas séricas
contaminantes del proceso de purificacion de la misma.

Normal VIH+ +1

66 kDa - o . )
O";n

20kDa - 20 kDa -

17 kDa - 17 kDa - : !

14 kDa- | 14xDa- I’ '

Figura 5: deteccion de nitrotirosina mediante WB sobre residuos de proteinas de PBMC nonmnales y
de 4 pacientes VIH+. Los pesos moleculares aparentes se indican a la izquierda (kDa); 1: albitmina nitrada;
2: albiimina no nitrada; A: PBMC a tiempo 0 hs; B: PBMC a 24 hs sin activacién; C: PBMC a 24 hs post-

activacion,

En el caso de las PBMC normales encontramos dos bandas, una préxima a 66 kDa
y otra menor entre 66 y 20 kDa, lo que traduce la presencia de nitrotirosina en
maltiples residuos (probablemente de diferentes proteinas). A 24 horas post-
activacion se observa una (tenue) tercera banda proxima a 20 kDa. Las bandas
observadas a 0 hora son de menor intensidad que las observadas a 24 horas y en
estas tltimas la intensidad es atin mayor en las que tienen 24 horas post-activacion.
Podemos decir que el perfil de nitracion es de similares caracteristicas, siendo la
intensidad de la nitracién mayor en las muestras con 24 horas de cultivo (figura 5).
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En las PBMC de pacientes VIH+ el patrén de nitracién proteica en el WB es
completamente diferente al identificado en la situacién normal. Al analizar los
pacientes +1, +6, +7 y +9 observamos la ausencia de bandas correspondientes a
nitrotirosina, pudiendo decir que estamos frente a una ausencia de nitracién
proteica 0 a niveles bajos no detectables por esta técnica. En los 4 pacientes
analizados no encontramos diferencias en la nitracién entre 0 y 24 horas con y sin
activacion (figura 5).

Nuestros resultados muestran que en PBMC normales encontramos nitrotirosina
en diferentes residuos de proteina existiendo diferencias entre la condicion basal y
la detectada a 24 horas y que de manera contraria, en las PBMC de pacientes VIH+,
la caracterfstica fue la ausencia en la deteccién de nitrotirosina tanto a 0 como a 24
horas. Estos resultados van en el mismo sentido que los encontrados por citometria
de flujo sobre células intactas donde documentamos la casi ausencia de
nitrotirosina en las proteinas de las PBMC procedentes de pacientes VIH+.
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6) Deteccion de la produccion de *‘NO en lisados de PBMC normales y de
pacientes VIH+, Utilizaciébn del 4,5-Diaminofluoresceina (DAF-2) en
fluorimetria.

En primer lugar realizamos una curva de calibracién con *NO auténtico a fines de
analizar la cinética de reaccioén 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 méxima emision de fluorescencia es a 510 nm y que el tiempo 6ptimo
para realizar dicha deteccion es a los 50 minutos de finalizada la incubacién de dos
horas con el DAF-2 (figura 6, parte A). Logramos identificar muy bajos valores de
fluorescencia espontdnea que no interfirieron con la deteccién de la fluorescencia
especifica y a su vez fueron sustraidos a los valores de emision obtenidos para el
DAF-2. En la figura 6 mostramos un ensayo fluorimétrico representativo del
paciente VIH +7 comparado con lisados de PBMC normales. En el mismo
mostramos la emisiébn de fluorescencia del DAF-2T producido por los
homogeneizados celulares luego de 24 horas post-activacion linfocitaria con anti-
CD3 y PHA, donde las unidades de fluorescencia relativa (URF) emitidas a 510 nm
fueron de 3,1 para las PBMC normales y de 1,50 para las PBMC del paciente +7.

En suma podemos decir que la fluorescencia detectada en lisados de PBMC luego
de 24 horas de activaciéon linfocitaria, fue francamente superior en las PBMC
normales comparada contra la fluorescencia encontrada en lisados de PBMC de un
paciente VIH+, realizando la comparacién luego de normalizadas en ntmero y
utilizando los mismos parametros de tiempo y longitud de onda en el equipo.

S——

—
0 - u T
500 530 540 560 580 500 o &% - w0
Wavalangtn (nm) -
Deteccion RFU del DAF
Cinética de deteccion NO-DAF. Comparacion lisados PBMC control Vs VIH+,
(RFU unidades de fluorescencia relativa) (RFU unidades de fluorescencia relativa)

Figura 6: Deteccion de la fluorescencia del DAF-2T en el FLUO-Star - Galaxy. A) Cinética de
defeccion de la fluorescencia emitida por el aducto NO-DAF (DAF-2T). B) Deteccion de la fluorescencia del
DAF-2T emitida por homogeneizados de PBMC normales y del paciente +7 a 24 horas post-activacion
linfocitaria. RFU: unidades de fluorescencia relativa; nm: longitud de onda en nanémetros.
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7) Deteccion de la produccion de *“NO en PBMC intactas: utilizacién del DAF-
2DA en microscopia de fluorescencia. Comparacién entre PBMC normales y de
pacientes VIH+.

Las condiciones de trabajo utilizadas para la puesta a punto del cargado del DAF-
2DA en las PBMC (concentracién, tiempo y temperatura) fueron aquellas que
permitieron un mayor rendimiento en la deteccion de la fluorescencia en las PBMC
normales, utilizandolas 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

Deteccion de la fluorescencia del DAF-2T en PBMC normales: en la figura 7A
vemos que en ausencia de estimulo existe una fuerte sefial de fluorescencia
especifica inicamente en células CD14+ (monocitos) tanto al inicio de los cultivos
(Hempo 0 hora) como luego de 24 horas de cultivo. A nivel linfocitario (células
CD14 negativas) s6lo se puede observar una tenue emisién de fluorescencia,
cercana a los niveles de fluorescencia basal o espontdnea del DAF. Post-activacion
no se logra un refuerzo en la sefial de fluorescencia especifica a nivel linfocitario
por lo que no podemos demostrar un aumento en la produccion de *NO en estas
condiciones. Como era de esperar la presencia de L-NAME en los cultivos inhibié
fuertemente la fluorescencia a nivel de los monocitos. La incubacién durante 24
horas con D-NAME no indujo cambios en la fluorescencia a nivel de los monocitos
(dato no mostrado).
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PBMC
normal

Imagen en ausencia de Anti CD14-PE DAF-2DA
excitacion

Tiempo 0

Tiempo 24 hs
Sin activacién

Tiempo 24 hs
Post activacién

Tiempo 24 hs |
Sin activacion |
Efecto L-NAME

Tigura 7A: utilizacion del DAF-2DA en microcopia de fluorescencia en PBMC normales. Desde

arriba hacia abajo se analizan los tiempos 0 hora, 24 horas sin activacion, 24 horas post-activacion y 24 horas
en presencia de L-NAME,

Deteccion 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 0 y tiempo 24 sin activacion linfocitaria,
condicionados por el bajo namero de PBMC obtenidos. En el tercer paciente (+13)
analizamos tiempo 0 y tiempos 24 horas sin y con activacion, 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 0 hora como a 24 horas sin activacién 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 monocitos persistié a 24 horas siendo los resultados similares a los
encontrados en PBMC normales tanto al inicio como al final del cultivo.

PBMC

Imagen en ausencia de Anti CD14-PE DAF-2DA
VIH+11 excitacion

Tiempo 0 hs

Tiempo 24 hs
Sin activacién

PBMC
VIH+12

Tiempo 0 hs

Tiempo 24 hs
Sin activacion

Figura 7B: utilizacion del DAF-2DA en microcopia de fluorescencia en PBMC de pacientes VIH +11
y +12. Desde arriba hacia abajo se analizan los tiempos 0 hora y 24 horas sin activacion.

Paciente +13: en estas PBMC a tiempo 0 hora detectamos fluorescencia emitida por
el DAF-2T a nivel de dos tipos celulares: a) en células CD14-PE positivas (los
monocitos) y b) a nivel células CD14 negativas (sefialadas con un circulo en la
figura), mononucleadas y de tamafno mas pequefio que los monocitos observados,
caracteristicas morfologicas que sugieren se traten de linfocitos (figura 7C). En las
muestras analizadas con 24 horas con y sin activacion linfocitaria la fluorescencia
persistio en las células CD14-PE positivas (monocitos) pero ya no se detectaron
células CD14-PE negativas que emitieran fluorescencia. Los ensayos realizados con
L-NAME sobre las PBMC de este paciente indujeron un franco descenso de la
emision de la fluorescencia, fendmeno que no se produjo con la adicién de D-
NAME (datos no mostrados).
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Figura 7C:utilizacion del DAF-2DA en microcopia de fluorescencia en PBMC del paciente VIH +13.
Desde arriba hacia abajo se analizan los tiempos 0 hora y 24 horas sin y con activacion. En tiempo 0 horas se
sefialan en civculos las células mononucleadas CD14 negativas (linfocitos) que emitian fluorescencia con el
DAF-2T en condiciones basales.

Podemos resumir diciendo que en PBMC normales encontramos emisiéon de
fluorescencia por el DAF-2T en monocitos tanto en condiciones basales como en
condiciones post activacién la cual persisti6 a 24 horas. La fuerte inhibicién
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 persisti6 a 24 horas sin activacion y post-activacion,
observando ademas la presencia de células mononucleadas que en condiciones
basales emiten fluorescencia y cuya morfologia 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 situacién inmunitaria diferente uno de
otro.
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8) Deteccion de produccion de *NO por Citometria de Flujo: utilizacién del
DAF-2DA para la deteccion de ‘NO en PBMC control y de pacientes VIH+
utilizando la Citometria de Flujo.

Inicialmente procedimos a la puesta a punto metodol6gica del ensayo, utilizando
PBMC normales, analizando simultdneamente dos variables: la concentraci6n
Optima de trabajo y el tiempo de incubacion del DAF-2DA sobre muestras por
triplicado. Dichos procedimientos fueron necesarios debido a que no existen
reportes en la literatura de andlisis por citometrfa utilizando DAF sobre células
mononucleares humanas. La concentracién de trabajo del DAF-2DA se estableci6
en 10 uM luego del anélisis de una amplia gama de concentraciones. Establecimos
un perfodo éptimo de incubacién minimo con dicha sonda entre 12 y 24 horas para
obtener una sefial detectable y especifica. En cuanto al momento 6ptimo para el
agregado del DAF-2DA a los cultivos, encontramos que la sefial de mayor
magnitud se observo cuando el agregado se realiz6 2 hs después de la activacion.
Se analiz6 la realizacién de estos ensayos sobre células fijadas en PFA al 1% pero la
sensibilidad fue francamente inferior a la obtenido con células frescas.

Resultados en PBMC normales: todos los andlisis se realizaron sobre una ventana
de andlisis que incluyé especificamente la poblacién linfocitaria. La poblacion
monocitaria fue analizada en ventanas analiticas separadas cuando las condiciones
experimentales lo permitieron debido a su baja proporcién en las muestras (alto
nimero de adhesién de los macréfagos a la placa de cultivo asf como el menor
porcentaje en que integran las PBMC). El andlisis de los monocitos (CD14-PE
positivos) tanto en condiciones de activacién como de no activacion, mostr6
emision 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 activacion y no activacion, en ausencia de
DAF-2DA ni marcadas con anticuerpos, seleccionamos los eventos
correspondientes a la sub-poblacion linfocitaria en funcién de la difraccion de la
luz incidente en diferentes dngulos lo cual es funcién del tamafio y complejidad
interna de las células (FSS y SSC). Sobre dicha ventana (R1 en figura 8A) se realiz6
el anélisis biparamétrico utilizando la fluorescencia emitida por el DAF-2DA en
abscisas (FL1) en funcién de su propiedades morfologicas (SSC).

Sobre la ventana seleccionada y manteniendo los mismos parametros, analizamos
los linfocitos cargados con DAF-2DA en condiciones de activacién y no activacion.
En condiciones de no activacién encontramos que el 2% de los linfocitos emiten
fluorescencia especifica (figura 8A). En condiciones de activacion linfocitaria
encontramos en FL1 que entre el 4 a 6% de los linfocitos emite fluorescencia
especifica cuando el estimulo activador fue realizado con una baja concentracion
de anticuerpos anti CD3 y anti CD28 (figura 8B).
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El anélisis monoparamétrico de la poblacién linfocitaria cargada con DAF-2T en
condiciones de no activacion mostr6 una media de 290 (figura 8A)
significativamente inferior a la media encontrada en los linfocitos cargados con
DA-2T en condiciones de activaciéon cuyo valor fue de 4,96 (figura 8B). Cabe
destacar que los valores de las medias descritas estdn en una escala logarftmica.
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Figura 8A: anilisis por citometria de flujo de las PBMC normales sin activacion linfocitaria.
Arriba seleccion de la ventana linfocitaria (R1) y ajuste de valores de auto-fluorescencia (sin DAF). Abajo:
ventana linfocitaria mostrando que el 2% de los linfocitos emitian fluorescencia para DAF-2T. Andlisis
monoparamétrico mostrando que la poblacion linfocitaria con DAF-2T presentd una media de intensidad de

fluorescencia de 2,90.
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Figura 8B: andlisis por citometria de flujo de las PBMC normales post-activacion linfocitaria.
Arriba seleccion de la ventana linfocitaria (R2) y ajuste de valores de auto-fluorescencia (sin DAF). Abajo:
ventana linfocitaria mostrando que el 4,2% de los linfocitos emitian fluorescencia para DAF-2T. Andlisis
monoparamétrico mostrando que la poblacion linfocitaria con DAF-2T presentd una media de intensidad de

fluorescencia 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 andlisis monoparamétrico de la poblacion
linfocitaria en condiciones de no activacion y activacién, evidencié una media en
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3,79 y 7,10 respectivamente (figura 8C).
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Figura 8C: andlisis por citometria de flujo de las PBMC normales pre y post-activacion linfocitaria
con elevada concentracion de anti-CD3 y anti-CD28.

Los mismos linfocitos fueron analizados en condiciones de activaciéon pero en
presencia del inhibidor de NOS el L-NAME, encontrando que inhibia la
fluorescencia en el 40 a 50% de estos linfocitos. El fenémeno de inhibicion se
produjo en tanto en monocitos (dato no mostrado) como en linfocitos activados y
no activados (figura 8D). El D-NAME no produjo cambios en la emisiéon de la
fluorescencia (dato no mostrado). Cuando analizamos las diferentes sub-
poblaciones productoras de *NO, encontramos que post-activacién, del total de
linfocitos que emitian 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 emitian fluorescencia con el DAF-2T (figura
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Figura 8D: andlisis por citometria de flujo de las PBMC normales post-activacién linfocitaria con
elevada concentracion de anti-CD3 y anti-CD28.
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Resultados en PBMC de pacientes VIH+: mostramos 2 pacientes representativos
(VIH +14 y +15) en los que debido al bajo nimero de linfocitos y al requerimiento
de ensayar cada condici6n por triplicado, limitamos los analisis a la deteccion de
fluorescencia en condiciones de activacién y no activacién linfocitarias. La
activacion se realiz6 con baja concentracioén de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28.
La adquisicion de la sefial fue obtenida siguiendo los mismos pasos que en las
PBMC normales. En el paciente VIH+14 el anélisis de la ventana linfocitaria en
condiciones de no activacion y de activacién, mostré en FL1 que el 5,2% y de 94%
respectivamente de todos los linfocitos emitfan fluorescencia especifica
(produccion de *NO) con una media de fluorescencia de 2,81 los no activados y de

5,78 post-activacion (figura 8E).
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Figura 8E: anilisis por FACS sobre la ventana linfocitaria de las PBMC del paciente VIH +14 con activacion
linfocitaria con baja concentracion de anti-CD3 y anti-CD28. Arriba izquierda: en los linfocitos sin
activacion, el 5,2% emite fluorescencia con DAF-2T. Arriba derecha: en los linfocitos post-activacion el 9,4%
emiten fluorescencia con DAF-2T. Abajo las representaciones monoparamétricas sobres las ventanas
linfocitarias sin activacion y con activacién. Comparacion con y sin DAF-2DA en cada situacion.
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En el paciente +15 el andlisis de la ventana linfocitaria en condiciones de no
activacion y de activacion, mostr6 en FL1 que el 34,1% y el 62,3% respectivamente
de todos los linfocitos emitian fluorescencia (producian *NO). La media de
fluorescencia encontrada fue de 9,31 en los no activados y de 40,68 post-activacion

(figura 8F).
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Figura 8F: andlisis por FACS sobre la venfana linfocitaria de las PBMC del paciente VIH +15 con activacion
linfocitaria con baja concentracion de anti-CD3 y anti-CD28. Arriba izquierda: de los linfocitos sin activacion
el 34,1% emite fluorescencia con DAF-2T. Arriba derecha: en los linfocitos post-activacion el 62,3 % emiten
[fluarescencia con DAF-2T. Abajo las representaciones monoparaméltricas sobres las ventanas linfocitarias sin
activacion y con activacion. Comparacion con y sin DAF-2DA en cada situacién.

Como hemos observado, la senal de fluorescencia especifica encontrada pone en
evidencia la produccion de *NO en una baja proporcion de linfocitos (2-3%), los
cuales sin mediar estimulacién producen *NO, duplicandose ese porcentaje post-
activacion (4-6%), presentando una media de fluorescencia de 3,0 y de 5,0

respectivamente.
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Cuando analizamos los pacientes VIH+ encontramos que aquellos que no
presentaban una complicacion infecciosa asociada al VIH tenfan una produccion
de *NO linfocitaria de similares caracteristicas a los normales. Si bien el porcentaje
de linfocitos productores de *NO era mayor, las medias de fluorescencia especifica
encontradas tenfan valores proximos a los encontrados en los linfocitos normales.
Donde si encontramos una diferencia significativa fue en los linfocitos de pacientes
VIH+ que presentaban una complicacion infecciosa asociada en curso, donde los
linfocitos comenzaban a diferenciarse en dos grupos, encontrando que los
linfocitos productores de *NO en condiciones de no estimulacién eran cerca del
30% del total con una media de fluorescencia de 9,3 y que post-activacion
superaban el 60% con una media de fluorescencia superior a 40.

Podemos decir que la produccién linfocitaria de *NO es de pequefia magnitud y se
produce en una baja proporcién de linfocitos tanto en condiciones normales como
en pacientes VIH+, con excepciéon de los casos donde coexisti6 un estimulo
adicional inductor de la iNOS, como en el caso de una infeccién oportunista
concomitante, en la que la magnitud y el porcentaje de linfocitos productores de
*NO fue significativamente superior.
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~ 5) DISCUSION

Los objetivos generales del presente trabajo consistieron en evaluar la produccion
de *NO a nivel de las PBMC en situacion de inmunocompetencia y de
inmunodeficiencia asociada a la infeccién por el VIH-1. Conocidos los efectos
moduladores del *NO en la respuesta inmunitaria (Bogdan 2000), en particular en
la respuesta antiviral (Akaike 2000), (Colasanti 1999) y en la regulacién de la
apoptosis linfocitaria (Dimmeler 1997), nos orientamos a evaluar la produccién de
*NO a nivel monocitario y linfocitario en las situaciones normal y patolégica. En
una primera etapa analizamos el rol del *NO en la proliferacion 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 del mismo en situaciones como la inmunodeficiencia.

Participacion del *NO en la proliferacion 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 concentraciones supra-fisiol6gicas de *NO,
logradas por NOC-18 y SNAP asf como la inhibicién de la produccion del *NO
endégeno mediada por el L-NAME fueron capaces de inhibir la proliferacion
celular. El conjunto de los ensayos evidencié que se produce una inhibicién dosis
dependiente de la proliferaci6n linfocitaria en presencia de dadores o inhibidores
de la produccién de *NO. Contrariamente, cuando la activacién linfocitaria con
anti-CD3/PHA la realizamos en presencia de IL-2 y *“NO en baja concentracitn, la
proliferacién se incremento de manera significativa, observando este fenémeno
cuando el *NO adicional fue aportado por el NOC-18 en concentracion 20 uM.

Este efecto dosis dependiente del *NO en la regulacion de la proliferacion celular,
muestra parte de la complejidad de este mecanismo. Nuestros resultados son
concordantes con otros trabajos donde el *“NO contrarregula el efecto de citoquinas
inductoras de la proliferacién, conteniendo o potenciando la proliferacion de
diferentes subpoblaciones (Liew 1995), (Taylor-Robinson 1997).

Con la intencién de profundizar en los mecanismos que vinculan al *NO endégeno
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 ocurrida la activacion linfocitaria con una
evolucién proporcionalmente mayor en los CD8+, resultado coincidente el de otros
autores (Garcfa 2001). Cuando observamos este mismo proceso en presencia de L-
NAME encontramos que el porcentaje de linfocitos en apoptosis a 24 horas de la
activacion descendi6 significativamente, llegando a niveles por debajo de los
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encontrados en condiciones basales, con un efecto inhibitorio mas profundo en los
linfocitos T CDB+.

Las experiencias donde concentraciones de *NO superiores o inferiores a las
fisiologicas (logradas por aporte exégeno o inhibicién de la sintesis endégena
respectivamente) mostraron inhibir la proliferacién celular, estarfan sugiriendo
una mayor evolucion hacia la apoptosis linfocitaria, situaciéon que evaluamos en
ausencia de *NO encontrando una apoptosis descendida. [Lstos resultados
aparentemente contradictorios, donde la inhibicion de la proliferacion no se
acompafia de una apoptosis aumentada, podrfan estar traduciendo la existencia de
una evolucion 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 “parad6jicos” entre descenso
en la proliferacién y descenso en la apoptosis ponen de manifiesto que el *NO
inhibirfa la proliferacién 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 regulaci6n de la respuesta inmunitaria normal, donde el efecto de su
presencia estd estrechamente ligado a la concentracion a la que se encuentre en el
medio celular (efecto dosis dependiente).

Relacion nitrotirosina y apoptosis en PBMC normales y de pacientes VIH+: otra
forma de evaluar el efecto del "NO en el desarrollo de la apoptosis linfocitaria 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.
Contrariamente al *NO, el peroxinitrito es un potente agente oxidante con la
capacidad de nitrar residuos fen6licos en las protefnas, lo que constituye una
huella molecular de su produccién. En trabajos previos de nuestro grupo (Brito
1999) se demostré que el peroxinitrito es producido en las respuestas inmunes
normales, pero en ellos no se evalu6 la capacidad del peroxinitrito de inducir
apoptosis. Conocido el rol pro-apoptético del *NO y en base a los resultados
previos, decidimos evaluar la produccién de peroxinitrito a través de la presencia
de nitrotirosina en la superficie linfocitaria y como se relaciona con el proceso
apoptético en condiciones normales y en la infeccion por VIH-1.

En linfocitos de PBMC encontramos por citometrfa de flujo que tanto en
condiciones basales como luego de 24 horas post-activacion, existe un porcentaje
de apoptosis linfocitaria significativamente mayor en los linfocitos de pacientes
VIH+ que en linfocitos normales, resultados coincidentes con los referidos en la
bibliografia (Badley 2000). En cuanto a la nitracién proteica celular, la misma la
evaluamos con un anticuerpo policlonal anti-nitrotirosina por WB (en PBMC) y por
citometrfa de flujo (en linfocitos). En ambos métodos detectamos niveles
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extremadamente bajos o ausentes de nitrotirosina en PBMC y linfocitos de
pacientes VIIH+ contrariamente a los encontrados en individuos normales en los
que detectamos un grado de nitracién basal que se incrementa francamente post-
activacion.

Listos resultados indican que en la activacion linfocitaria la produccién de especies
nitrantes es un hecho normal de la respuesta inmunitaria y que en el caso de los
infectados por el VII se produce una alteracién que lleva a su descenso. Las
cantidades extremadamente bajas (o inexistentes) en los niveles de protefnas
intracelulares nitradas post-activacion en los linfocitos de pacientes VIH+, podrfan
evidenciar una ausencia de asociacion entre la nitraciéon y la apoptosis. La baja
produccién de peroxinitrito u otros agentes nitrantes en PBMC de pacientes VIH+,
podrfa ser explicada tanto por una produccién de *NO globalmente disminuida
y/0 que la produccion de *NO este conservada pero no se den las condiciones de
reaccion con otras especies reactivas del oxigeno como el super-6xido para generar
peroxinitrito u otras eventuales especies nitrantes. De tratarse de una disminucion
significativa de la produccién de *NO esta podria deberse a tres causas principales:
a) una alteracion a nivel transcripcional del gen de la iNOS, b) una alteracion post-
transcripcional (falta de cofactores, splcing alternativo, modificaciones post-
traduccionales) que puedan afectar la produccién de la proteina o su actividad
funcional y ¢) que la mayor parte del *‘NO producido se consuma en diversos
caminos (destinos) diferentes al de la situacibn normal (accién antiviral-
microbicida inactivando enzimas virales) (Persichini 1998) (Persichini 1999).

Como explicacion adicional posible, queremos remarcar que el fenémeno de
nitracién proteica puede tener un bajo rendimiento en las concentraciones y
condiciones biolégicas encontradas in vive (Pfeiffer 2001) (Radi 2004) pudiendo
también explicar los resultados encontrados en los pacientes VIH+.

Expresion del mRNA de la iNOS y de la enzima iNOS en PBMC normales y de
pacientes VIH+. La produccién de *NO y de peroxinitrito forman parte de la
respuesta inmunitaria normal (Bogdan 2000), donde la fuente productora de *NO a
nivel monocitario es la iINOS que se expresa normalmente luego de un estimulo
inductor, Este dato nos llevé estudiar la expresion de la iNOS en los individuos
normales y en los infectados por el VIH, empleando para esto la detecci6n
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 deteccion por WB,
resultado que no obtuvimos en nuestras condiciones experimentales pero que ha
sido reportado por otros autores (Tiscornia 2004).

Los resultados obtenidos mediante Nested-PCR en las PBMC normales mostraron
la ausencia de la iNOS en condiciones basales, seguido de una clara induccitn en la
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expresion post-activacion, expresdndose con mayor intensidad a 7 hs. Iin cultivos
en ausencia de estimulacion también detectamos la expresion de la iNOS,
evidenciando que el contacto de las PBMC con el medio extracelular es capaz de
lograr la su expresién (de baja intensidad). En nuestro modelo experimental
pensamos que la iINOS detectada corresponde a la iNOS monocito-marcofégica,
pero como el estimulo activador utilizado es linfocitario T especifico, no podemos
descartar que la produccién de *NO también sea mediada por la eNOS linfocitaria
T (Reiling 1996) o por una probable isoforma de la iNOS a es nivel. La activacion
linfocitaria podrfa inducir la expresién progresiva de la iINOS por dos vias no
excluyentes: a) activacion linfocitaria seguida de un aumento en la produccién de
citoquinas que regulan positivamente la expresion de la iINOS monocitaria y b) que
el estimulo de activaciéon induzca directamente la expresion de una NOS
linfocitaria T. El estimulo adicional con IL-2 (junto con anti-CD3/PHA) produjo un
aumento en la expresion temporal de la iINOS, pudiendo considerar a esta
citoquina como potenciadota de su expresion, ya que se mostr6 infectiva por si sola
para inducirla (dato no mostrado).

Para valorar la expresién de la iNOS en pacientes VIH+, las electroforesis en geles
de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio se mostraron tan eficientes como
los métodos de mayor sensibilidad utilizados. Estos métodos alternativos mas
onerosos y complejos, no mejoraron la sensibilidad de deteccién planteando que la
electroforesis en agarosa reflejé con alta sensibilidad la presencia o ausencia de la
iNOS y es en base a ella es que realizaremos nuestra discusion.

La presencia o ausencia de la expresién de la iNOS en las PBMC en cultivo en
condiciones basales nos permiti6 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+/ul, excepto un paciente (+12) el
cual se encontraba en una situacién de inmunodeficiencia severa (etapa SIDA).
Este paciente cursaba una tuberculosis junto a una hepatitis toxica medicamentosa
(que contraindicaba los farmacos antituberculosos), lo cual constitufa una infeccién
activa por Mycobacterium tuberculosis que contribuyera en la expresion de la
iNOS.

El otro punto de interés dentro del grupo A, fue el progresivo descenso en la
expresion de la iNOS post-activacion linfocitaria, llegando en algunos casos a
desaparecer. Esta cinética de inhibicién progresiva post-activacion linfocitaria es
completamente inversa a lo encontrado en los controles normales.

La expresién en condiciones basales (sin estimulacién experimental) de la iNOS
podemos explicarla de dos maneras. La primera estarfa dada por la presencia de
un desequilibrio en la produccién de citoquinas con predominio Thl (producidas
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por linfocitos Thl espontdneamente activados), fenémeno que se plantea puede
producirse en casos de VIH sin inmunodeficiencia severa (Bahbouhi 2004). La
segunda explicacion posible serfa 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 niimero de LTCD4+.

La inhibicién progresiva en la expresion de la iNOS post-activacion linfocitaria
podemos explicarla por tres mecanismos posibles, los que actuarfan de manera
aislada o simultdnea, en diferente o igual proporcion. La primera posibilidad y tal
vez la mas factible, es que la activacién de linfocitos ya crénicamente estimulados,
los lleve a la inactivacion por el sobre-estimulo impuesto (anergia o muerte post
activacion o estado refractario a una nueva estimulacion) (Abbas 2004). La segunda
posibilidad es que el predominio Thl se vea alterado luego de la activacion
linfocitaria al reclutarse los linfocitos Th2 (hasta entonces en reposo) desplazando
el equilibrio hacia el predominio Th2 capaz de inhibir la expresiéon de la iNOS
(Ganster 2000), (Romagnani 1996). Una variacion que no podemos descartar es que
los linfocitos reclutados con la activacién experimental sean Linfocitos T
reguladores (CD4+ CD25+) capaces de producir IL-10 y (en menor medida)
TGFbeta, potentes citoquinas inhibidoras de la expresion de la iNOS (Vodovotz
1997). La tercera posibilidad podria 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-Robinson 1994).

En el grupo B (ausencia de la iNOS en condiciones basales) los pacientes se
encontraban en etapa SIDA, con excepcion de uno de ellos (+10) el cual tenia un
estado de inmunodepresién moderado a severo (234 LTCD4+/ul). En todos los
casos las cifras de LTCD4+ eran inferiores a 300/ul. En dos pacientes se pudo
observar una débil y transitoria (“retardada”) expresion de la iNOS post-activacion
linfocitaria, probablemente relacionada con la complicacién infecciosa asociada en
ese momento.

La ausencia en la expresion de la iNOS tanto en condiciones basales como
posterior al estimulo activador linfocitario podemos explicarla de dos maneras. La
primera estarfa relacionada a los casos de inmunodepresioén severa (SIDA) donde
existe un descenso de las respuestas Thl y un mantenimiento de las respuestas de
linfocitos Th2 que sumado al estimulo experimental se potenciarfa y reclutarfa mas
linfocitos Th2, incrementando el desequilibrio atin mas hacia ese predominio
inhibiendo la expresion de la iNOS. Otra probable explicacion serfa que existiera
una relacién directa entre la baja representacion de la poblacion linfocitaria y los
disminuidos niveles de la iNOS. En este sentido nos preguntamos: el bajo nimero
de LTCD4+ hace que la concentracién de citoquinas Th1 sea baja o es que se trata
de una isoforma linfocitaria T de la iINOS? Existen datos sobre la existencia de una
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NOS endotelial en linfocitos T y B de sangre periférica humanos normales (Reiling
1996), pero no disponemos de datos de una iNOS linfocitaria T humana.

Podemos plantear que para la expresion de la iNOS, el predominio Thl (presente
en pacientes con inmunodeficiencia leve) es responsable de su induccién y de
manera contraria, el predominio Th2 (presente en la inmunodeficiencia severa) es
el responsable su inhibicién, pudiendo constituir la expresion de la iNOS un
marcador indirecto de la relacion Th1/Th2 en el curso de infeccién por VIH-1,
sabiendo que puede verse influenciada transitoriamente por la presencia de
complicaciones infecciosas intercurrentes. Este concepto es aplicado por diversos
autores (Kolb-Bachofen 2000), (Bogdan 1998) en la patogenia de las enfermedades
autoinmunitarias.

La recuperacién en la expresién de la iNOS posterior al agregado de IL-2
observada en algunos pacientes, podria ser una evidencia de la importancia de la
respuesta Thl en la expresion de la iNOS. El efecto beneficioso del uso de IL-2
como tratamiento adyuvante a la HAART podria (Chun 1999) (parcialmente) ser
explicado por la induccién de la iNOS lograda con este estimulo. Pensamos que la
adicién de IL-2 podrfa lograr la recuperaciéon en la expresion de la iNOS, actuando
a 4 niveles: 1) producir un “rescate” de los Thl que van a la apoptosis, 2) actugndo
en la regulacion del gen de la iNOS, 3) contrarregulando “el disparo” en la

produccion de IL-4 desencadenado por el PHA o 4) potenciando el efecto de otras
citoquinas.

Considerando nuestros resultados nos hacemos dos preguntas: a) los cambios en la
expresion de la iNOS son producidos por la infecciobn por el VIH, por las
infecciones oportunistas o por las alteraciones inmunitarias resultantes de ambos?
y b) constituye la expresiéon de la iNOS un marcador indirecto de la relacion
Th1/Th2 presente en la infeccién por VIH-1?. Obviamente para llegar a una
correcta respuesta deberfamos utilizar una muestra con un namero mayor de
pacientes VIH+ con y sin infecciones oportunistas y realizar més experiencias.

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

a) la INOS en el curso de la infeccion por el VIH-1 aparece con un nivel de
sobre-expresion (patologico) en condiciones basales en pacientes con
inmunodeficiencia leve y su expresién no se detecta (a pesar de un estimulo
adecuado) en los pacientes con inmunodeficiencia severa.

b) la expresion de la iINOS podrfa estar condicionada por el nivel de
citoquinas predominante en ese momento, el cual a su vez depende de al menos
dos variables: el estadfo de la infeccion VIH-1 y la existencia de infecciones
oportunistas.
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¢) la expresion de la iNOS podrfa constituir un marcador indirecto de la
relacion Thl/Th2 en las diferentes etapas de la infeccién. Ln esle sentido la mayor
expresion de la iNOS equivale a una mayor proporcion de respuestas Thl lo que se
asocia a etapas menos evolucionadas de la enfermedad y contrariamente la
disminucién o ausencia de la iNOS estarfa revelando una respuesta Th2 y una
mayor evolucion de la enfermedad. Este comportamiento puede sufrir variaciones
transitorias en funcion de la existencia de complicaciones infecciosas intercurrentes
las cuales claramente inducen un refuerzo en la expresion de la iNOS “similar o
mayor” al encontrado en sujetos normales.

Determinacion de la produccibn de especies reactivas del nitrogeno. La
demostracion de la expresion del mRNA de la iNOS y la imposibilidad de detectar
la enzima por WB, fueron los resultados previos antes de analizar la produccion de
*NO en las PBMC. En una primera etapa evaluamos la produccién de *NO en las
PBMC en su conjunto y en una segunda etapa evaluamos la produccion de *NO a
nivel de las diferentes sub-poblaciones celulares dentro de las PBMC.

Deteccion de nitritos. Nuestra primera aproximacién a la produccion de *NO en
las PBMC la hicimos detectando la presencia de nitritos (compuestos estables de
reacciéon del *NO). La determinacién 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 deteccién de nitritos referida en maltiples trabajos que basan su anélisis
en la deteccion de nitritos en plasma o cultivo de PBMC (Mossalayi 1999),
(Hermann 1997), (Groeneveld 1996), (Torre 2002). Nuestros resultados evidencian
que estamos en un sistema de baja produccién 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 reaccion de Griess se ha mostrado eficiente, la
confirmacién de la produccién de *NO mediante EPR supera su sensibilidad
(Bukrinski 1995). Una manera alternativa es medir la actividad de la NOS
(estimada por la conversi6n de arginina en citrulina) (Taylor-Robinson 1994) o
medir la deteccion de nitracién en residuos de proteinas mediante WB (Brito 1999).

Deteccion de *NO utilizando DAF-2 en fluorimetria: el desarrollo de nuevas
herramientas para la deteccién de *NO (Nagano 1999) nos permiti6 ampliar el
espectro para detectarlo en nuestro sistema experimental. Con la utilizacion 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 VIH+. Esta diferencia evidencia que la produccion de *NO realizada por
PBMC normales post-activacion linfocitaria es significativamente superior a la
produccion encontrada en las PBMC del paciente VIH+. Este resultado constituye
la primera evidencia directa que el *NO se produce en las PBMC y es detectado en
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nuestro disefio experimental siendo nuestro primer dato cuantitativo para
diferenciar la produccién de *NO entre la situacion normal y la patol6gica. En
trabajos recientes el DAF ha sido utilizado para la cuantificacién de la produccién
de *NO aplicado en diferentes modelos celulares (Kojima 1998), (Nagano 1999),
caracterizando la produccién de *NO en células vivas en condiciones basales
(Lopez-Figueroa 2001).

Es importante especificar que la deteccion 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
nivel linfocitario. Si bien existen datos de la produccion de *NO a nivel linfocitario
en ratones (Taylor-Robinson 1994), lineas celulares T y B (Krdncke 1998) asf como
en linfocitos B normales (Mannik 1995) y patologicos (Tiscornia 2004), no se
disponen de fuertes evidencias que demuestren la produccién de *NO por
linfocitos T humanos normales ni procedentes de pacientes VIH+.

Podemos decir que si bien sera necesario realizar estas experiencias en un ntimero
mayor de pacientes, la utilizacién del DAF-2 en la determinaci6n de la produccion
de *NO en lisados de PBMC normales y de pacientes VIH+ es una técnica sensible
y de alta eficiencia como herramienta cuantificadora.

Deteccion de *NO utilizando DAF-2DA en microscopia de fluorescencia: el uso
del DAF-2 nos aproximé a la cantidad en la que se produce el *NO en condiciones
normales y patolégicas, pero sin discriminar que subpoblaciones eran las
responsables de su produccién. La utilizacion del DAF-2DA en microscopia de
fluorescencia representé una herramienta Gtil para detectar la produccion de *NO
a nivel intracelular, evaluando cualitativamente y comparativamente la produccion
de *NO en las distintas sub-poblaciones que integran las PBMC con la particular
desventaja de no poder realizar medidas cuantitativas.

La citopenia caracterfstica de los pacientes VIH+ constituy6 una dificultad
importante a considerar ya que nos limit6 en la obtencién de una adecuada
cantidad de células de sangre periférica, a lo que debimos agregar otras variables
que aumentaron aun mas el descenso del ntimero de PBMC, destacando: a) el
mayor desarrollo de apoptosis espontdnea en células CD4+, b) el propio efecto
citopético del VIH sobre células CD4+ en cultivo y c) el mayor grado de muerte
celular inducido por la activacion linfocitaria.

De los resultados observados en PBMC normales podemos decir que existe
produccién de *NO a nivel de los monocitos desde el inicio de los ensayos (tiempo
cero hora). Cabe destacar que no podemos considerar como “situacion basal” a la
condicién “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 expresion de la iNOS como ya lo
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demostramos por RT-PCR y como se ha reportado en diversos trabajos (Ganster
2000). Las PBMC normales en cultivo por 24 horas con y sin activacion linfocitaria
mantuvieron la produccién de *NO, siendo inhibida por el L-NAME lo que le
otorg6d especificidad a nuestro sistema de trabajo y atribuy6 a la NOS la
produccion del "NO a nivel monocitario.

En las PBMC procedentes de pacientes VIH+ la produccién de *NO se observé
restringida a la poblacion monocitaria (CD14-PE positivas) y en niveles similares a
los encontrados en PBMC normales, tanto en condiciones de ausencia o presencia
de activacion linfocitaria. En el caso de las PBMC del paciente +13 encontramos
células CDI14-PE positivas (monocitos) y células CD14-PE negativas
(mayoritariamente linfocitos) que emitfan fluorescencia por DAF-2T, pudiendo
tratarse tanto de linfocitos NK, T o B. Este resultado constitufa la primera evidencia
de la produccién de *NO a nivel de linfocitos procedentes de un paciente VIH+,
documentando que la produccién de *NO tenfa su origen simultineamente 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 infecciéon VIH-1. En los
tres casos eran infecciones marcadoras de etapa SIDA y que coincidentemente
podrian estar condicionando una induccién en la expresioén de la iNOS. Cuando
analizamos la expresion 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 produccién de *NO, confirmando la sabida producciébn monocitaria (Bukrinski
1995) mediante un nuevo método, identificando ademds 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 produccién de *NO en
lineas celulares humanas y murinas (Kojima 1998), (Nagano 1999), cultivos
primarios de linfocitos B normales y patoldgicos (Tiscornia 2004), de endotelio
vascular, del sistema nervioso y de fibroblastos (Lopéz-Figueroa 2001), (Takagi
2003), pero hasta ahora no habfa sido utilizado en PBMC procedentes de pacientes
VIH+. En el andlisis por microscopia de fluorescencia, luego de la excitacion la
emisién de fluorescencia por las moléculas decae de manera variable en funci6n
del tiempo, disminuyendo de esta manera su identificacién visual, por lo que
constituye un método de baja sensibilidad. Esto nos llev6 a pensar que podrfa
existir produccién de *NO en linfocitos normales y procedentes de pacientes VIH+
pero que requerirfamos un método mas sensible y cuya deteccién no dependiera
de la agudeza visual humana utilizada en la microscopia.
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Analizados en su conjunto remarcamos tres datos de mayor jerarqufa:

a) el DAF-2DA constituye una excelente herramienta para detectar de
manera cualitativa la produccion de *NO a nivel de las PBMC normales o
procedentes de pacientes VIH+,

b) confirmamos la produccion de *NO en PBMC de pacientes VIH+, la cual
aparece de manera espontdnea ya desde el inicio de los ensayos y se mantiene
luego de 24 horas de cultivo.

c) la produccion del *NO esta mediada tanto por monocitos como por
linfocitos en las PBMC de pacientes VIH+, siendo este el primer dato de su
produccién a ese nivel en esta patologfa.

Deteccién de ‘NO utilizando DAF-2DA en citometria de flujo: la utilidad del
DAF-2DA como sonda fluorescente capaz de detectar el *NO a nivel de células
intactas nos permitfa poder utilizarlo en citometrfa de flujo, método de mayor
sensibilidad que la microscopia de fluorescencia.

Produccion de *NO en PBMC normales: identificamos que en linfocitos normales,
luego de 12 a 24 horas de cultivo, en condiciones de no activacion, se produjo la
emision de fluorescencia en un bajo porcentaje de los mismos (2-4%), equivalente a
decir que solo una pequefia proporcion de los linfocitos producen *NO de manera
basal. Luego de la activacion con baja concentracién de anti-CD3 y anti-CD28, el
porcentaje de linfocitos productores de *NO se duplic6 (4-6%), demostrando que la
capacidad de produccién de *NO linfocitaria podrfa ser proporcional al estimulo
recibido, confirmando dicho planteo ya que el aumento en las concentraciones del
mismo estimulo llevaron a que el 25% de los linfocitos produjeran *NO. El anélisis
monoparamétrico puso en evidencia que la media de la sefial de intensidad de
fluorescencia aumentaba claramente en los linfocitos activados, siendo estos los
responsables mayoritariamente de la produccién 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 estimulo activador (dato no mostrado). Estudiamos las sub-poblaciones con
anti-CD25 (marcador de activacién) encontrando que la produccién de *NO
linfocitaria se daba en mayor proporcién 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 proporcion el *“NO y que la mayor
proporcién (86%) de la fluorescencia emitida por el DAF-2T se originaba en
linfocitos T.

Produccién de *NO en PBMC de pacientes VIH+: tanto en condiciones de no
activaciéon como de post-activacion linfocitaria detectamos produccion de *NO a
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nivel de los linfocitos procedentes de pacientes VIH+. Estos datos indican la mayor
sensibilidad de las técnicas citométricas en la deteccion de fluorescencia
dependiente del DAF en linfocitos comparado con la microscopia de fluorescencia.
Uno de los pacientes arriba presentados (+14) presentaba una infeccion no
oportunista tratada con buena evolucién. En el encontramos un perfil citométrico
de similares caracterfsticas 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 préximas,
determinando que las diferencias son no significativas.

El otro paciente analizado (+15) presentaba una tuberculosis pulmonar activa (no
tratada), en el cual encontramos diferencias significativas en comparacion con la
situacion normal. En este ensayo encontramos que tanto el porcentaje de linfocitos
como las medias de intensidad de fluorescencia por ellos emitida post-activacién
linfocitaria fue significativamente superior, encontrandose 10 veces por encima de
los valores normales. Este resultado apoya el planteo que la produccién de *“NO
estd fuertemente condicionada por las infecciones oportunistas coexistentes,
contribuyendo con una fuerte inducciéon en la expresion de la iNOS como lo
plantedramos con la expresion del mRNA. Estos resultados apotarfan una
evidencia mas a la induccién de la iNOS realizada por Mycobacterium tuberculosis
como ha sido referida por diversos autores (Nicholson 1996), (Kahn 2001).

Mediante la utilizacién del DAF-2DA en citometria de flujo ha podido evaluarse la
produccién de *NO en lineas celulares, cultivos primarios de células tumorales y
células del endotelio vascular (Navarro-Antolin 2001), (Havenga 2001), no
encontrando hasta ahora resultados de su utilizacién en linfocitos T humanos
normales o en PBMC procedentes de pacientes VIH+. Decimos que el DAF-2DA
constituye una excelente herramienta para ser utilizada en citometria de flujo,
mediante la cual pudimos identificar la produccion linfocitaria de *“NO y analizar
las sub-poblaciones celulares responsables de su produccion.

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

En PBMC normales la expresion del mRNA de la iNOS y la produccién de *NO
progresivas post-activacion linfocitaria, se acompafiaron de la produccion ERN
como el peroxinitrito, cada una de ellas demostradas por RT-PCR, fluorescencia
del DAF (por fluorimetrfa, microscopia y citometria) y presencia de nitrotirosina
(por WB y citometrfa) respectivamente. Encontramos que en los individuos
inmunocompetentes la produccién de *NO se realiza tanto a nivel de monocitos-
macréfagos como de linfocitos, con una intensidad variable dependiendo del tipo

Ernesto Cairoli 72



Maestrin Pro.In. Bio abril 2005

de activacion linfocitaria utilizada, teniendo dentro de sus efectos demostrados la
generacion de nitrotirosina en las proteinas de las PBMC.

En PBMC de pacientes VIH+ encontramos la iNOS expresada de manera basal en
pacientes con inmunodeficiencia leve (namero de LTCD4+>300/ ul), mientras que
en pacientes con inmunodeficiencia severa (LTCD4+<300/ul) no detectamos
expresion de la iNOS en condiciones basales, no logrando una expresion como la
observada en los individuos normales. En los pacientes donde se detect6 la
expresion de la iINOS también pudimos encontrar produccién de *NO pero no
pudimos correlacionar esta produccion con la produccién de peroxinitrito ya que
encontramos una descendida presencia de nitrotirosina en los residuos de
protefnas celulares tanto por WB como por citometrfa de flujo.

En las PBMC de algunos pacientes VIH+ pudimos verificar la produccién de *NO
en monocitos y al mismo tiempo encontrar fuertes evidencias de la produccién 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 celular de la produccién del *NO en las PBMC de los
pacientes VIH+, pudiendo entonces afirmar que existe produccion de *NO a nivel
de los linfocitos T, la cual tiene similares caracterfsticas a la producida en los
linfocitos de individuos normales, con la excepcién de los pacientes que cursan una
infeccién oportunista como la tuberculosis con potencial poder inductor de la
iNOS.

En cuanto a la magnitud de su produccién, solamente en el paciente +7 pudimos
cuantificar la producciéon de °*NO en las PBMC (valorada por DAF-2 en
fluorimetria), encontrando que el *NO se produjo en cantidades mas bajas que las
encontradas en la PBMC normales a 24 horas post-activacion.

Analizando nuestros resultados en el contexto de los datos disponibles en la
bibliografifa, encontramos que los trabajos que relacionan al *NO y al VIH-1 en una
gran proporcién apuntan a descifrar la funcién del *NO, basadndose principalmente
en modelos que utilizan dadores de *NO e inhibidores de la NOS y de la iNOS,
valorando replicacién viral, nimero de LTCD4+ y desarrollo de apoptosis
(Mossalayi 1999), (Hermann 1997), (Mannick 1999), (Jiménez 2001), (Blond 2000),
(Garcfa 2001) los que presentan resultados contrapuestos, mostrando que el *“NO
cumple con un doble rol, una funcién protectora pero a la vez perjudicial,
refiriéndose al *NO como un “amigo-enemigo” (Torre 2002), dependiendo para
ello de multiples variables y condiciones biologicas.

Los trabajos que especificamente valoran la produccién de *NO en PBMC de
pacientes VIH+, muestran claramente una posicion de consenso en relacion a la
injuria del *NO sobre el sistema nervioso central (Adamson 1996). A nivel de las
PBMC de pacientes VIH+, estd claramente demostrada la produccion de *NO a
nivel de células de la estirpe monocitaria (Bukrinsky 1995) (Adamson 1996), por lo
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que nuestros resultados agregarfan una prueba mas de su produccion a ese nivel
pero por un método hasta ahora no utilizado en el VIH.

En cuanto a la produccién de *NO a nivel de linfocitos T nuestros resultados
aportan una fuerte evidencia de su producci6n a ese nivel. Son escasos los reportes
de la literatura concernientes a la produccién de *NO por linfocitos humanos,
encontrando su produccién en lineas celulares (Krdncke 1998), en linfocitos NK
humanos (Cifone 2001), en linfocitos B humanos (Mannick 1995), (Tiscornia 2004)
en tanto que en linfocitos T su produccién ha sido sugerida en modelos murinos
(evaluando produccién mediante la reaccién de Griess y la actividad de la NOS)
(Taylor-Robinson 1994). En linfocitos T humanos se demostr6 la presencia de
eNOS (su mRNA vy la protefna correspondiente) en linfocitos normales de sangre
periférica y de amigdala, pero no se evalué la presencia de produccién de *“NO o el
efecto de inhibidores de la NOS en estos ensayos (Reiling 1996). En la bibliograffa
disponible no encontramos evidencia de la produccion de *NO a nivel de linfocitos
humanos en la infeccién por VIH-1, por lo que nuestros resultados realizarfan una
contribucién en lo metodol6gico y un aporte original en lo concerniente a la
patogenia de la infeccion por el VIH-1.

En los datos disponibles en la bibliografia el hallazgo de produccién de *NO en
ausencia de nitracion proteica in vitro en el VIH-1, constituirfa también un
resultado original.

Los nuevos métodos de deteccion en tiempo real de produccion del *NO (Nagano
1999), utilizando el DAF-2 y el DAF-2DA, han sido aplicados en microscopia de
fluorescencia sobre lineas celulares de rata (Lopez-Figueroa 2001), fibroblastos
humanos (Takagi 2003), linfocitos B humanos (Tiscornia 2004), células del
endotelio vascular bovinas y células del hipocampo de ratas (Kojima 1998). En
cuanto a su utilizacién en citometrfa de flujo encontramos su aplicacion 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 informacién actual disponible, creemos que nuestro trabajo
realiza una contribucion metodolégica en cuanto a la caracterizacion de la
produccién de *NO en las sub-poblaciones de las PBMC, realizando aportes en el
conocimiento de la patogenia de la infeccién por el VIH-1, donde los resultados
maés relevantes a destacar son:

-la expresion diferencial de la INOS segin la severidad de Ila
inmunodeficiencia, pudiendo su expresién ser influida por las diferentes
infecciones asociadas al VIH-1.
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-la corroboraciéon de la produccion de *NO a nivel monocitaria por un
método hasta ahora no utilizado en esta patologfa sumado a la descripcion de la
produccién de *NO a nivel de los linfocitos T en pacientes VIH+.

-a pesar de la expresion de la iNOS y la produccién de *NO detectadas en
PBMC de pacientes VIH+ encontramos una significativa disminucion en la
presencia de nitrotirosina en las protefnas celulares que sugieren la disminucién en
la produccion de peroxinitrito.
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CONCLUSIONES y PERSPECTIVAS

Luego de realizar el andlisis comparativo entre las PBMC en individuos normales y
pacientes VIH+, poniendo particular énfasis en las sub-poblaciones celulares
productoras de *NO, y tratando de encontrar una proyeccion clinica aplicada de
los diferentes aspectos estudiados, remarcaremos como conclusiones los cinco
puntos siguientes:

1) existe una disminuciéon progresiva del mensajero inducible de la iNOS en
la progresion de la infeccién llegando a una desaparicion 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 mismo en PBMC de algunos
pacientes VIH+, lo cual hemos postulado que es la consecuencia de dos
condiciones asociadas: a) un estado de hiperactivacion crénica del sistema inmune
y b) de la etapa evolutiva de la infeccion VIH en la que se encuentra el paciente
(proponiendo como limite de corte el valor de 300 LTCD4+/ul).

3) la produccion de *NO evaluada por diferentes métodos cuantitativos y
semicuantitativos no nos permiti6 observar diferencias significativas entre las
PBMC de individuos normales y de pacientes VIH+. Adicionalmente, existe una
sobreproduccion de °‘NO en aquellos pacientes que cursan infecciones
oportunistas. La disminucién significativa del mensajero de la iNOS con una
produccién conservada de *NO, plantea un hecho discordante. La explicacién mas
plausible es la produccién 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 produccion de
*NO. La confirmacion de esta hipotesis requiere de experiencias adicionales.

4) contrariamente a las PBMC normales en donde la produccién de *NO
estd predominantemente restringida a las sub-poblaciones monocito-marcofago, en
los pacientes VIH+ las poblaciones linfocitarias producen °NO, a niveles
equivalentes a los encontrados en monocito-macrofago. Este hecho podrfa también
explicar que el compartimiento linfocitario fuera el responsable del mantenimiento
de la produccién de *NO en los pacientes VIH+.

5) la produccién de *NO en PBMC de pacientes VIH+ no se asoci6 a la
presencia de nitrotirosina en los residuos de proteinas celulares contrariamente a lo
observado en PBMC normales. Esto podria ser explicado por una disminucion en
la capacidad de los monocito-macréfagos y eventualmente linfocitos, en la
produccion de especies reactivas del oxigeno capaces de reaccionar con el *NO
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para producir derivados con alta capacidad oxidante y nitrante, como por ejemplo
el peroxinitrito. A favor de esta hipGtesis est4n las maltiples referencias
biblbiograficas demostrando la anergia de la mayorfa de los efectores celulares
inmunitarios.

En base a esta conclusiones nuestras perspectivas de trabajo estaran sujetas a las
siguientes hip6tesis:

a) la expresion de la iINOS y la produccion de *NO durante la
infeccion por el VIH-1 podria estar condicionada por el nivel de citoquinas
predominante en ese momento, el cual a su vez depende de al menos dos
variables: el estadfo de la infeccibn y la existencia de infecciones
oportunistas.

b) la expresion de la iNOS podria constituir un marcador indirecto de
la relacion Th1/Th2 presente en las diferentes etapas de la infeccion,
sabiendo que la existencia de complicaciones infecciosas intercurrentes
influirdn transitoriamente en la expresion de la iNOS y en los niveles de
citoquinas.

c) es sabido que en el curso de la infeccién el grado de descenso de la
poblacion de LTCD4+ estd intimamente 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 infeccién oportunista, la produccién de *NO en concentraciones supra-
fisiolégicas podrfa ser el principal desencadenante de la apoptosis y el
consecuente descenso de los LTCD4+ observado en el transcurso de dichas
complicaciones.

La utilizacion del DAF-2DA mostré ser una excelente herramienta para ser
utilizada en microscopia de fluorescencia y citometrfa de flujo, mediante la cual
pudimos identificar la produccién linfocitaria de *NO y analizar las sub-.
poblaciones linfocitarias responsables de su produccién tanto en linfocitos
normales como procedentes de pacientes VIH+, constituyendo una contribucién
metodolégica de alto valor para evaluar sistemas celulares con baja produccion de
*NO.

Ernesto Cairoli 77



Muestria et Bio abril 2005

Pensamos que las hipolesis de trabajo planteadas quedan respondidas
parcialmente, en el sentido que demostramos el descenso progresivo en la
expresion de la iINOS, pero no pudimos cuantificar claramente la produccion del
“NO en los infectados por el VIT-LL Pensamos que la evaluacion correcta de estos
rfendmenos deberfa realizarse en muestras de pacientes VIH+ sin tratamiento
antirretroviral y sin cursar una complicacion infecciosa reciente, situaciéon poco
frecuente de encontrar en la préctica clinica como para acceder a un namero de
muestras significativo, pero que incluiremos en nuestros proximos trabajos para
arribar a una respuesta definitiva.

Como paso inmediato pretendemos establecer la correlacién entre las
fluctuaciones en los niveles de *NO en condiciones basales y post-activacion, en la
induccion de la apoptosis francamente aumentada en las personas infectadas por el.
VIH-1. Pensamos que la utilizacion de herramientas como el DAF-2DA en
citometria de flujo y la utilizacién de dadores de *NO e inhibidores de la NOS,
contribuirfan en la identificacion de nuevos mecanismos patogénicos que
eventualmente podrian transformarse en elementos de valor pronoéstico-evolutivo
y blanco terapéutico.
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