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RESUMEN

Fundamento y objetivdSe ha observado un incremento en los nivelesateipas de estrés de 70 kDa (Hsp70) en
pacientes VIH positivos, aunque no se conoce lartapcia de este hecho para el diagnéstico y ptioodde la
infeccion, y tampoco la relacion entre este incraimele Hsp70 con los niveles de otros parametigulrinicos. El
objetivo del presente estudio ha sido exploraelacién entre la concentracion de Hsp70 y la cairgdy linfocitos
CD4', y algunos parametros bioguimicos.

Material y métodoSe ha realizado un estudio transversal con 174tmasede suero de pacientes diagnosticados de
infeccion por VIH y 20 muestras de controles sarios. concentracion de Hsp70 se ha determinado por
immunoensayo (ELISA). Se han recogido las variabilés importantes relacionadas con la infeccioomaceon la
carga viral, linfocitos CD% creatinina, GPT (transaminasa glutamico-pirGvi€PK (creatinin-fosfoquinasa) y
colesterol total.

Resultadosla concentracion de Hsp70 obtenida en el momeekdrdcaso viroldgico fue aproximadamente 10
veces mas alta que en aquellos sueros en situdei@stabilidad viroinmunoldgica. Se ha observado retacion
estadisticamente significativa entre Hsp70 y elieato de linfocitos CD4 CPK y GPT. Ademas, se han obtenido
valores significativamente mas elevados para laabir transformada Hsp70/CbD4 en situacién de fracaso
viroldgico.

ConclusionesLos valores elevados de Hsp70 y Hsp70/CBd situacion de fracaso virolégico, y la asociacio
entre los niveles de Hsp70, GPT y CPK, indican lpgeniveles de Hsp70 podrian ser (tiles para détamel
estado y evolucién de pacientes VIH+.
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INTRODUCCION la de Hsp70, juega un papel importante en la
infeccion por el virus de la inmunodeficiencia
Se ha demostrado que la poblacién sana muestra humana (VIH). A pesar de que los viriones VIH -1

unos niveles basales de Hsh78unque se ha obser- contienen Hsp, el estudio de estas proteinas ha
vado que en enfermos existe una sobreexpresion de recibido una limitada atencion.
estas proteinas de estrés si los comparamos con in- Hsp70 es una proteina que confiere citoprotec-

dividuos sands La respuesta al estrés, especialmente  cién frente a una variedad de estresores celulpoes,
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lo que éstos inducen un aumento de los niveles
intracelulares de Hsp70. Un estudio reciente maiest
que las proteinas Hsp70 de origen microbiano ajerce
una inhibicion dosis — dependiente de VIH-1 en el
interior de las células CD4umanas; el mecanismo
de inhibicién de la infectividad de VIH-1 por Hsp70
puede bloquear directa e indirectamente los co-
receptores CCR5 por induccion de citocinas CC y
APOBEC3G. Algunas evidencias indican que un
aumento de la expresion de Hsp70 podria representar
una potencial estrategia terapéutica para el trata-
miento de pacientes criticos

Varios estudios se han centrado en la repercusion
de las proteinas de estrés en la interaccion hdéspe
virus en infecciones por virus RNA. Estos estudios
demuestran algunos hechos de importancia, tales
como que las proteinas Hsp son necesarias para que
se realicen algunos pasos del ciclo de replicacion
viral; que la incorporacién de Hsp en el virus
determina su infectividad; y que la presencia dases
proteinas en la superficie celular provoca una
inmunidad frente al virds

A pesar de lo anteriormente expuesto, el papel de
Hsp70 en VIH/SIDA no se conoce muy bien. El VIH
se multiplica dentro de los linfocitos CDasta
causar la destruccion celular, y cuando el recuento
éstos cae por debajo de 200 células/ul, existaltaa
susceptibilidad a patégenos oportunistas y otras
enfermedades. El SIDA es la consecuencia de esta
situacién clinica. Aunque la terapia antirretrolira
altamente activa se usa para mantener el nimero de
copias virales bajo o indetectable, cuando se
producen resistencias o se interrumpe la terapia,
aparece un fracaso virologhco

Algunos estudios han comparado la expresion de
Hsp70 en linfocitos de pacientes Vikon la de
controles, mostrando que la capacidad de produccién
de Hsp70 es mas grande en paciéntEs células
linfociticas infectadas con VIH, Wainberg et al.
(1997¥ muestran que los niveles de Hsp70 permane-
cen constantes durante la infeccién aguda, aunque a
las 24 horas después de la infeccion se observan
nuevas isoformas que desaparecen a las 48 horas,
demostrando que las Hsp70 estan envueltas en dife-
rentes pasos del ciclo de replicacion viral; tamlsé
observa un incremento de la respuesta inmune
humoral especifica frente a Hsp70. Kocsis et al.
(2003)° demostraron que los niveles de anticuerpos
anti-Hsp70 fueron dos veces mas altos en pacientes
infectados por el VIH que en controles sanos, y las
concentraciones de anticuerpos en suero disminuye-
ron a pesar de la aplicacion de la terapia antvetl
altamente activa. En un estudio mas reciente se
demuestra que la concentracion media de proteinas
Hsp70 detectada en pacientes VIH+ fue el doble que
en los controles, mientras que los pacientes vimain
nolégicamente estables presentaban unos valores
medios muy similares a los controles s&hos

Con objeto de profundizar en el tema, el presente
estudio trata de explorar la expresion elevada de

Hsp70 en sueros de pacientes VIHPara alcanzar
este objetivo se cuantificé la concentracion de7fsp
en relacion con la carga viral, linfocitos CD¢
parametros bioquimicos.

MATERIAL Y METODOS

Muestras

En total, fueron incluidos en el estudio 174
sueros obtenidos de pacientes diagnosticados de
infeccion por VIH procedentes de la Unidad de
Enfermedades Infecciosas, Servicio de Medicina
Interna, del Hospital San Cecilio en Granada.
También fueron incluidos 20 sueros de controles
sanos, para obtener un punto de referencia sobre lo
valores de Hsp70.

Concentraciones de Hsp70

Para la deteccién de Hsp70 el método utilizado
ha sido ELISA (enzyme-linked immuno-sorbent
assayy’**! que a continuacién se describe breve-
mente. Los pocillos de una placa de microtitulacion
se recubrian de anticuerpos monoclonales espexifico
para Hsp70 humana (SPA-810, StressGen Biorea-
gents Corporation, Ann Arbor, Ml, USA). La placa se
lava y bloquea con 1 % de albGmina de suero bovino
(A-4503, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), y se
afiade las muestras y la proteina Hsp70 recombinante
humana (NSP-555, StressGen Bioreagents Corpora-
tion, Ann Arbor, MI, USA). La Hsp70 se determina
usando un anticuerpo policlonal anti-Hsp70 de amnej
(SPA-812, StressGen Bioreagents Corporation, Ann
Arbor, MI, USA) y una anti-IlgG de conejo conjugada
con fosfatasa alcalina (clone Rg-96, A-2556, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Para el revelado se
usa un substrato cromégeno pitrofenil fosfato
(N-2770, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Se
miden la absorbancia a 405 y 630 nm y las concentra
ciones de Hsp70 se determinan mediante la recta de
regresién obtenida con las variables absorbancia y
concentraciones de la curva patron.

Variables relacionadas con la infeccion por VIH

Se han determinado las siguientes variables:
carga viral, recuento de linfocitos CD4reatinina,
transaminasa glutdmico-pirdvica (GPT, también
conocida como alanina aminotransferasa o ALT ),
creatinin-fosfoquinasa (CPK), y colesterol total.

En relacién a la carga viral, se definieron 2
situaciones clinicas: a) estabilidad viroimmunotagi
(EVI), cuando presentan una carga viral indeteetabl
(<50 copias/ml); y b) fracaso virologico (FV), eh e
momento en que la carga viral excede las 5000
copias/ml.

La situacion de estabilidad viroinmunoldgica se
ha dividido en 3 subgrupos en funcién del recuento
de linfocitos CDZ: nivel de inmunidad bajo (<200
linfocitos CD4/ul), medio (200-500 linfocitos CD4
/ul), y alto (>500 linfocitos CD%/ pl).
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Andlisis

El analisis estadistico de los datos se ha dividido
en dos partes. Para cada una de las variables del
estudio se ha realizado un estudio descriptivo {@med
desviacién tipica, rango, etc.). Debido al difeeent
namero de sueros procedentes de pacientes y de
controles, y considerando que las muestras no eran
independientes, se ha empleado la metodologia de
modelos GEE (Generalized Estimating Equatibns)
Esta metodologia, formalmente parecida a los
modelos de regresion linear multiple, ha permitido
obtener la significacion estadistica de las asocia-
ciones entre cada variable y los niveles de Hsp70.

TABLA 1. Valores medios de Hsp70 (ng/mL) en situaén de fracaso
virolégico (FV), estabilidad viroinmunoldgica (EVI) y controles.

linfocitos CD4 circulantes, se ha incluido la variable
transformada Hsp70/CD4

El programa que se ha empleado en todos los
andlisis ha sido STATA 8.1, dentro del comando
xtgee Se ha empleado el nivel 0,05 para declarar, en
un primer nivel, el resultado como significativo.

RESULTADOS

Se ha estudiado un total de 174 sueros de
pacientes VIH+, estratificados en dos grupos: situa
cion de FV (21 de ellos) y EVI, en funcion de la
carga viral en el momento de la extraccion de la
sangre. Al comparar la situacion de
FV con la de EVI y controles, se ha
observado que los valores de
Hsp70 son 10 veces superiores en
la situacion de fracaso viroldgico; a

pesar de ello las diferencias no

Variable FV EVI Controles TP
Media + DE Media + DE Media + DE llegaron aI ser 5|gn_|flcalt|vas (Itabla
(min-max) (min-max) (min-max) 1). Por el contrario, los valores

Hsp70 (ng/ml)
(0 - 14032,14) (0 - 905,78)

703,49 + 3055,0970,44 + 144,26 72,06 + 97,21

medios de Hsp70 en situacion de
EVI son muy similares a los

(0 -343) obtenidos en los controles sanos.

DE: desviacion estandar. Diferencias no significeip > 0,1

En todos los casos en que ha sido necesario, se
han transformado los valores de Hsp70 para conse-
guir que las varianzas sean homogéneas, empleando
el logaritmo neperiano de la medida mas uno como la
transformacion mas comuln, puesto que asi se
conseguia estabilizar las varianzas. Como los esvel
de Hsp70 podrian ser dependientes del niumero de

TABLA 2. Estudio descriptivo de las variables anaticas de los sueros.

Se han encontrado diferencias

casi significativas en los valores de
GPT (para varianzas desigualgg £1,5175;p<0,1),
y diferencias estadisticamente significativas e lo
valores de CD4 (para varianzas desiguales, t=
—-2,4576;p<0,01). Para el resto de las variables no se
han observado diferencias significativas entredins
grupos (tabla 2).

Ademas, se ha analizado la relacién entre los
valores de Hsp70 y los parametros analiticos median
te regresion linear,
tomando el valor del
logaritmo neperiano para

las variables concentra-

Variable FV EVI -
: ; cién de Hsp70 y la carga
Me(_j|a + DE Me(_j|a + DE viral. Se ha alcanzado una
_ _ (min-max) (min-max) significacion  estadistica
Carga viral (copias/ml) 74640,48 + 160561,90 38,10 + 20,45 para la correlacién entre
__ (6100 - 680000) (0-90) los valores logaritmicos y
Creatinina (mg/dl) 1,09 + 0,19 1,05+0,19 la concentracion de las en-
. (0,7-1,63) (0,63- 1,8) zimas hepéticas CPK vy
GPT (mU/ml) 98,24 + 121,60 57,22 £ 63,25 GPT, siendo casi
(9 - 467) (9 - 450) significativa la correlacion
CPK (U/ml) 107,25 + 84,45 127,80 + 123,37 con el colesterol total
(26 - 382) (10 - 986) (tabla 3).
Colesterol total (mg/dl) 186,05 + 48,12 212,84 + 70,61 Debido a que los
_ (113 - 317) (36 - 813) niveles de Hsp70 podrian
Linfocitos CD4 (células/pl) 391,67 + 232,70 532,27 £ 323,89 ser dependientes de la
(76 — 941) (13 -1513) concentracién de
Linfocitos CD8(células/ul) 1085,19 + 556,16 924,27 + 418,62 linfocitos CD4, se ha
(282 — 2381) (249 — 2237) explorado una posible

DE: desviacion estandar. * Diferencias casi sigatfvas p < 0,1). ** Diferencias

significativas p < 0,01).

asociacion entre la razén
Hsp70/CD4 y el resto de
variables. La tabla 4
proporciona los valores
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TABLA 3. Relacién entre el logaritmo neperiano
de Hsp70 y cada una de las diferentes variables
de estudio.

Variable Nivel de | Coeficiente de
significacion| correlacion
Carga viral (Ln) p=0,702 r=-0,032
Creatinina p=0,103 r=-0,181
CPK p = 0,0005 =-0,378
GPT p = 0,003 r=-0,181
Colesterol total p = 0,094 r=-0,220
Linfocitos CD4 p=0,431 r=0,104

del cociente Hsp70/CD4 estratificados segin la
situacién viroinmunoldgica, excluyendo los valores
cero. Los resultados muestran que la variable
Hsp70/CD4 es mas alta cuanto peor es la situacion
viroinmunolégica. En el situacion de EVI (>500
linfocitos CD4/ul), se ha obtenido un valor medio de
0,19, frente a 1,19 en situacion de FV siendo las
diferencias estadisticamente significativas. Dedélo
grupo de sueros obtenidos en situacion EVI, los

TABLA 4. Valores del cociente Hsp70/CDZ%en los
sueros estratificados segun la situacion
inmunoldgica.

Situacion viroinmunoldgica| N Media DE
FV 32 [1,19 4,19
EVI <200 CD4/ul 3 0,80 0,47
EVI 200-500 CD#/ul 10 | 0,53 0,49
EVI >500 CD4/ul 29 |0,19 0,21

DE: Desviacion estandar. Diferencias significativas

valores medios Hsp70/CD4on mas altos en el peor
estado (<200 linfocitos CDAul) (Tabla 4).

Aungue los resultados no se muestran, no se han
encontrado asociaciones significativas entre el co-
ciente Hsp70/CD4y valores de creatinina, colesterol
total, o enzimas hepaticas GPT y CPK, o niveles de
linfocitos CD4.

DISCUSION

Los resultados muestran que durante la
replicacion viral en la infeccion por VIH se proguc
un incremento de la sintesis de Hsp70, que se puede
detectar mediante el aumento de los niveles séricos
De hecho, en el momento de FV los valores de Hsp70
son diez veces superiores a los obtenidos en los
sueros correspondientes a momentos de EVI. El valor
medio de los sueros correspondientes al momento de
FV fue de 703,5 ng/ml, frente a 70,4 ng/ml para los
de EVI. A pesar de ello las diferencias no llegaaon
ser estadisticamente significativas, ni en el aizatie
los valores absolutos ni cuando las comparaciomes s

realizaron utilizando las transformaciones logarit-
micas, debido a la gran variabilidad de los valores
obtenidos. Esta gran variabilidad en los niveles de
Hsp70 se ha observado en otros estudios realizados
en pacientes con lupus eritematoso sistémico (media
239,4 ng/ml; desviacién estandar: 367,9 ngfmbn
mujeres y hombres sanos (0—13380 y 0-18550 ng/ml
respectivamentd) y en mujeres embarazadas con
preeclampsia (media: 2,82 ng/ml; desviacion estan-
dar: 8,33 ng/mlf. Los datos publicados previamente
indican una media de la concentracién de Hsp70 de
145,4 ng/ml en pacientes infectados VIH frente a
72,1 ng/ml en sujetos no infectadbsEn el mismo
estudio se obtuvo una media de los niveles de Hsp70
de 249,1 ng/ml para pacientes durante el FV, cuatro
veces mas alto que los niveles de pacientes con EVI
aunque estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas. No obstante, a pesar de no obteners
esta significacién estadistica, debido fundamental-
mente a la variacion interindividual, si que existe
evidencia biolégica de que se produce un notable
aumento de Hsp70 como respuesta frente a la repli-
cacion viral durante el FV. Un aumento en los r@sel

de Hsp70 es uno de los mecanismos de defensa celu-
lar durante la replicacion viral, lo que ha sidondes-
trado en estudios previos, en los que las proteinas
Hsp70 ejercen un efecto inhibitorio en la replidaci

de VIH-1, de manera que altos niveles de Hsp70
podrian proteger a las células del efecto citotHxiel

virus VIH-1 y reducir la replicacién virdl

El fracaso virologico esta acompafiado por un
aumento en la carga viral y una disminucion del
recuento de linfocitos CD4 pero del resto de
variables analizadas s6lo se produce un incremento
casi significativo [(<0,1) en los valores de GPT
(Tabla 2). Es interesante observar que los valores
medios del recuento de linfocitos CDAo son lo
suficientemente bajos para indicar el fracaso
virologico, a pesar de que las diferencias fueron
estadisticamente significativas. El valor medio del
recuento de linfocitos CD4durante el FV fue de
391.7 células/ul, y de 532.3 células/pl en la sitia
de EVI (Tabla 2). Estos valores parecen indicar que
el recuento de linfocitos CD4no es un buen
indicador del fracaso virologico.

Se explor6 la existencia de correlacion entre los
niveles de Hsp70, cuantificados como logaritmo
neperiano mas uno, y los parametros analiticosl§Tab
3). No se ha observado una correlacion signifieativ
entre los niveles de Hsp70 en suero y aquellag-vari
bles relacionadas con la infeccién por VIH, tales
como la carga viral o el recuento de linfocitos CD4
se ha detectado la existencia de correlacién sstadi
ticamente significativa con los niveles de GPT y
CPK, y casi significativa con el colesterol totgh
los tres casos la correlacion es negativa, lo ndiea
gue cuanto menor es valor de estos parametros mayor
es el valor del logaritmo neperiano de la proteina
Hsp70. La alteracibn de estos parametros se
considera de etiologia multifactorial, y entre fas-
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tores asociados se incluye el tratamiento antirretr
viral*®*® Con respecto al colesterol total, nuestros
resultados coinciden con lo observado anteriormente
que la hipocolesterolemia es significativamente mas
prevalente en los individuos VIH+ que en los
seronegativos, es decir, que la infeccion por V#H s
acompafia de un descenso del colesteroffotal

Aun cuando los datos no son absolutamente
concluyentes, la observacion de los resultado€gseigi
gue, al igual que la determinacion de las enzimas
CPK 'y GPT, los valores de Hsp70 podrian tener valor
diagnéstico y prondstico, o al menos una aplicacion
en el seguimiento de los pacientes tratados, @ sol
en relacién a la prediccién de posibles fracasos si
también para la deteccion de efectos adversos del
tratamiento, fen6menos ambos que deberan ser
estudiados con mayor profundidad.

Dado que la infeccidn viral reduce el nimero de
linfocitos CD4, y que éstos son los principales
responsables de la sintesis de Hsp70 en este proces
infeccioso viral, los niveles de esta proteina feodr
estar condicionados por el ndmero de linfocitos
CD4', por lo que resulta razonables explorar la
utilidad de la variable transformada Hsp70/CD4
Para ello se ha obtenido el cociente Hsp70/Qizda
cada una de las muestras del estudio, y se ha
analizado su relacion con la situacion virolégied d
paciente. Como se indica en los datos de la tabla 4
cuanto peor era la situacién clinica del paciente,
mayor era el valor de esta variable transformada, ¢
un valor medio de 1,19 en situaciéon de FV,
descendiendo al mejorar la situacion viroinmuno-
I6gica, siendo de 0,19 en situacién de EVI >500
CD4'/ul, con diferencias estadisticamente significa-
tivas (<0.001). Esto muestra que la variable
Hsp70/CD4 puede ser un indicador util para el
diagnostico de la situacion clinica de pacientds'VI

En conclusion, existe una asociacién entre la
situacion viroinmunologica de pacientes VIM los
niveles de Hsp70 en suero, con valores elevadts en
situacién de fracaso virolégico. Los valores de Hsp
muestran una correlaciéon estadistica con las eszima
CPK y GPT, determinadas en el seguimiento de los
pacientes VIH. Finalmente, la variable transformada
Hsp70/CD4 puede ser util como un indicador de la
situacion clinica y evolucion de estos pacientes.
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