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Background: Highly active antiretroviral therapy (HAART) in HIV/
AIDS infection induces an important reduction of the viral load (VL) and an immune system
reconstitution. CD4+ T lymphocyte count is the immunological measurement commonly used for the
follow up of HIV/AIDS patients. Aim: To study prospectively the restoration of the innate immune
system in patients with HIV/AIDS infection during their first year on HAART. Patients and
Methods: 25 naive HIV/AIDS patients, from San José Hospital and University of Chile Clinical
Hospital, Santiago, Chile, were studied between years 2002-2003. Every 4 months after HAART
initiation, CD3+, CD4+, CD8+ T lymphocytes and CD16/56+ natural killer (NK) cells were
quantified by flow cytometry. NK cell cytotoxicity was measured using radioactive chrome liberation
(Cr51). Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and interleukin-10 (IL-10) were measured in
peripheral blood mononuclear cells and viral load was determined using Amplicor HIV-1 from
Roche Diagnostics Systems. Results: Thirteen of the 25 patients continued in the study. They were all
males, average age 35 years old (23-50). At baseline average CD4+ count was 146 cells/ul (31-362)
and average viral load was 82.000 copies/mL (4.000-290.000). A raise in CD3+, CD4+, CD8+, and
CD16/56 cells was noted at months 9-12 of therapy. Viral load became undetectable in the same
period. NK cell function was decreased at the beginning of the therapy (1-4 months), reaching its
highest values at months 9-12. There was no significant change in IL-10. TNF-a increased in six
patients during the study. Conclusions: In this group of patients, innate immunity was restored
during HAART. These results should be confirmed in studies with a longer follow up period and also
measuring cytokines such as MIP-1¢, MIP-13 and RANTES (Rev Méd Chile 2006; 134: 689-96).
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La infeccion por VIH/SIDA es en la actualidad
un problema de gran relevancia mundial. Las
estimaciones del Programa Conjunto de Naciones
Unidas para el VIH/SIDA (ONUSIDA), muestran que
hasta fines de 2004, habia en el mundo alrededor de
40 millones de personas viviendo con VIH/SIDA. Se
calcula que, durante 2004, un total de 5 millones de
personas adquirieron la infeccién a nivel mundiall.
En América Latina, se estiman actualmente 1,7
millones de personas viviendo con VIH/SIDA, inclui-
das las 240 mil que adquirieron la infeccién durante
el aflo 2004. En Chile, hasta el 31 de diciembre de
2003, se habian notificado 6.060 enfermos y 6.514
personas VIH+ asintomaticas. Se estima que habria
un total de 30 mil personas viviendo con VIH. La
tasa nacional de incidencia acumulada de SIDA es
de 43,7 por 100 mil habitantes, y las regiones con las
tasas mas elevadas son la Metropolitana de Santiago
(70,5), la | de Tarapaca (57), la V de Valparaiso (56,6)
y la Il de Antofagasta (38,7)2.

Es ya un hecho establecido que el VIH no s6lo
compromete la respuesta inmune especifica; tam-
bién la respuesta inmune innata se encuentra severa-
mente alterada en los individuos infectados®. Las
células natural killer (NK), con marcadores de
superficie CD16/56, son parte fundamental de la
inmunidad innata, especialmente en la lisis de
células tumorales y en infecciones virales. Se sabe
que las células NK disminuyen funcionalmente, en
forma precoz, en el curso de la infeccién por VIH,
en tanto que la disminucion cuantitativa es tardia®.

Otro factor importante a considerar en la infec-
cién por VIH, es la respuesta de linfocitos Thl y Th2
(LT helper 1y 2), que presentan un patron diferente
en la expresion de citoquinas. Los primeros liberan
principalmente 1L-2, IL-12, INF-y y TNF-a, y se
correlacionan con el estimulo de la inmunidad
celular. Los linfocitos Th2 liberan IL-4, IL-10 e IL-13,
entre otras, relacionandose con un aumento en la
produccion de anticuerpos. Al inicio de la infeccion
por VIH, existe un predominio de la respuesta Thl
y, en la medida que la infeccion progresa, se ha
evidenciado un cambio de Thl a Th2, que se ha
relacionado con una rapida progresion a SIDAS.

Las células NK son potentes productoras de
moduladores solubles de la respuesta inmune (citoqui-
nas y quimioquinas), ademéas de su ya mencionada
funcion citolitica. Dentro de las citoquinas mas promi-
nentes sintetizadas por estas células estan IFN-y y TNF-
a. Se ha reportado una supresion significativa de la

produccién de estas citoquinas por parte de células
NK en pacientes VIH+ con elevada carga viral (CV)S.

La terapia antirretroviral (TAR) combinada ha
demostrado ser eficaz en detener la evolucién de la
enfermedad, disminuir la morbimortalidad y mejorar
la calidad de vida de los pacientes con infeccién por
VIH. La TAR logra reducir la CV a niveles indetecta-
bles, y produce una elevacién progresiva de la
subpoblacién de LT CD4+, lo que determina una
mejoria tanto virolégica como inmunolégica. El
recuento de LT CD4+ es el Gnico parametro inmuno-
I6gico utilizado en la actualidad en el seguimiento
clinico de pacientes con infeccion VIH/SIDA, sin
embargo, se sabe que la TAR induce una restaura-
cién global del sistema inmune. La mayoria de los
estudios han estado enfocados a la reconstitucion de
la inmunidad especifica o adaptativa asociada a la
TAR. Estos revelan mejoria de la inmunidad especifi-
ca, evidenciada por aumento de los LT CD4+ y
CD8+ (de memoria CD45RO+ y naive CD45RA+), y
ademas por estudios con marcadores de activacion
celular y apoptosis, entre otros®11,

En relacién a la restauracién de la inmunidad
innata asociada a la TAR, los estudios han demostra-
do que en aquellos pacientes que tienen una
adecuada respuesta virologica al tratamiento, la
actividad de sus células NK es comparable con la de
sujetos sanos; y a su vez, en aquellos individuos en
que no se logra la completa supresion de la
replicacion viral, la actividad citolitica de las NK esta
significativamente disminuidal2. Sin embargo, existe
limitada informacion sobre la respuesta de la inmuni-
dad innata a la TAR, y es por esto que nuestro
objetivo es estudiar algunos parametros de la recons-
titucién de la inmunidad innata asociada a ella.

PACIENTES Y METODOS

Entre los afios 2002 y 2003 se estudié a 25 pacientes
con infeccién por VIH-1 confirmada en el Instituto de
Salud Publica, en control médico en el Hospital San
José (Servicio de Salud Metropolitano Norte, Regién
Metropolitana de Santiago). Se incluyd a pacientes
mayores de 18 afios con indicacién de iniciar TAR, de
acuerdo a las normas vigentes emitidas por el Ministe-
rio de Salud de Chile en el afio 200113, y que no
hubiesen recibido previamente tratamiento. Se exclu-
y0 a pacientes con recuentos de LT CD4+ menores a
50 células/uL y CV menor a 400 copias/mL, o con una
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condicion indicadora de SIDA considerada irrecupera-
ble a corto plazo (6 meses). También se excluyé a
pacientes con TBC activa en tratamiento, mujeres
embarazadas y nodrizas. Todos los pacientes firmaron
un formulario de consentimiento informado.

Los estudios de este trabajo se realizaron cada 4
meses desde el inicio de la TAR, y se extendieron
hasta los 16 meses de éste. En cada evaluaciéon se
realizé un seguimiento clinico y de laboratorio que
incluy6: 1) Inmunofenotipo por citometria de flujo
para la determinacion de LT CD3+, CD4+, CD8+ y
células NK CD16/56+, segun protocolo Simultest de
citdbmetro Becton Dickinson, en el Laboratorio de
Inmunologia del Hospital Clinico de la Universidad
de Chile. 2) Determinacion de CV, por técnica de
Amplicor HIV-1 Monitor version 1.5 de Roche Diag-
nostics Systems, disponible en el Laboratorio de
Medicina Molecular del Hospital Clinico de la Univer-
sidad de Chile (ambos laboratorios pertenecientes a la
Secciéon de Inmunologia de dicho hospital). 3) Ensa-
yos de citotoxicidad de células NK utilizando células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) de los
pacientes como células efectoras y células K-562
marcadas con Cr51 como células blanco, determinan-
do el porcentaje de lisis celular como porcentaje de
lisis especifica, en el Laboratorio de Inmunobioquimi-
ca del Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacéuticas de la Universidad de Chile. 4) Cuantifi-
cacion de TNF-a. e IL-10 por PCR en PBMC, en el
Instituto Cientifico San Raffaele, Milan, Italia.

Los resultados obtenidos fueron sometidos a
pruebas estadisticas de analisis de varianza, a
través del test de Bartlett.

REsuLTADOS

S6lo 13 pacientes continuaron en estudio, debido
a dificultades en el seguimiento. Todos de sexo
masculino, con un promedio de edad de 35 afios
(23 a 50 afos). El promedio de LT CD4+ al inicio
del estudio fue de 146 células/uL (31-362 células/
uL), y la CV de 82.000 copias/mL (4.000-290.000
copias/mL). Segun la clasificacién del CDC (Cen-
ters for Disease Control and Prevention) de
19934, al iniciar el estudio, dos pacientes se
encontraban en etapa A2, cuatro en etapa A3,
uno en etapa B2, cuatro en B3 y dos en etapa C3.

Del total de pacientes estudiados, 6 iniciaron
tratamiento con dos inhibidores de transcriptasa
reversa analogos de nucledsidos (ITRN) y un
inhibidor de transcriptasa reversa no analogo de
nucleésidos (ITRNN); 5 con tres ITRN, y 2 con dos
ITRN y un inhibidor de proteasa (IP) (Tabla 1).
Cabe destacar que técnicamente fue imposible

Tabla 1. Caracteristicas basales de los 13 pacientes VIH+ incluidos en el estudio y su esquema de TAR

Paciente Edad Etapa clinica Recuento CD4+ Carga viral TAR
(afios) (CDC '93)14 (céls./uL) (copias/mL)
1 25 A3 113 19.000 3 ITRN
2 40 A3 114 110.000 2 ITRN - 1 ITRNN
3 34 A2 362 6.200 2ITRN-11P
4 50 A2 224 58.000 2 ITRN - 1 ITRNN
5 33 B2 328 45.000 2ITRN-11P
6 33 B3 106 120.000 2 ITRN - 1 ITRNN
7 34 B3 96 ND 2 ITRN - 1 ITRNN
8 31 B3 102 ND 2 ITRN - 1 ITRNN
9 23 A3 152 120.000 3 ITRN
10 44 B3 91 4.000 3ITRN
11 24 C3 44 290.000 2 ITRN - 1 ITRNN
12 47 A3 138 44.000 3 ITRN
13 36 C3 31 86.000 3 ITRN
Promedio 34,92 146,23 82.018,18
(23-50)

TAR= terapia antirretroviral; ITRN= inhibidor transcriptasa reversa analogo de nucledsidos; ITRNN= inhibidor transcriptasa
reversa no analogo de nucleésidos; IP= inhibidor proteasa; ND= dato no disponible.
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que todos los pacientes incluidos al inicio del
estudio comenzaran a recibir la TAR en el mismo
momento. Por este motivo, al realizar las tomas de
muestras, los pacientes estaban con un desfase en
el tiempo desde el inicio de la terapia, lo que se
tradujo en la necesidad de agrupar los datos en
intervalos de meses para su analisis (1-4, 5-8 y 9-
16 meses).

En los 13 pacientes estudiados, se observé en
el periodo de 9 a 16 meses de terapia, un
incremento de LT CD3+, CD4+, CD8+ y CD16/
56+, no estadisticamente significativo (p >0,12).
En el mismo periodo de tiempo, de manera
significativa, la CV se hizo indetectable en 100%
de los pacientes (Figuras 1 y 2), en concordancia
con la evolucidn clinica de los pacientes a lo largo
del estudio.

La actividad citolitica de las células NK inicial-
mente disminuy6, de manera significativa, de los 1
a 4 meses de TAR (p=0,01). Luego de esto, se
aprecia una recuperacion progresiva que se man-

tuvo hasta el final del seguimiento, en 11 pacien-
tes, llegando a sus niveles mas altos a los 9 a 16
meses de terapia, alcanzando valores similares a
los observados basalmente (Figura 3). Esta varia-
cién también fue estadisticamente significativa
(p=0,01).

La IL-10 no mostré6 cambios significativos en
todo el periodo de estudio. Los andlisis de TNF-a
evidenciaron un aumento en 6 pacientes (46%),
desde el primer mes hasta el octavo desde el
inicio del tratamiento (Figura 4).

Discusion

En la infecciébn por VIH la evolucion de la
enfermedad esta relacionada con la capacidad del
huésped de montar una respuesta inmune efecti-
va, capaz de controlar la replicacion y disemina-
cion viral. Existen evidencias que tanto una
respuesta celular citotéxica especifica mediada
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Figura 1. Evolucién en el tiempo de los marcadores inmunofenotipicos (CD3, CD4, CD8, CD16/56) después de

iniciada la TAR.
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Figura 2. Evolucién en el tiempo de la CV después de iniciada la TAR.
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Figura 3. Evolucién en el tiempo de la actividad citolitica de células NK después de iniciada la TAR.

por LT citotéxicos (CTL) como una respuesta T
helper especifica (mediada por LTh), tienen un
valor pronéstico en el control del VIH15, Si bien el
problema inmunolégico mas obvio finalmente es
la pérdida gradual de LT CD4+, también existen

otras anormalidades inmunoldgicas, muchas de
ellas del sistema inmune innato, tales como:
alteracion de la respuesta quimiotactica de mono-
citos, reduccion de la capacidad de presentacion
antigénica de los macréfagos, alteracién funcional
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Figura 4. Evolucién en el tiempo de TNF-o. después de iniciada la TAR.

y cuantitativa de las células NK, y disminucién
cuantitativa de los granulocitos8:16,

La actividad del sistema inmune innato ha
adquirido un creciente interés como mecanismo
defensivo contra una gran variedad de microorganis-
mos patogenos, incluyendo al VIH18. Esta res-
puesta defensiva no sélo precede a la respuesta del
sistema inmune especifico, sino que también la
orienta al desarrollo de la respuesta inmune mas
adecuada segun el patégeno involucrado!®20. Den-
tro de los componentes celulares efectores del
sistema inmune innato destacan las células NK,
subpoblacién de linfocitos identificable por su feno-
tipo en reposo (CD16/56+, CD3-) y por su funcién
citotoxica antiviral y antitumoral?123, Las células NK
secretan diversas citoquinas, especialmente IFN-y y
quimioquinas?224 y desempefian su rol de citotoxici-
dad ya sea en forma directa (citotoxicidad natural) o
con la participacion de anticuerpos (ADCC, antibo-
dy-dependent cellular cytotoxicity). La citotoxicidad
natural corresponde a la citotoxicidad espontanea
frente a una gran variedad de células blanco,
especialmente tumorales o transformadas por virus,
sin previa sensibilizacion; ocurre a través de recepto-
res aun no totalmente caracterizados que incluyen
tanto receptores de activacion (CD2, CD44, CD69,
CD28) como a receptores de inhibicion de la

citotoxicidad, especialmente los denominados KIR
(killer inhibitory receptor) que reconocen moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad clase |
(MHC-1)2425,

Ha sido bien establecido que en la respuesta
inmune contra el VIH y otros virus, los LT y las
células NK constituyen la principal estrategia
defensiva, sin embargo, dado que la infeccion y
en consecuencia la posterior disminucién de los
LT CD4+ ocurre en etapas precoces de la infec-
cion, el rol de las células NK es de vital importan-
cia. Este tipo celular, en general, carece de
receptores CD4, lo que las hace relativamente
resistentes a la infeccion por el virus. Diversos
autores han demostrado que la preservacion de la
actividad y namero de estas células son factores
asociados al pronéstico de individuos VIH+ con
recuentos muy bajos de LT CD4+26:8,

En nuestro estudio observamos que entre los
pacientes no se evidencié un significativo aumen-
to del recuento de las diferentes subpoblaciones
linfocitarias, lo que pudo estar influenciado por el
corto periodo de seguimiento, sin embargo, la
disminucion de la CV a niveles indetectables
traduce la buena respuesta virolégica a la TAR.

Los ensayos de citotoxicidad evidenciaron una
disminucion inicial de la actividad citolitica de las
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células NK; en este mismo periodo (1-4 meses) la
CV no varid, lo que podria corresponder a un
efecto inicial de la TAR. Ademas, la alta sensibili-
dad de estas células al estrés, que en este caso
estaria dado por lo que significa iniciar una terapia
por tiempo indefinido y con efectos secundarios,
podria explicar esta disminucion. La recuperacién
significativa de la citotoxicidad natural a partir de
este periodo y hasta el final del estudio, si se
correlacioné con la caida de la CV a niveles
indetectables, lo que refleja la efectividad de la
TAR. Los datos obtenidos se correlacionan con lo
descrito en la literatura; en este sentido, se ha
visto que el nimero y la funcién de las células NK
puede reconstituirse en pacientes bajo TAR, siem-
pre que se haya logrado la completa supresion de
la replicacion viral (como fue el caso del 100% de
los pacientes estudiados), indicando que la repli-
cacion del VIH es la responsable de la supresion
de las células NK27.12.8,

Pese a que IL-10, citoquina representativa de
una respuesta Th2, no demostré cambios a lo largo
del estudio, TNF-a evidencié un aumento significa-
tivo en 6 pacientes estudiados. Esto podria corres-
ponder a un estimulo de la respuesta inmune
celular, con predominio de la respuesta Th1l.

Es interesante considerar a futuro el estudio de
otras citoquinas, principalmente de aquellas pro-
ducidas predominantemente por las células NK,
como son MIP-1a, MIP-1R y RANTES, ya que ha
sido recientemente demostrado que la destruccion
de las células del huésped infectadas por el virus
no son el nico mecanismo que tienen las células
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