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1. Introduccid

1. Que significa el treball de la recerca per mi?

Aquest treball de recerca m'ha premés aprofundir en un dels temes presents en
el curriculum de 2n Batx. que és la Immunologia.

La possibilitat de fer-ho amb un tutor especialista en el tema i en un centre de
recerca pioner en el virus dimmunodeficiencia adquirida (VIH) m'ha donat
l'oportunitat d'aprendre aspectes molt especifics en el camp totalment encara
experimentals que d'altra manera no haurien estat a I'abast.

Jo vull ser metgessa i aquesta ha estat una oportunitat per aproper-me a la vida
professional dins un hospital. D'altra banda ha estat un repte amb la llengua, ja
gue m'ha obligat a esforcar-me amb I'expressié correcta en catala i, encara
meés, amb el llenguatge cientific.

Sense dubtes és un tema molt interessant en el que encara queden moltes
portes per obrir.

2. En que consisteix el meu treball de recerca?

En comencar el batxillerat ja tenia una idea del que volia fer algun tema
relacionat amb la carrera de medicina pero no havia pensat en res en concret.
No em va fer falta buscar molt perqué la meva professora em va proposar tres
temes diferents sobre el virus i, a mi el que més em va interessar va ser el VIH.
A més, poc després em va oferir la possibilitat de fer el treball a I''RSICAIXA a
I'hospital Trias i Pujol on els investigadors em guiarien per fer un treball associat
a les actuals linies de recerca, absolutament pioners al voltant del virus de la
SIDA.

Ja en el mes de maig vam escriure sol-licitant I'ajut i de seguida van comencar
els primers contactes amb els investigadors a I'hospital. IRSICAIXA és l'institut
de la recerca de la SIDA i com l'objectiu té recerca dels tractaments més
eficacos contra el virus abans que progressi la malaltia.

3. Per que he escollit aquest tema i quin és |'objectiu principal
del meu treball?

Quan la professora em va presentar uns quants temes, em va interessar
immediatament el tema de la SIDA. Sabia alguns trets caracteristics de la
malaltia, pero volia coneixer més. Aquesta malaltia afecta a milions de
persones cada any i, jo com que soc d'un pais subdesenvolupat (el Pakistan)
on la SIDA afecta moltes persones que ignoran que aquesta malaltia es
transmet per via sexual volia estudiar-ne més. M'agradaria pensar que les



joves, si estan meés informats poden millorar el cami cap al futur.

D'altra banda volia saber més sobre els temes relacionats amb el virus VIH: el
procés d'infeccio, la malaltia i com ens defensa el sistema immunitari, els
tractaments i processos.

Vaig enviar un e-mail a la cap d'IRSICAIXA per quedar amb ella. Com que
havia d'escollir un tema entre diferents possibilitats els investigadors
d'IRSICAIXA em van orientar cal al procés d'infeccié. Concretament I"objectiu
és utilitzar unes particules semblants al virus (VLPs) que el nostre cos detecta
com si fossin el VIH, afegir-les a la sang del banc de donants (en principi
persones sanes) i veure com actuen sobre les cel-lules dendritiques (cel-lules
amb un paper molt important en la defensa del nostre cos) en presencia d'unes
substancies que estimulen el creixement d'aquestes cél-lules, com so6n
I'interfer6-alfa IFN-a i el lipopolisacarid LPS. ElI meu treball ha consistit en
analitzar, mitjancant l'observacié de fotos tretes amb tecniques especifiques de
microscopia electronica, I'actuacié d'aquestes cél-lules dendritiques davant el
virus en el procés de Trans-infeccio.

El meu contacte amb els investigadors em dona la possibilitat de conéixer més
I'ambient dels cientifics. Puc saber com treballen, quines normes segueixen,
quin és el procés d'investigacio i sobretot, adonar-me de la quantitat d'hores
d'analisi davant un ordinador que suposa qualsevol tipus d'investigacio.

Cal remarcar que l'idioma més utilitzat I'ambit cientific és l'angles, i per aquesta
rao la terminologia correspon a les inicials de I'expressié anglesa.

L'angles és una de les meves llengues pero pel treball de recerca he traduit
totes les expressions possibles al catala excepte les sigles que es consideren
aixi internacionalment.

Marc teoric

2. El sistema immunitari

2.1 Conceptes basics del sistema immunitari

La immunitat es defineix com la resisténcia a les malalties. Es I'esfor¢ que fa el
nostre cos davant la preséncia d'una infeccio, d'un virus o simplement davant
les cél-lules propies danyades com per ex: les cancerigenes. Aquesta
resisténcia, aquest esfor¢ per defensar el cos s'anomena el sistema immunitari.
Un conjunt de respostes coordinades de les cel-lules contra les molecules
estranyes pel nostre cos é€s la resposta immunitaria.



La immunologia és l'estudi del sistema immunitari, inclos les seves respostes
als patogens i els teixits danyats, aixi com la seva participacié en la malaltia
que provoquen. La funci6 més important del sistema immunitari és evitar les
infeccions potencials i eradicar les ja establertes.

La importancia del sistema immunitari per a la salut és indubtable, ja que els
subjectes amb respostes immunitaries defectuoses tendeixen a patir infeccions
greus que posen en perill la seva vida. La vacunacio permet adquirir resisténcia
immunitaria davant els possibles patogens i que quedi memoritzada en el
nostre sistema defensiu. Ara bé només la virola és ['Unica malaltia
completament eliminada de la civilitzacié amb la vacunacio. En altres patogens,
com el VIH de la SIDA o el virus de la grip, canvien tant que és impossible
trobar vacunes per eradicar les infeccions.

La repercussié del sistema immunitari va més enlla que les malalties
infeccioses.El sistema immunitari:

« Impedeix el creixement d'alguns tumors

» Participa en l'eliminacié de cél-lules mortes i en l'inici de la reparacio
tissular

Malgrat tots els beneficis del sistema immunitari, també pot representar greus
problemes com:

« Malalties inflamatories, al.lergiques i autoimmunitaries

» Rebuig als trasplantaments, ja que es tracta de la defensa davant les
cel-lules no propies.

Els organs i les céel-lules del sistema immunitari

El sistema immunitari com resta dels sistemes del cos necessita uns soldats
molt potents que defensen el cos davant els patogens. Aquestes cél-lules son
una fabrica que treballa en cadena. Cada cél-lula esta relacionada amb les
altres pel millor funcionament del sistema. A part de la seva dependéncia a
unes i altres també estan equipades amb una estructura molt especialitzada
per ajuntar-se als diferents patdogens que, al seu torn, també tenen una
estructura especialitzada (els antigens). La maturacio de les cel-lules i la seva
diferenciacié en un tipus o altre té lloc en uns organs anomenats els organs
limfoides.

Podem diferenciar els organs limfoides en els organs primaris i secundaris.



Els organs primaris sén on es formen les cél-lules de la linia defensiva que son:
La medul-la ossia

Es troba dins la cavitat medul-lar de l'interior d'ossos curts i plans i a la zona
esponjosa dels ossos llargs. Es I'organ principal d'elaboracio de quasi totes les
cel-lules, perdo sempre no ho era. En I'embri6 la funcié de la produccié cel-lular
es dur a terme al sac vetel:li en els primers quarts mesos i que després es
desplaca cap a la medul-la ossia. El nado té tots els seus 0ssos capacos de
produir les cél-lules pero al llarg de creixement alguns 0ssos perden aquesta
capacitat i en un adult només les vértebres, les costelles, la pelvis, el crani,
I'estern i els ossos llargs conserven la capacitat de produccié cel-lular o la
capacitat hematopoiética. Hi formen les cél-lules del sistema immunitari com els
limfocits, els macrofags i els monaocits.

03 esponjos

03 compacte

cawtat medul-lar medul-la éssia

Ossos d'un adult amb capacitat

Irocglltzacm de l'os esponjos i la medul-lula de produccié cel-lular
ossia en un os llarg
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Hematopoiesi €s el procés de donar lloc a totes les cél-lules del cos des d'un
mateix progenitor, les cél-lules mares pluripotents.
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El tim

El tim és un organ localitzat per sobre del cor i format per dos lobuls. Cada
Iobul s'organitza en diversos fol-licles els quals estan constituits per una
escorga externa i una medul-la interna. Es un organ que desenvolupa durant la
vida fetal i la infancia i que en arribar la pubertat es comenca a atrofiar-se
progressivament.
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Els limfocits immadurs migren cap al tim des de la medul-la 0ssia on maduren
en limfocits T periférics o els timocits. Aquests limfocits surten del tim i una altra
vegada van cap a la medul-la 0ssia on aprenen a diferenciar-se entre el que €s
propi i el que no és durant la fase prenatal.

Els ganglis limfatics i la melsa sén els que es consideren com els organs
limfoides secundaris. Sén els organs on els limfocits localitzen, reconeixen els
antigens invasors i munten una resposta immunitaria contra ells.

Els ganglis limfatics

La funcid principal dels ganglis limfatics és filtrar el liquid intersticial i la limfa
dels antigens i dels germans nocius, quan es passen dels vasos limfatics
periferics cap als vasos limfatics més interns. Els més importants son els
ganglis limfatics auxiliars, els inguinals, els d'amigdala, els cervicals i les
plagues de Peyer (a l'intesti).

Als ganglis limfatics es troben en abundancia els limfocits B i els limfocits T.

Els ganglis limfatics del cos

Els punts negres indiquen la localitzacié dels ganglis limfatics
Google

imatges



La melsa

Situat a la part superior esquerra de I'abdomen, darrere de I'estomac i prop del
diafragma és I'organ limfoide més gran del cos huma. Filtra la sang i és I'0rgan
principal on es localitzen els limfocits T i B que s'activaran en presencia
d'antigens. Aqui també té lloc l'intercanvi de les substancies entre els vasos
limfatics i els vasos sanguinis.

La melsa
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Les cel-lules del sistema immunitari

Les cél-lules del sistema immunitari s6n els soldats especialitzats i equipats per
combatre les infeccions al camp de batalla (el lloc d'infeccid), son els leucocits.

Poden originar reaccions:

e humorals: indueixen la produccié dels anticossos, substancies
citotoxiques, estimuladors, etc.

« cel-lulars: indueixen la fagocitosi , apoptosi, etc.

Es poden trobar en el corrent sanguini o en estat repos en els teixits, ja que
amb un estimulador deixen el seu lloc en els vasos sanguinis i passen pels
capil-lars al lloc d'infecci6 mitjangant el fenomen de diapedesi. Entre els
diferents tipus que hi ha dels leucocits, es poden diferenciar dos grans grups:
els granulocits i els agranulocits.



Els granulocits

Els granulocits son els leucocits que presenten unes molécules anomenades
granuls, petits sacs que contenen els enzims que digereixen els
microorganismes.

Uns granulocits tenen la histamina que provoca la vasodilatacié durant una
inflamacio. El que incrementa el flux de la sang cap al lloc d'infeccid. Aquest
flux aportara altres leucocits cap als antigens per matar-los. Alguns dels
granulocits també tenen la tendencia de provocar la mort d'una cel-lula
afectada. La seva activitat no és especifica i formen part de la resposta innata
del sistema immunitari. Son els tipus més nombrosos dels leucocits en el cos, i
només s'activen en preséncia d'un invasor. En cas que no hi hagi una invasio
es moren en els vasos sanguinis.

A partir de caracteristics granuls que contenen, també estan reconeguts pel seu
nucli multilobulat isegons la diferéncia de tinci6 d'un colorant quimic es
distingeixen en tres tipus: els neutrofils, basofils i eosinofils.

Els neutrofils

Els 54-75% dels leucocits son els neutrofils. Els neutrofils tenen un nucli que
esta dividit en 3-5 Iobuls. Son la classe dels granuldcits que reaccionen poc
amb les tintes quimiques, i per tant, el nom "neutro-". Fagociten els
microorganismes. Sén produits en quantitat de 10 bilions cada dia, en un adult,
per compensar el fet que tenen una vida molt curta, només d'unes quantes
hores. Madurats en la medul-la 0ssia, circulen per la sang i es multipliquen tres
a gquatre vegades quan reben els senyals del lloc d'infeccid.

i

LND

El neutrofil al microscopi Imatge 3D d'un neutrafil
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Els basofils

Son els tipus dels granulocits que només representen 0.4% - 1% de tots els
leucocits en el cos. Tenen granuls amb heparina que és un anticoagulant i,
amb histamina i leucotriens (ambdés sén antiinflamatoris). ElI que
aconsegueixen és augmentar el flux sanguini a la zona afectada.

(]
De Oa

Com es veu un basofil sota el microscopi Imatge 3D d'un basofil

Google imatges

Els eosinofils

Els eosinofils tenen un nucli bilobulat. Els eosinofils realitzen diverses funcions
des de participar en les reaccions inflamatories i al-lergiques fins a fagocitar els
microorganismes, en concret els parasits i també tenen un paper fisiologic en la
formacié dels organs. Tenen una vida d'1-2 setmanes. Representen una
proporcié entre 1% i el 3% dels leucocits totals.

Imatge 3D d'un eosinofil

Imatge microscopica d'un eosinofil



Els agranulocits

Es diferencien dels granulocits per I'absencia dels granuls en el seu citoplasma
i perque presenten un nucli no lobulat. Aquests tenen una resposta adaptativa i
tenen la capacitat de transformar en les cél-lules de memoria que fan que la
resposta sigui més efica¢ si hi ha una segona infeccio.

Els monocits

Son els leucocits més grans que circulen la sang. Representen entre el 2% i el
10% dels leucocits. S6n unes cel-lules molt flexibles que poden adaptar una
forma o altra depenent dels canvis produits en el seu entorn, és a dir, en el cos
quan hi ha invasié per un microorganisme.

En el procés de diferenciacio es converteixen en els macrofags que fagociten
els microorganismes de manera inespecifica. Digereixen tot, sigui un virus o
sigui un bacteri i presenten els fragments del microorganisme conegut com a
antigens als altres leucocits, principalment als limfocits T.

Els mondcits també divideixen en les cél-lules dendritiques o cél-lules
presentadores de I'antigen que tambeé fan la funci6 de fagocitosi.

A partir de les seves funcions en el sistema immunitari els monocits tenen les
seguents funcions:

. Reparen els teixits danyats

. Eliminen les céel-lules mortes del lloc d'infeccié quan la ferida es repara
. Influeixen la formacié dels alguns 6rgans com el cor i el cervell

~ T v v

Monocit al microscopi Un monocit

Google imatges
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Els limfocits

Els limfocits sén les cel-lules amb un nucli gran i arrodonit i els principals que
intervenen en les respostes humoral i cel-lular. Constitueixen aproximadament
el 10% - 20% de tot el recompte leucocitari de la sang. Produits en el teixit
limfatic, es diferencien en dos tipus de les cel-lules segons les funcions que fan:

Els limfocits T

Els limfocits T reben el seu nom perqgue maduren en el tim, d'angles 'thymus' i
son intermedis de la resposta cel-lular. Son ‘els controladors' del sistema
immunitari adaptatiu i les funcions principals que fan son:

. un atac directe sobre l'invasor (virus, parasit, bacteri, etc.)
. augmentar la resposta immunitaria dels limfocits B
. produir substancies com per exemple: les citocines que actuen com

estimuladors de les altres cél-lules del sistema immunitari.

En el tim es multipliquen i es diferencien en quatre tipus diferents. Un compte
baix del normal del nombre dels limfocits T €s una manera d'avaluar la salut
dels pacients de VIH/SIDA. Els tipus son:

Citotoxic T cells (cél-lules citotoxiques): destrueixen les cel-lules infectades
alliberant citotoxines, perforines que indueixen la formacié del porus a la
membrana de la cel-lula infectada i destruint el microorganisme atacant.

Les ceél-lules citotoxiques atacant una ceél-lula infectada Google imatges

Helper T cells (cél-lules T ajudant): encarregades de l'activacié i diferenciacio
dels limfocits B i proliferacio dels limfocits T citotoxics secretant interleucines
(missatgers quimics).

Regulatory T cells (cel-lules T reguladores): son els que controlen la resposta
immunitaria.

11



Natural Kkiller T cells: activats per diferents citocines son els que s'uneixen a
les cél-lules infectades o a les cél-lules cancerigenes i alliberen substancies
quimiques que les maten, que produeixen I'apoptosi cel-lular (la mort cel-lular).

Una cél-lula Nk atacant una ceél-lula tumoral

Google imatges

Memory T cells (cel-lules de memoria): sén un subconjunt dels tots limfocits
anteriors que previament han encontrat i han respost un tipus especific
d'antigen i gaudeixen ‘'la memoria' per la qual el sistema immunitari és capac
d'actuar d'una manera rapida i més eficac si torna a enfrontar aquest mateix
antigen.

Els limfocits B

Els limfocits B s6n produits en la medul-la 0ssia com el seu hom en anglés
'‘bone marrow' indica. Responsables de la immunitat humoral,formen en la
medul-la ossia. Maduren i proliferen en la melsa i en els ganglis limfatics en
presencia d'antigens en les cél-lules plasmatiques. Les cél-lules plasmatiques
circulen pel corrent sanguini alliberant anticossos.

Els anticossos

Els anticossos o immunoglobulines son de la naturalesa proteica i tenen una
estructura que consisteix una cadena pesada (heavy chain) i dues cadenes
lleugeres (light chains) que estan construides en forma d'una Y.

12



Esfructura enforma de Y
dels anticossos

Google imatges

Els anticossos produits pels limfocits B poden ser de dos tipus:

Anticossos superficials: sén els tipus dels anticossos que el limfocit B
presenta a la seva membrana . La cadena pesada esta en contacte amb el
limfocit mentre que les cadenes lleugeres s'uneixen als antigens.

Anticossos lliures: son els que se separen dels limfocits i mouen lliurement en
la sang.

La funcié principal dels anticossos és reconeixer i unir-se a l'antigen, per la
destruccio d'aquest. El procés que du a terme als anticossos , ho poden fer a
traves de:

e lalisi cel-lular (destrucci6 cel-lular)

e opsonitzacié dels microorganismes (procés pel qual es marca l'antigen
per la seva posterior fagocitosi).

e aglutinacié dels antigens en una determinada zona facilitant I'accio dels
fagocits

e activacio dels limfocits T

Els Antigens

S6n molécules estranyes que s'uneixen a anticossos especifics, un per a
cadascu d'ells. Els antigens poden ser cél-lules, molécules o simplement unes
determinades proteines de la membrana del micoorganisme, sigui un virus o un
bacteri perguée tot tenen una membrana externa que els cobreix i amb els
antigens propis.

Els antigens més comuns tenen una naturalesa proteica. A la seva superficie hi
ha regions, anomenades determinants antigénics que s'uneixen als anticossos
o/i als receptors especifics de la membrana dels limfocits. Si un antigen només
presenta un determinant antigenic o epitop, parlem d'antigens univalents que
s'uneixen a un sol anticds o0 a un sol receptor, mentres que si presenten
diversos epitops, parlem d'antigens polivalents.

13



Antigens

Epitops —

Exemple d'un tipus d'antigen

Google imatges

Ceél-lules presentadores d'antigen

Com el seu nom indica sén cél-lules que detecten la presencia d'antigens, els
agafen i els presenten als limfocits, concretament als limfocits T. De manera

gue els limfocits indueixen una resposta efectiva contra aquest antigen.

Per fer aquesta funci6 sén necessaris els complexos MHC (major
histocompability complex). MHC so6n uns gens que codifiguen per a les
glucoproteines de la membrana, o les glucoproteines d'identitat, ja que cadascu
de nosaltres les tenim propies per diferenciar entre el que és propi i que no és.
Aixo és evident quan hi ha un rebuig, a nivell cel-lular durant un trasplantament.

Hi ha dues classes, MHC class | i MHC class Il. Classe | son els que estan
presents a la membrana de les cel-lules nucleades, les que tenen un nucli
mentre que la classe Il sén caracteristics de les cel-lules presentadores
d'antigen.

Les cel-lules presentadores d'antigen digereixen el patogen que encontren al
cos. Aixdo anomenem 'internalitzacié no-especifica’. Una vegada que l'antigen o
el patogen esta dins de la cel-lula, es consumeix en una lisosoma amb la qual
s'uneixen altres vesicules que porten enzims proteolitics (proteines que
trenquen els antigens en més petits).

Al mateix temps en ER rug0s se sintetitzen les molécules de MHC class II. Les
molecules MHC class Il s'uneixen amb fragments proteolitics d'antigen i migren
cap a la membrana cel-lular, on s6n presentats als limfocits T, especificament a
helper T cells. El limfocit T s'uneix a l'antigen i el receptor CD4 de la seva
membrana s'uneix a MHC class Il. Amb uns receptors estimuladors, les
cel-lules presentadores d'antigen alliberen citocines que li senyalen que prengui
una posicié més hostil per matar qualsevol patogen que li queda al seu interior,
i el limfocit T allibera I'estimulador IFN-y per l'activacio i replicacio de les altres
cel-lules del sistema immunitari.

Les cel-lules dendritiques, els limfocits B i els macrofags son les ceél-lules
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principals amb la funcié del processament i presentacié d'antigen.

Reconeixeme- Presentacio
nt d'antigen

Cé&l-lula dendritica

Cél-lula presentadora d'antigen Google imatges

2.2 Les respostes especifica i inespecifica

Quan s'inicia una infeccid en les primeres hores intervenen els mecanismes
defensives innates, les accions defensives de la pell i dels epitelials i la primera
intervencié dels neutrofils i macrofags.

Després d'unes quantes hores té lloc la resposta inflamatoria, fagocitosi i
activacio de les cél-lules Nk, etc.

Al voltant d'uns quants dies hi figuen els limfocits que amb el contacte a
I'antigen s'inicien la resposta adaptativa o I'especifica. Algunes de les seves
cel-lules es converteixen en les de memoria que guardaran un record dels
antigens que l'individu ha encontrat al llarg de la seva vida.

La resposta innata 0 no especifica

La resposta innata és la resposta natural que cada individu té des del seu
naixement , mentre que l'adaptativa és la que va desenvolupant amb I'edat.

Les cel-lules principals de la resposta innata sén els macrofags, els neutrofils i
les dendritiques, aquestes ultimes també participen en 'adaptativa .

Els organs més externs proporcionen la primera defensa, que son:

Epitelis: tant externs, epidermis (la pell) com interns, (epitelis del tub digestiu).
L'epidermis esta formada per les cel-lules queratinitzades, amb descamacio
continua de les cel-lules mortes impedint la fixacid dels microorganismes. A
mes, tenen glandules sebacies que segreguen el seu (substancia greixosa) que
juntament amb la suor forma un mantell acid-gras que dificulta la supervivéncia
dels microorganismes.

Mucoses: present a les obertures exteriors, la boca, la vagina, l'anus, etc.
impedeixen-hi la fixacio i proliferacié dels microorganismes, ja que tenen un
caracter acid molt fort que els destrueix.

Flora microbiana propia: a la pell, a l'intesti, a la vagina, hi tenim una flora
bacteriana propia que ens defensa davant els microorganismes patogenics, per
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competéncia interespecifica o per segregacio de substancies inhibidores.
Pero amb factors com:

 menys resisténcia de les superficies mucoses pergue tenen una
temperatura favorable al creixement dels microorganismes i perque hi té
lloc l'intercanvi de gasos

 la sequedat de les ceél-lules mortes que cobreixen les capes mes
externes de la pell

limiten el funcionament del sistema immunitari en aquests llocs.
La defensa fisica dels organs externs es posa en marxa de manera seguent:

» La defensa dels cilis i del mucus que arrosseguen i empenyen els
microorganismes cap a les zones altes i, posteriorment a la saliva i les
secrecions nasals que permeten la seva expulsio cap a la fora.

» Els lisosomes presents en les secrecions nasals, vaginals i lacrimals i
en la saliva, trenquen els peptidoglicans de les parets bacterianes i s'hi
origina la lisi cel-lular.

El pH és un mecanisme de defensa quimic d'aquests organs. Cada organ en
contacte amb [l'exterior t¢ un pH adequat que provoca la mort del
microorganisme si no és el més adequat per la seva supervivéncia per
exemple: el pH vaginal és acida i no deixa créixer el bacteri de la classe
'‘Cadida albicans' que si creix, pot causar vaginitis.

Si les primeres defenses es fallen i els microorganismes entren el cos, es posa
en marxa la segona linia de defensa. La segona linia de defensa que
proporciona el cos consisteix de:

e Els interferons

Un grup de proteines que tenen un paper molt important contra les infeccions
virals. Produits per les cel-lules infectades o pels limfocits T ja activats o per les
de tipus Nk alliberen uns senyals quimics i, aixi inicien un estat de resisténcia
antiviral en les cél-lules no infectades. Actuen contra els virus que encara estan
en la fase inicial d'infectar les cél-lules i que especialment presenten un RNA
bicatenari com el material genetic.

» Fagocitosi

El procés d'engolir completament el microorganisme dins del citoplasma i,
després destruir-lo amb l'ajuda dels lisosomes que és dur a terme pels
neutrofils i macrofags. Son els que més rapidament s'activen en presencia d'un
microorganisme invasor. Els fagocits, principalment, es localitzen en els organs
qgue tenen la funcié de filtrar la sang com els ganglis limfatics, el fetge, els
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pulmons, etc. Si el microorganisme é€s present en la sang, s'activen les cél-lules
defensives a causa d'uns senyals quimics per les altres cel-lules defensives.

procés de fagocitosi
<L 68 s @ @@

e Lainflamaci6

Google imatges

La inflamacio caracteritzada per la inflor, dolor, calor i vermellor en la zona
infectada és una resposta immunitaria. Es tant inespecifica com especifica. Hi
ha diferents components que indueixen la inflamacié pero els principals sén els
macrofags que provoquen I'extravasacio del plasma cap als teixits infectats i la
vasodilatacié dels vasos sanguinis, aixi s‘augmenta el reg sanguini que porta
les proteines i els leucocits cap a la zona i causa la vermellor. La vasodilatacio
també augmenta la quantitat del liquid intersticial que provoca la inflor i el dolor
perque s'eleva la pressio sobre les terminacions nervioses regionals.

 Una altra manera defensiva és elevar la temperatura corporal, que
anomenem la febre. Un increment de temperatura dificulta el creixement
normal dels alguns microorganismes .

e La caiguda de la concentracié de ferro en la sang també és un factor
contribuint en la resposta immunitaria perque els microorganismes se
l'utilitzen com font d'energia.

Les defenses especifiques o adaptatives

Les dues respostes del sistema immunitari son interrelacionades perqué la
segona s'activa quan es falla la primera. Les cél-lules funcionades de la
resposta adaptativa son els limfocits i que desencadenen una resposta quan un
determinat antigen penetri al cos. Les caracteristiques del sistema adaptatiu
son:

Especificitat: només actuen les cél-lules activades per l'antigen i, només
actuen sobre els antigens externs, mai sobre les cél-lules propies.

Especialitzacio: actuen les cel-lules i/o molecules que poden atacar a I'antigen
concret i no a altres.

Requlacio_de la resposta: el procés s'acaba de manera gradual, a mesura
gue disminueix la quantitat dels antigens al cos.
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Memoria immunologica: és una resposta rapida, eficacg, i duradora enfront a
I'antigen presentat per segona vegada.

Como s'actuen davant un microorganisme o altre depen del seu tipus (si €s un
virus o un bacteri o qualsevol altre patogen) i, si es troba fora de la cel-lula o a
dins.

Destrucci6 dels bacteris i virus extracel-lular

Davant d'un bacteri es col-laboren els anticossos (precedents dels limfocits B) i
els fagocits. Els fagocits els degraden i els anticossos neutralitzen I'efecte dels
toxics bacterians.

En el cas d'un virus els anticossos aglutinen les particules virals i faciliten per
opsonitzacié la seva fagocitosi i digestio pels macrofags.

Destrucci6 de virus en fase intracel-lular

Les cel-lules infectades so6n reconegudes pels limfocits T que activen la
diferenciacio i proliferacio dels altres limfocits en els ganglis limfatics. Els
limfocits provoquen la mort de la cel-lula infectada, és a dir la lisi cel-lular.

Destrucci6 de bacteri intracel-lular

Ho fan de la mateixa manera que amb el virus, pero alguns bacteris a més de
la lisi cel-lular necessiten defenses exteriors com la intervencio dels anticossos
i del complement per la destruccié completa.

2.3 Com actua el sistema immunitari davant de microorganisme

Molts microorganismes viuen en el cos dels animals, on formen una complexa
xarxa de relacions, especialment amb les cél-lules del sistema immunitari.
Normalment no es troben en el medi intern del cos (la sang i el sistema limfatic)
i no desperten el sistema immunitari, siné que ell les detecta com un factor de
normalitat perd quan apareixen en guantitats significatives en aquestes zones,
solen indicar una patologia i s'inicia la resposta immunitaria.

Els mamifers, en general, i I'espécie humana, en particular, ofereixen:

e Un ambient favorable pel creixement de molts microorganismes, ja que
els seus teixits son rics en nutrients organics i els factors de creixement
requerit pels heterotrofs.

« Condicions relativament constants de pH i de pressié osmotica.
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» Temperatura optima i constant pel creixement de microorganisme.

No obstant aix0, un organisme animal no pot ser considerat com un ambient
microbia uniform, perque cada regio i organ difereix quimicament i fisicament
d'altres regions i organs, que proporciona que les infeccions microbianes siguin
molt especifiques: especificitat de I'hoste i especificitat d'organ. La relacié
resultant pot ser de dos tipus:

» Beneficiés per ambdds (simbiosi).

» Prejudicial per I'hoste i beneficidés pel parasit. En aquest cas el parasit
pot causar la malaltia i se'l considera patogen.

EL CAMP DE BATALLA

Imaginem que ens hem tallat amb un clau oxidat. Aixo viola la primera defensa
del cos, la pell. Els bacteris propers entren a la ferida i utilitzen els recursos del
cos per multiplicar-se'n en quantitats molts grans fins que arriben a una
poblacié immensa que pot danyar el cos canviat I'ambient que I'envolta.

Primera linia de defensa

Primer hi intervenen els macrofags "les cél-lules de la guardia" que fagociten
els bacteris. Els introdueixen al seu citoplasma i els digereixen amb els enzims
dels lisosomes (organuls cel-lulars). A més envien senyals als vasos sanguinis
que arribi més sang amb més liquid i més fagocits. Aixd provoca inflor. Quan
els macrofags fallen, alliberen uns senyals quimics per alertar a altres cél-lules
defensives.

Seqgona linia de defensa

Son els neutrofils que reben aquests senyals, els que deixen els vasos
sanguinis i mouen al camp de batalla. Alliberen les toxines per eliminar els
bacteris pero en el procés també maten algunes de les cel-lules sanes. Atrapen
els bacteris i es suiciden.

Tercera linia de defensa

Si tot aixo no funciona 'el cervell' del sistema immunitari entra en accio, soén les
cel-lules dendritiques. Reaccionen als senyals dels neutrofils. Esquincen els
bacteris en trossos i els presenten a la seva membrana externa, per aixo
s'anomenen "presentadores d'antigen”. Es mouen fins als ganglis limfatics
propers on troben milions de cél-lules T de tipus helper i killer i llavors
comencara la massacre.

Els limfocits T tenen uns receptors especifics per cada antigen, si és el que
coincideix amb el que presenta la cél-lula dendritica comengara una reaccio en
cadena:
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» es duplicaran rapidamentels limfocits T
e es'guradaran' algunes cel-lules de memoria

A la rerequarda

Activen els limfocits B que son els que faran els anticossos davant aquest
antigen en concret. Els anticossos uniran al seu antigen i s'activaran diversos
mecanismes per eliminar-lo.

Una vegada la infecci6 esta anul-lada, les cel-lules mortes seran substituides i
les del sistema, com que ara no reben cap senyal per activar-se, es moren per
estalviar els recursos energetics del cos. Romandran les cel-lules de memoria
gque asseguren que la propera vegada que aquesta mateixa infeccié entri al
cos, el sistema immunitari actuara immediatament (resposta secundaria).

2.3 Les cel‘lules dendritiques

Les cel-lules dendritigues que van ser descobertes pel Ralph Steinman en
1900. S6n unes de les ceél-lules presentadores dels antigens (ACP: antigen-
presenting cells). Les ACPs sén les cel-lules especialitzades en la degradacio
de les molécules i dels diferents antigens. Els fagociten i presenten els parts
resultants a la seva membrana, principalment a les cel-lules T.

2.3.1 Estructura

Els canvis morfologics inclouen el desenvolupament de les dendrites, del grec
‘dendron’ que significa arbre, i la reorganitzacié i reestructuracié del citosquelet
(I'estructura interna del citoplasma que déna a la cél-lula la seva forma).

Normalment vigilen el cos en estat immadur. Els antigens, siguin propis o
estranys, perd actuen com estimuladors i com a consequéencia les cel-lules
dendritiques es maduren i poden comunicar amb els limfocits T als quals
activen.

O

/)
Una cél-lula dendritica madura amb les dendrites Google imatges

La seva localitzacio, podem dir que és a zones en contacte amb I'exterior aixi
qgue les podem trobar a la pell, on s'anomenen les cél-lules de langerhan,
revestiment del nas, pulmons, estdmac i intesti i en el corrent sanguini.

A més a més dels canvis estructurals les cel-lules dendritiques també es poden
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classificar en subsets, dels quals n'hi ha quatre:

Les cel-lules dendritiques mieloides: derivats del mateix progenitor que dona
lloc als granulocits i monocits. Son els que presenten l'antigen als limfocits T i
els activen.

Les dendritigues plasmacitoides (plasmacytoid): tenen un reticle
endoplasmatic molt activat que sembla molt de les plasmatiques, secreten una
guantitat molt gran dels interferons en resposta a les infeccions virals.

CD8+ i CD8- cél-lules dendritiques: els CD8+ i CD8- sbn els receptors
presents la seva membrana i només diferencien en els tipus dels antigens que
presenten. Els CD8+ presenten els antigens fagocitats de l'espai intercel-lular,
mentre que els CD8- presenten els antigens dels invasors.

Les dendritiques derivades dels monocits: els monocits exposats als
bacteris gramnegatius es converteixen en dendritiques.

Els bacteris gramnegatius son els que no tenyeixen amb la técnica de tinci6é de
gram.

2.3.2 Funcions principals

Com destacat abans son les cel-lules presentadores d'antigen als limfocits T.
Son el tipus que continuament estan vigilant I'entorn. Ingereixen els antigens,
substancies que detecten com estranyes per endocitosi (fagocitosi i pinocitosi) i
li degraden fins a presentar-lo al limfocit T. Els antigens propis son les cél-lules
mortes i les proteines extracel-lulars i els antigens estranys que reconeixen son
el virus, bacteri, etc. (els patdogens). Aquest procés s'anomena processament i
presentacio dels antigens.

A part d'aquesta funcié també activen els limfocits T ingénues, estimulen el
creixement i diferenciacié dels limfocits B i ajuden a mantenir la seva memoria
immunologica.

Els intermedis de comunicacié entre les dendritiques i el seu entorn, en cas
d'infecci6, sén les quimiocines i les citocines (missatgers quimics).

Les cél-lules reconeixen els invasors que presenten una estructura molecular
que:

e no comparteixen amb les de I'hoste
« comparteixen amb diferents patogens

Aquestes estructures s'anomenen els patrons moleculars associats als
patogens(PAMP:pathogen associated molecular pattern) que estan a seva la
membrana externa. Els exemples més destacables son els components de la
paret dels bacteris gramnegatius, els flagels dels bacteris, RNA bicatenari del
virus, etc.
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Els PAMP s6n reconeguts pels uns receptors de la membrana anomenats TLPs
(toll-like receptors) que identifiquen la naturalesa del patogen i activen una
resposta efectiva alliberant diversos senyals quimics.

Una vegada que la cél-lula ha detectat la preséncia d'un antigen, el fagocita i
després el degrada en fragments peptidics en els lisosomes, que estan
exposats a la superficie cel-lular. Un cop processat I'antigen, les DCs mouen
cap als ganglis limfatics més propers i la melsa on troben els limfocits T amb els
receptors apropiats que uneixen amb els antigens corresponents.

~ Lacéllula dendritica

Imatge 3D d'una cél-lula dendritica google imatge

3. El virus de la SIDA (sindrome de la immunodeficiéncia
adquirida) 0 el VIH (virus de la immunodeficiéncia humana)

A diferéncia d'altres virus, el cos no pot resistir aquest. El VIH ataca els limfocits
T que presenten el receptor CD4 a la seva membrana. Amb els temps, potser
anys, el virus debilita el sistema immunitari perqué el recompte dels limfocits T
cau drasticament.

El VIH és una forma mutada del VIS (virus d'immunodeficiéncia simia)
endogena d'Africa i que va ser transmesa quan els humans van cacar els
ximpanzés africans. Els registres afirmen que els virus va apareéixer al final dels
anys 1800, després del qual el va estendre a tot el mon.

3.1 Estructurai forma

El VIH és un retrovirus, és a dir, un virus que es replica en la cél-lula hoste a
través de transcripcié inversa. Encara que hi ha autors que no el consideren
esser viu, si que hi ha una classificacié taxonomica:

familia: retriviridae
génere: lentivirus.

Es un virus embolicat, diploide, monocatenari, amb RNA de sentit positiu. Hi ha
tres gens retroviral que defineixen l'espécie: gag, pol i env.

Gagq: codifica I'antigen del grup especific i les proteines estructurals.
Pol: codifica els enzims virals que son polimerasa, integrasa i proteasa.

Env: codifica I'embolcall viral, les proteines estructurals exteriors que son
responsables d'especificitat de tipus cel-lular. Una de les proteines, la
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glicoproteina 120 és el que s'uneix al receptor CD4 dels limfocits T.

Hi ha dos tipus de VIH que diferencien en un gen, en el vpx i vpu. El VIH-2 té el
vpx i VIH-1 té el vpu.

L'estructura és d'un capside que conté el RNA, els enzims virals i I'enzim de
transcripcié reversa amb un embolcall viral que esta encrestat amb
glicoproteines a la membrana.
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VIH-1 va originar en Africa central, principalment en la replblica democratica
del Congo, de transmissio entre especies entre els humans i els ximpanzés. Els
seus subtipus son els més dominants globalment. Podem diferenciar el VIH-1
en quatre grans grups anomenats M(d'angles major, responsable de la majoria
d'epidemia), N, O i P. Els altres grups son relativament poc comuns i només
s'‘ocorren en Camerun, Gabon i Guinea equatorial. Dins del tipus M, hi ha nou
geneticament diferent subtipus del VIH-1. El subtipus A, B, C, D, F, G, H, Ji K.
A més els diferents subtipus poden combinar la matéria genética per formar un
virus hibrid (circulating recombinant form-CRF). El subtipus dominant de VIH-1
en América del nord, Africa i Europea occidental és el B i, per tant la majoria
d'investigacio clinica aconductada és del tipus B, malgrat el fet que només
representa 12% de la poblacié afectada. El subtipus C és l'altre més difés en
Africa de sud, india i Banya d'Africa.

Encara que cada vegada la distribucié dels subtipus canvia a causa de
migracio i barreja de les poblacions. Una altra espécie menys coneguda és el
VIH de tipus 2 que per ara esta limitat a Africa occidental. La seva epidémia no
té un impacte tan gran com el de tipus 1. Superficialment son similars pero
cada tipus té uns gens i un procés de replicacio propi. El tipus 2 té un risc
menor de transmissio i la seva infeccio tarda més temps a progressar cap a la
SIDA.
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La distribucié dels subtipus arreu al mén

3.3 El cicle viric i el desenvolupament d'infeccio

Sabem que el virus infecta els limfocits CD4. Es la caiguda en el recompte dels
limfocits CD4 que resulta en la inversié de la ratio normal de les céel-lules i la
desregulaci6 de la produccié antigenica dels limfocits B. La resposta
immunitaria a certs antigens disminueix i I'hoste falla a respondre a les
infeccions oportunistes i els organismes que fins ara estaven en la situacio de
comensalisme (simbiosi).

El patr6 de les infeccions oportunistes difereix de regio a regié per exemple a
USA els dominants son espécies de candida i pneumaocitosi (pneumonia per
Pneumocystis), mentre que als paisos desenvolupats el més frequent és la
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tuberculosi.

Un cicle cel-lular normal és molt important per la replicacié viral com que el
virus interromp aquest cicle per produir més virus en quantitats grans que
atacarien més limfocits T.

El cicle viral

El virus fa contacte amb els receptors de la membrana de les cel-lules per
poder entrar-hi. El virus perfora la membrana cel-lular i s'uneixen les dues
membranes (la fusié de les membranes). La material genetica del virus esta
injectat en el citoplasma de la cel-lula. L'embolcall es queda a la membrana
cel-lular, mentre que una vegada dins del citoplasma, es dissol el caspide del
virus.

S'alliberen els enzims virals, i aixi comenca el procés de replicacio. L'enzim, la
transcriptasa inversa, utilitzant els nucleotids de la cel-lula hoste, fa la
transcripcio inversa del RNA viral a DNA monocatenari, que €s transcrit una
altra vegada en DNA bicatenari.

L'enzim, la integrasa, porta el DNA de VIH a través dels pores nuclears al nucli
cel-lular on simplement fa un tall en el cromosoma de la cél-lula i permet que el
DNA viral pot inserir en el DNA del hoste.

La polimerasa RNA transcriu el bri de DNA a mRNA que codifica per les
proteines virals. EI mRNA s'associa amb els ribosomes del reticle
endoplasmatic rugés que el tradueix en les proteines de I'embolcall, que quan
surten de I'ER rugosa s'uneixen a la membrana cel-lular.

Mentrestant altres ribosomes tradueixen altres proteines que juntes amb el
RNA i els enzims virals també acaben de ser incorporades a la membrana
cel-lular. L'estructura final brota de la superficie cel-lular, perd no abans que la
proteasa reorganitza els polipéeptids per formar una estructura viral madura que
infectara altres limfocits.

C)-D—(D

El virus entre al El RMA viral i la El virus es replica i es forma
citoplasma polimerasa entra al mRNA
citoplasma

o - @
S'assemblen els capsides virals |

els nous virus estan alliberats al
medi

Es sintefitzen les proteines
virals apartir del mRMA
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Desenvolupament d'infecci6

Ja que ha comencat el procés de replicacié del virus i, simultaniament la
infeccio dels limfocits CD4 amb els temps aix6 progressara fins que el sistema
immunitari no sigui capa¢ de defensar el cos.

El control immunitari podem, distingir-lo en tres fases depén del progrés del
virus. La defensa principal ens proporcionen fins a un cert grau els limfocits
citotoxics, els anticossos i les cel-lules Nk. Quan es fallen totes aquestes
defenses la infeccid s'apodera del cos. Si no es tractat immediatament, el
progrés €s molt més rapid a la SIDA. Les fases son:

La infecci6 aguda: 2-4 setmanes després del contacte amb el virus, també
coneguda com la sindrome aguda retroviral (ARS:acute retroviral syndrome) o
infeccié primaria de VIH. Es el periode de la produccié viral no controlada i la
caiguda drastica del recompte dels limfocits CD4. Els pacients presenten els
simptomes similars que una grip, perd molt més intens. Els simptomes poden
ser:

» febre

» ganglis inflamats

« mal de coll

e borradura

» dolors musculars i articulars
 malde cap

Aquesta és la manera com el cos ens defensa. Amb la defensa primaria el
recompte del virus disminueix, pero no tant i el dels limfocits T augmenta pero
no tant com estava abans de la infeccid. Es la fase on hi ha major risc de
transmissio. El virus esta detectat amb les tests de la sang i de la saliva, el
procés anomenat 'metode ELISA'".

Latencia clinica: és caracteritzat per no mostrar cap simptoma, €s un estat
d'inactivitat. El virus continua desenvolupant i dominant el cos perd amb
simptomes lleus que la majoria de la gent ignora i en quantitat tan baixa que no
es poden detectar amb el test de VIH. Aquesta fase pot prolongar durant
decades. Al final quan els simptomes apareixen és quan el sistema immunitari
ha fallat completament.

SIDA: el cos és més vulnerable a les infeccions oportunistes, el recompte dels
limfocits T cau sota de 200 cel-lules/mms3, el normal és entre 500-1600
cel-lules/mm3,

Si el pacient ha desenvolupat més d'una infeccié oportunista, independentment
del recompte dels limfocits CD4, s'ha progressat a la SIDA.
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Els pacients amb tractaments sobreviuen al voltant de 3 anys. Sense
tractaments I'esperanca de la vida és d'un any o menys.
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El progrés del VIH al la SIDA amb els anys

Google imatges

3.4 Actuacio del sistema immunitari davant del virus

El VIH és el virus molt potent que comenca a debilitar el sistema immunitari des
del moment que entra en el cos. La resposta immunitaria no és tan eficac
contra el VIH. Malgrat aixo les cel-lules infectades alliberen uns senyals que
activen el sistema adaptatiu perd, només aconsegueixen a reduir el procés
d'infeccio i no eradicar-lo completament.

3.4.1 Quan hi ha contacte directe amb limfocits T

El virus sigueix el cicle viral explicat a l'apartat anterior, ja que el limfocit T és
una ceél-lula normal del cos que fa el contacte amb el virus VIH. Es
epecificament aquest limfocit perque presenta el receptor CD4 que el VIH
reconeix.

3.4.2 Quan hi ha contacte amb les ceél-lules dendritiques

Com destacat abans en I'apartat de les cél-lules dendritiques, les DCs detecten
la preséncia del patogen, el fagociten i en els lisosomes de les céel-lules es
descompon en fragments proteics que presenten a la seva membrana perque
els limfocits T els pugui reconéixer i posi en marxa una resposta adequada.
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3.4.2.1 Trans-infeccid

Malgrat el seu paper com una cél-lula del sistema immunitari, a vegades la
cel-lula dendritica també pot transportar el virus, amagant-lo i després introduir-
lo de forma intacta al limfocit T que s'infecta.

Perqué una DC pugui dur a terme el procés de trans-infeccid, ha de tenir a la
seva membrana un receptor especial, el siglec-1. Siglec-1 és una proteina
membranal que s'uneix amb acid sialic, present en el complex de la
glicoproteina de I'embolcall del virus. La DC si segueix aquesta via de
trans-infeccio, pot resultar en la disseminacio del VIH en el pacient.

Un cop que es fusionen el receptor siglec-1 amb la membrana del virus, aquest
entra en el citoplasma i alli s'amaga, dins d'un emboilcall resistent a la proteasa,
sense replicar-se. Quan una DC amb el virus "amagat" es troba a un limfocit T
CD4, s'unira a aquesta i aixi es facilita la infeccié. Aquest model és conegut
com la hipotesi de "cavall de Troia".

oo,
La DC reconeix el VIH '
Siglec-1

La DC presenta el

S'amaga el VIH
dins de la DC

Trans-infeccio

Imatge d'IRSICAIXA

3.5 Tractaments i protocol pels pacients

Com sabem no hi ha una cura definida contra el virus de VIH, pero si que
existeixen uns tractaments que alenteixen la infeccio i prolonguen la vida del
pacient. Son els que coneixem com els tractaments antiretrovirals en conjunt
anomenat la terapia antiretroviral (TAR).

El cicle de vida del virus passa per les diferents etapes al llarg de temps, TAR
actua interrompent cadascu d'aquestes etapes. Consisteix d'unes drogues
virals que es diferencien segons l'etapa sobre que actuen. 2 o 3 drogues estan
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combinats en una pindola perqué funcioni millor el tractament. N'hi ha cinc:

Inhibidors de fusié i d'entrada: actuen bloquejant la fusioé de I'embolcall viral i
de la membrana del limfocit T.

Inhibidors d'integrasa i _de transcriptasa reversa (NRTIs i NNRTIS):
impedeixen que la integrasa o transcriptasa reversa puguin transcriure o puguin
inserir el DNA del virus al DNA del hoste.

Inhibidors de proteasa: Una vegada que el virus ja s'ha replicat i esta a punt
de ser alliberat perqué pugui infectar altres limfocits T, necessita que el
reorganitzi la proteasa. Les drogues impedeixen que aquesta funcioni
correctament.

El tractament alenteix la infecci6 pero el virus encara pot transmetre. El
tractament ha de ser continua i €s millor comencar-lo com més aviat possible i
la prescripcio depen del cada metge.

A part dels seus avantatges també hem de considerar la realitat de que no tot el
mon té l'accés al medicament, i la meitat de la poblacié afectada continua ser
descuidada i a més d'aixo prendre els medicaments amb altres drogues com
per exemple: les recreatives fan que el tractament no funcioni bé.

Els protocols del tractament posats en accio per 'OMS (organitzaci6 mundial
del salut) per la regi6 europeu son els seglents:

e Avaluacido dels pacients i tractament antiretroviral pels adults i
adolescents.

» Gesti6 de les infeccions oportunistes i simptomes generals de la
SIDA/VIH.

o Cures pal-liatives per les persones vivint amb VIH.

» Gesti6 de tuberculosi i coinfeccio de VIH.

« VIH/SIDA tractaments pels usuaris de drogues injectables.
» Gestid d'hepatitis C i coinfeccio de VIH.

» Gestid d'hepatitis B i coinfeccié de VIH.

e Prevencié d'hepatitis A, B i C i altres factors hepatoxics en persones
vivint amb VIH.

e Suport per la salut sexual i reproductiva en persones vivint amb VIH.
» Prevencio de transmissio de VIH de les mares infectades a nado.
» Tractament i cuida de SIDA/VIH pediatric.

« Immunitzacié de persones vivint amb VIH i de persones que soén al risc
de la infeccid.

» Prolaxi postexposicié (Post-exposure prophylaxis) per la infeccié de VIH.
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Marc practic

4. Recerca al laboratori de la unitat IRSICAIXA de
I'hospital Trias i Pujol
La seva missio

La missio de linstitut d'investigacio de la SIDA al IRISCAIXA és realitzar,
impulsar i divulgar la investigacio biomédica en I'ambit de les ciencies de la
salut i epidemiologia, especialment en el camp de la sindrome de la
immunodeficiencia adquirida (SIDA) i el seu virus de la immunodeficiencia
humana (VIH).

Els seus objectius

« Desenvolupar investigacié d'excel-lencia de nivell internacional sobre la
SIDA i el VIH, amb l'objectiu de contribuir a millorar els coneixements, la
prevencio i els tractaments de la malaltia.

» Posar a disposicio els resultats de la investigacio als professionals i els
pacients perqué es beneficien directament, aixi com a la societat en
general amb la finalitat de contribuir a la prevencio i eradicacié de la
SIDA.

Localitzat a Badalona a la facultat de medicina de I'hospital Trias i Pujol,
IRISCAIXA esta constituit per vuit grups d'investigacié que treballen en els
ambits seguents:

1. Investigaci6 basica: amb [I'objectiu d'entendre millor els mecanismes
d'infeccié de VIH i d'identificar noves dianes terapéutiques.

2. Investigacié clinica: per avaluar les noves estrategies terapeutiques
d'investigacio basica.

3. Investigaci6 _de la vacuna: per desenvolupar una vacuna preventiva i
terapeutica contra el VIH.

4. Investigacio en els paisos desenvolupats: per facilitar-los la seva tasca en la
investigacio.

Objectius especifics del grup de retrovirologia i estudis clinics (GREC)

Aquesta va ser el grup amb el qual vaig treballar al llarg de I'estiu. Estudien els
mecanismes de patogénesi viral i les intervencions terapéutiques de
reconstitucié immunitaria en els pacients infectats.

En el camp de la patogenesi viral s'esta estudiant la capacitat que tenen les
cel-lules dendritiques madures per dispersar VIH-1, mitjancant la trans.infeccio,
als limfocits T.

El grup s'ha identificat I'estructura molecular anomenada sialillactosa present
en la membrana viral com un patré de reconeixement molecular de captura viral
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per les cel-lules dendritiques madures, també s'ha identificat Siglec-1 com el
receptor viral present en les cel-lules dendritiques madures.

Atés que els estudis de immunopatogenia estan aportant importants resultats,
el grup pretén intensificar la recerca en ceél-lules dendritiques, la seva
contribucié a la dispersié viral i el seu potencial en l'activacié del sistema
immunitari en el context de les vacunes terapeutiques contra el VIH-1. Treballa
en la identificaciéo d'entitats quimiques que permetin bloquejar la interaccio
entre la sialillactosa i el seu receptor Siglec-1, per aprofitar-los des d'un punt de
vista terapéutic.

Una de les coses que els interessa veure és si el mecanisme de trans-infeccio
del VIH-1 intervingut per cel-lules dendritiques pot tenir rellevancia in vivo, és a
dir, en els pacients amb VIH-1, ja que fins ara moltes de les coses s'han
estudiat in vitro (al laboratori), que sempre pot ser una mica diferent del que
esta passant realment en el cos de les persones.

Aquesta va ser el tema que vaig estudiar i per aixd volem veure si alguns
factors que es troben en el plasma dels pacients amb VIH-1, com son el LPS i
el IFN-a, poden donar lloc a l'activacié de les dendritiques i augmentar la seva
capacitat de capturar virus i després transmetre'l als limfocits T CDA4.

- El IFN-a és un agent antiviral que produeixen les cel-lules dendritiques
plasmacitoides (un subtipus de dendritiques) en resposta a les infeccions virals
com del VIH-1.

- ElI LPS es pot trobar en plasma, ja que durant la infeccid6 per VIH-1 es
produeix una ruptura en la barrera epitelial de l'intesti que provoca el pas de
bacteris comensals intestinals (flora bacteriana que es troba en l'intesti) a la
sang. Aquest procés es coneix com translocacié bacteriana.

5. Materials i métodes

Per una millor comprensio explicaré els metodes en forma d'una practica. Cal
tenir en compte que nomeés sé el procediment que em van donar i no com es
realitza la practica en el laboratori, ja que ni sé6c una persona autoritzada a
entrar un laboratori professional ni tampoc és I'objectiu del meu treball i per aixo
no he obtingut jo els resultats o les conclusions de cada una dels protocols que
destacaré en l'annex.

6. Procediment del treball

6.1 Normes de seguretat: nivell P3

Hi ha protocols i normes per assegurar la seguretat dels treballadors. Com ja
he dit abans no podia entrar al laboratori, a I'annex us explicaré les normes i
mesures que sigueixen a un laboratori de nivell P3, adequat pel virus VIH, ja
qgue ni hi ha risc de la seva propagacio a través d'aire o0 amb contacte directe (
si no hi ha una ferida) mentre la recerca i la investigacié de I'Ebola té lloc a un
laboratori de nivell P4, el nivell més alt de seguretat que proposen
internacionalment per la seguretat dels treballadors.
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6.2 Tractaments de les cél-lules dendritiques

Les cél-lules dendritiques immadures no son les principals que indueixen la
trans-infeccio, ja que degraden el virus en fragments antigenics només poques
hores després de la infeccio i a més no posseeixen el receptor Siglec-1 que és
responsable d'unir DC amb el virus.

A l'altra banda les DCs madures son els presentadors del receptor Siglec-1 i,
per tant més sospitoses de que sbn les que duen a terme el procés de
trans-infeccid. Ho fa reconeixent l'acid sialic (sialillactosa) de la membrana de
I'embolcall viral. Els dos actuen com un clau i pany que serveix per digerir el
virus sense la fusié de la seva membrana amb la plasmatica i aixi amagar-lo de
les altres cél-lules del sistema immunitari.

Entre els estimuladors de creixement de les DCs que els d'IRSICAIXA estudien
i treballen amb el lipopolisacarid LPS de la paret bacteriana i l'interferé-alfa IFN-
a. Destacaré una mica com son i les seves funcions principals a I'annex, ja que
tampoc vaig treballar amb aquests.

6.3 Observacio amb microscopi spinning disk

La informacié que us proposo a l'annex me |'ha passat un investigador
d'IRSICAIXA, sobre com és el disseny i com funciona al microscopi que utilitzen
per analitzar les cél-lules tractades amb LPS i IFN-a.

La meva part practica

6.3.1 Preparacio de les mostres per I'observacié

El microscopi confocal, utilitzat per visualitzar la captura dels VLPs per part de
cel-lules dendritiques, esta en la "Advanced Digital Microscopy Core Facility" de
I'Institut de Recerca Biomeédica de Barcelona (IRBB). Vaig acompanyar alla un
investigador d'IRSICAIXA.

Ell ja tenia les mostres preparades perdo amb mi va fer tot el procediment per fer
la preparacié per tal d'ensenyar-me-la i per aix0 I'he considerat en aquest
apartat. Tot el que quedava per fer era veure-les a través del microscopi. Ell les
va mirar a través del microscopi mentre jo les vaig veure en una pantalla on es
van projectar simultaniament. Aquest microscopi també té la possibilitat de
control de la temperatura i de dioxid de carboni perd en aquest cas no va ser
necessari, ja que les mostres estaven paralitzades (mortes).

L'objectiu de veure les cel-lules a través del microscopi és analitzar com les
VLPs es distribueixen en la cél-lula sabent que poden presentar tres formes
diferents de distribucio:

» distribucio en forma d'una pilota concentrada en una regioé de la cél-lula
anomenada "sack-like compartment”,

» distribucio aleatoria "random” per tota la cel-lula
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» ladistribuci6 polaritzada

Imatge d'IRSICAIXA

La distribuci6 polaritzada en un DC immadur

Imatge d'IRSICAIXA

La distribuci6 aleatoria en un DC tractat amb IFN-a
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Imatge d'IRSICAIXA

La distribucié en forma de pilota (sac-like) i en forma polaritzada de les DCs
tractades amb LPS

. = VP - VP
- VLP ==VLP ) LysoTracker LysoTracker
Nuclei Nuclei Nuclei Nuclei

mcherry-CD169
mcherry-CD169 Nuclei

La imatge A és una distribuci6 aleatoria(random), la B no presenta cap VLPs. Al
C podem dir que és una distribuci6 polaritzada i la D i la F sén clarament en
forma de pilota(sack-like compartment).

L'agument del microscopi és de 63X i les fluorescencies que utilitzades son:
» DAPI per veure els nuclis de la cél-lula
» GFP(green fluorescent protein) per veure els VLPs

 RFP(red fluorescent protein) per als fons
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El contatge de les cél-lules queda enregistrat en la taula del segtient apartat.

7. Observacio i obtencio dels resultats

L'estructura de les taules ha estat dissenyada per tal de facilitar la posterior
analisi comparatiu en forma de grafics entre DCs immadures i madures i també
es diferencia les que estan madurades per LPS i les madurades per IFN-a.
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8. Analisi de dades

La comparacio entre DCs immadures i madures:

Madures afavoreixen més la trans-infeccidé. Les DCs immadures, en un 10%,
seran eliminades per apoptosi. A les DCs madures no s'observa apoptosi que
significa que el VIH directament s’hi amaga i, com que les altres cél-lules
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immunitaries no li reconeixen facilment, es transmes als CD4.

A les DCs immadures i madures per IFN-a, la distribucié dels VLPs és
majoritariament polaritzada.

Encara que IFN-a alliberat per les cél-lules infectades serveix per avisar les
cel-lules sanes del cos de la presencia del VIH, en el cas de les DCs madures
no hi ha cap canvi amb la presencia d'IFN-a, amb la qual cosa el virus esta
completament amagat, no el detecten.

Amb les DCs madures de LPS el cas és completament diferent, el virus esta
concentrat en un punt (sac-like) aixi que la DC madurada pel LPS també facilita
la trans-infecci6 al CD4 sense que hagi estat detectat.

8. Les conclusions

- Les DCs madures soén les principals portadores dels virus per trans-infeccié.

- Les DCs immadures encara que resisteixen la infeccio, no poden combatre-la
per massa temps i també poden ser considerades susceptibles de trans-
infeccid.

- Les DCs madurades pel LPS so6n les que trigen poc temps a infectar un CD4
gue una madurada pel IFN-q, ja que tenen el virus encapsulat llest per infectar,
mentre que les d'IFN-a ho tenen de manera polaritzada.

- Com que les DCs son les primeres que detecten el VIH al cos i el fagociten, la
seva desorganitzacio pot afectar tant el sistema defensiu innat com el sistema
defensiu adaptatiu.

- Es molt dificil trobar una vacuna contra el VIH perqué les DCs presenten una
habilitat d'actuar de diferents maneres davant diferents estimuladors com per
exemple LPS i IFN-a.

També cal destacar que les DCs no sén I'tinica via d'infeccio, n'hi ha moltes, pot
ser de contacte directe entre VIH i CD4 o de contacte als macrofags, etc.

10. Valoraci6 personal

Abans de comencar el treball ni tan poc sabia la diferencia entre els leucocits
presents al cos. Al llarg del desenvolupament he aprés molt sobre el sistema
immunitari. Ara s6c conscient que no ens adonem de que el sistema fa la seva
funcié silenciosament, fins que fracassa. Cal cuidar-lo, cal ser conscient del fet
que el que fa el sistema immunitari té moltissima importancia pel nostre cos.
Pero cuidar-lo, com? Cuidar-lo fent vacunes, fent el test de la sang de tant en
tant.... i especialment en el cas del VIH cal la prevencio i cal que no ignorem
els simptomes que es presenten en la primera fase d'infeccio.

A més he conegut I'ambit cientific i com cadascu fa el seu paper per millorar les
condicions dels pacients i controlar I'epidemia que presenten algunes malalties.
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A mi m'ha servit per corroborar que vull treballar a I'ambit de la salut perd no
com a investigador, ja que son moltissimes hores davant d'ordinador i fer un
treball molt repetitiu i mai amb pacients.
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12 . Annex

5.1 Protocol per obtenir les cél.lules dendritiques

Objectiu: Processament de PBMCs (cel-lules mononuclears de la sang
periférica) del donant(Buffy coat), aillament dels monocits i la seva posterior
diferéncia a cél-lules dendritiques

Materials
o Gases
e Tubs de 50 ml
» Tisores
» Pipetes Pastuer
» Media R10
e Lymphoprep
e ACK lysing buffer
* RosetteSep Human CD3 Depletion Cocktalil
e CD14 microbeads
» GM-CSF e IL-4(R&D system)

1. Processament de PBMCs de donant (Buffy coat)

-Esterilitzar la bossa del residu leucocitari amb etanol i barreja bé la sang de la
bossa, amb les tisores tallar un dels tubs de la bossa

-Passar el contingut de la bossa a un tub de 50 ml

-Afegir 20 ml de PBS(phosphate-buffed saline: una solucié salina que s'utilitza
per separar les cél-lules adjuntades o maldestres) amb una pipeta de 10 ml en
un altre tub. D'aquesta manera podem rentar la bossa del residu leucocitari i
recuperar més cel-lules.

-Passar el contingut amb PBS al tub de 50 ml on tenim la sang

-Preparar més tubs de 50 ml per la separacié cel-lular, amb 15 ml de
Lymphoprep (una media de gradient de densitat que es fa servir per a la
separacié dels monocits de sang periférica, sang del cordd umbilical i de la
medul-la 0ssia).2 tubs de 50ml per cada donant sén suficients i és millor
protegir-los de la llum.

-Tirar el contingut de la sang diluida (uns 25 ml) molt a poc a poc, deixant caure
lentament sobre el Lymphoprep amb pipeta de 25 ml.

-Centrifugar 30' a 1850 r.p.m

42



-Recollir el navol de PBMCs, fase intermedia més densa.

-Afegir-hi PBS esteril fins 45ml aprox. i barrejar bé.

-Centrifugar una altra vegada 5' a 1400 r.p.m.

-Descartar el sobrenedant i resuspendre el pellet en 40-45ml de R10.

-Comptar el nombre de PBMCs amb el citometre i determinar el percentatge
dels monocits de la mostra

-Introduir les dades al excel

-Deixar en un incubador a 37 °C amb 5% de CO2 fins que se separen els
monocits.

2. Aillament dels monocits de les PBMCs per la seleccié positiva

-Encendre el separador cel-lular autoMACs (maquina amb imant per separar
els monacits)

-Centrifugar la suspensié cel-lular de PBMCs a 1460 r.p.m. per 5 minuts.
Mentrestant preparar 50 ml de Buffer de separacio(PBS+2 mM EDTA preparat
en la nevera+0.5% FBS) per cada mostra. Es molt important que el Buffer esta
fred i sense bombolles.

-Descartar el sobrenedant i resuspendre el pellet en 80 pl de Buffer de
separacio per 107 PBMCs

-Afegir 20 pl de CD14 MicroBeads per 107 PBMCs
-Barrejar bé i incubar durant 15 min a 4 °C.

-Fer un altre rentat amb el Buffer de separacio, afegint 1-2ml de Buffer per 107
PBMCs.

-Centrifugar a 1460 r.p.m. per 5 mins.

-Resuspendre en el Buffer de separacié en una proporciéo de 500 ul per 10”8
PBMCs.

-Treure de la nevera el rac de tubs del autoMACs. Ha de ser congelat (no posar
mai en un congelador). Posar el rac a l'autoMACs. Col-locar els tubs de
mostres i dos tubs més, un que recull la fraccié positiva (els monaocits) i un que
recull la fraccio negativa (els limfocits).

-Programar la separacio i prémer run per comencar la separacio.
-Recuperar la fraccié positiva i afegir-hi 5 ml de R10.

-Comptar el nombre de les cél-lules CD14+(els monocits)

3. Sembra dels monocits i la diferencia a cel-lules dendritiques

-Ajustar la concentraci6 final del cultiu a 0.8x1076 cél-lules/ml en media de R10
amb penicil-lina/estreptomicina i 1000 U/ml de GM-CSF i IL-4 (ambdés sén
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factors de creixements dels leucocits).

-Escollir aprox. 20x10"6 monocits per donant i centrifugar-les 5 min a 1460
r.p.m.

-Preparar el mix: 51 ml de R10+173.40ul IL-4+170.85 ul GM-CSF.

-Després de centrifugacio treure el sobrenedant i resuspendre les cél-lules en
el mix.

-Sembrar els monocits en 2 flascons T25. En cada flascé posar-hi 2,5 ml de la
mix i 10 ml més de R10.

-Incubir les cél-lules a 37 °C, per molt fins a 5 dies.
-Els dies 2 i 5 canviar el media i afegir-hi de nou R10,IF-4 i GM-CSF frescos

-Ara que tenim les cél-lules dendritiques immadures, per obtenir les madures
cal que hi posem al dia 5 els estimuladors de maduracio IFN-a.

5.2 Protocol per obtenir els VLPs

1. Objectiu: Cultivar el virus o VLPs en les cel-lules 293T transfectades
(cél-lules embrionaries humanes de ronyo).

2. Materials.

Linia cel-lular 293T

Calphos Mammalian Transfection Kit
3. El protocol

Per transfectar, les cél-lules han d'estar crescudes pero tampoc massa (50-
80%). 24 hores abans de fer la transfeccié cal sembrar les cel-lules en un T75.

Calcular quant virus volem. Amb dos flascons T75 a confluéncia 50-80% i 30 ug
de plasmidi per flascé, podem aconseguir fins a 18-20 vials de virus (9-10 vials
per flasco).

- 24 h abans de la transfeccié:

* Retirar el medi a un flasc6 T75.

* Afegir al medi 1 ml de Versene o tripsina.
* Incubar 3 'a 37 °C.

* Deixar anar les cel-lules donant cops suaus perqué no facin grumolls i no
s'apeloten.

* Afegir 9 ml de D10 en el T75.

* Repartir 9 ml en 2 flascons més de T75 on anem a transfectar (4,4 ml 0 4,5 ml
segons les crescudes que estiguin) i deixar 1 ml al T75 per deixar cultivant les
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cel-lules.

* Afegir en els 2 flascons per transfectar uns 10 ml de D10. | en el flasco de
cultiu afegir uns 13 ml de D10. Quedara en els dos flascons per transfectar una
dilucio ¥ (posarem 4,5 ml de cél-lules), i en el de cultiu 1/10 (posarem 1 ml de
cel-lules).

* Calcular volums necessaris per al dia de la transfeccié (Excel).

-El dia de la transfeccio:

* Canviar el medi a les 293 (treure el que tenen i afegir altres 12 ml de D10).
* Obrir i netejar la cabina de transfeccions.

* Descongelar el 2X HBS (soluci6 salina similar al PBS)

* Agafar el volum de plasmidi necessari (en tub eppendorf de 2 ml), agafar
altres 2 eppendorf de 2 ml (o tubs de 13 ml). Deixar-les al torn.

* Portar els plasmidis del torn de la cabina.

* Afegir al plasmidi I'aigua i el fosfat calcic, sempre en aquest ordre, aixo sera la
solucio A). En un altre Eppendor / tub afegir el HBS (sera la solucio B).

* Posar el eppendor de la solucid B al vortex (a poc a poc); agafar el contingut
de la soluci6 A amb una pipeta pasteur de punta fina i afegir-se'l a la soluci6é B
(a poc a poc i fixant-te sempre que la solucio B s'esta barrejant).

* Incubar la barreja 20 minuts a temperatura ambient.

* Portar les cel-lules a la cabina; tornar a barrejar amb cura la barreja A + B
amb una pipeta i afegir-lo al mig de les 293 (posant el T75 de peus, que no
caigui directe a les cel-lules). Moure el T75 cap endavant i cap a darrere i d'un
costat a l'altre (mai en cercles).

* Després de 4 hores (més o menys, les cél-lules han d'estar grassonetes i
rodonites) cal treure el media, afegir 10 ml de PBS al T75 i després treure el
PBS i afegir-R10 (12 ml o 8-10 ml si vols aconseguir virus més concentrat).

* Incubar a 37 °C durant 48 h.
48 h després de la transfeccio:

* Recollir el sobrenedant i posar-lo en un reservori esteril per poder filtrar-lo.
Agafar un filtre de 0,45 i una xeringa de 10 ml. Amb la xeringa agafar el
sobrenedant del reservori i connectar-la amb el filtre que haurem posat a sobre
d'un tub de 50 ml. Un cop filtrat tot el sobrenedant, I'aliquotrem en vials d'1 ml
(o del volum que sigui convenient per als experiments que calguin fer).

6.1 Normes de seguretat: nivell P3

El laboratori de contenci6 de nivell de bioseguretat 3 s'ha dissenyat i
proporcionat per al treball amb els microorganismes de grup de risc 3 i amb
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grans volums o altes concentracions del Grup de risc 2 que presenten un major
risc de propagacio a través de l'aire. Bioseguretat Nivell 3 de contencio
requereix l'enfortiment dels programes operatius i de seguretat per sobre dels
laboratoris basics - nivells de bioseguretat 1 i 2.

Als laboratoris d'IRISCAIXA segueixen el protocol internacional que s'han posat
per treballar amb el VIH, considerant que la seva propagacio és a través de
contacte directe amb la sang infectada si no ha tingut en compte les mesures
de seguretat proposades o per la via respiratoria.

Els vestits

Per treballar en un laboratori de P3 la roba de carrer no és suficient, ja que pot
ser contaminat sense adornar-nos i no és apta per protegir-nos si hem de
treballar amb acids i bases. El vestit apropiat consisteix de:

Macares

Ulleres de proteccio
Doble guants
Pantalons llargs
Sabates tancades
Una bata

Proteccio pel cap

Un treballador al
laboratori

Google imatges

Disseny i instal-lacions del laboratori
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1. El laboratori ha d'estar separada de les arees que estan oberts a un flux de
transit sense restriccions dins de l'edifici. Separacié addicional pot aconseguir
col-locant el laboratori a I'extrem cec d'un passadis, 0 accés a través d'una
avantsala o a través d'una doble porta. La d'IRISCAIXA té accés a través d'una
doble porta.

2. Portes de tancament automatic i els mecanismes que proporciona una
sortida d'emergencia.

3. Les superficies de parets, terres i sostres han de ser resistent a l'aigua i facil
de netejar.

4. La sala de laboratori ha de ser hermetic. Les finestres han d'estar tancades,
segellades i resistents al trencament.

5. Hi ha d'haver un sistema de ventilacio controlat que manté un flux d'aire
direccional a la sala de laboratori i que no la recirculi a altres arees dins de
I'edifici.

6. Armaris de seguretat biologica han d'estar situats lluny de zones de passeig i
fora de contracorrents de portes i sistemes de ventilacié.

7. Una autoclau per a la descontaminacié de material de rebuig contaminat s‘ha
de ser disponible al laboratori.

Equipaments del laboratori

L'equipament és un tema molt ampli, ja que cada laboratori pot tenir el que
necessita. Malgrat aixd equipaments com la centrifuga, l'autoclau, les neveres,
etc. son els que son quasi en tots els laboratoris.

Els equipaments del laboratori

Google imatges
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6.2.1LPS

El LPS és un component de la paret dels bacteris gramnegatius. Els bacteris
gramnegatius son els que no retenen el color violeta cristall quan es tenyeixen
amb el métode de la tinci6 de gram que s'utilitza per a la diferenciacio
bacteriana. El peptioglica de la seva paret és tan fina que no pot retenir la tinta
per massa temps, els grampositius si que tenen una capa grossa del
peptioglica que agafa la tinta i la gaudeix per prou temps que es pot ser
reconegut al microscopi.

A més d'una fina capa del peptidoglica els gramnegatius també posseeixen una
gran gquantitat de proteines, dominades porines a la seva membrana que hi
formen canals i regulen la permeabilitat.

El LPS és una molécula allargada que posseeix dos fragments, un intern de la
naturalesa proteica, ancorat en la membrana, que es coneix com lipid A, i altre
polisacarid, que sobresurt a l'exterior, format al seu torn per dues parts: una
interna(core) i altra externa que consisteix I'antigen de superficie més important
dels bacteris gramnegatius dominat antigen O.

La cadena lateral O o antigen O és facilment recognoscible pels anticossos de
I'hoste perd els gramnegatius poden incapacitar les defenses de I'hoste
canviant rapidament la naturalesa de les seves cadenes per evitar la seva
deteccio.A més la interaccié del LPS amb els anticossos, abans d'arribar a la
membrana propiament dita, pot protegir la paret davant un atac directe de
I'noste.

El LPS també facilita I'estabilitzacio de I'estructura de la membrana i pot actuar
com una endotoxina. La seva capacitat endotoxica es manifesta quan la seva
inoculacié a les cel-lules animals produeix una complexa i greu reaccié que
aboca al xoc, el xoc septic.

En el cas de VIH, el LPS que regula en la sang ve dels bacteris de la flora de
l'intesti que han travessat la membrana intestinal a causa de la seva ruptura, la
ruptura produida per la infecci6 de VIH. Com que el sistema immunitari
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reconeix LPS com un invasor, per combatre'l es produeixen una série de
reaccions, una de les quals és la maduraci6 de les cél-lules dendritiques.

——Antigen-O

—_— Core

—LipidA

Lipopolisacarid
Estructura d'un lipopolisacarid google imatges

6.2.2. IFN-a

Quan s'infecten les cél-lules per un virus, el cos respon secretant i produit les
proteines anomenades interferons-a i . Els dos sén la classe de citocines que
interfereixen en el procés de la replicacio viral i I'inhibeixen.

L'expressi6 dels interferons de tipus 1(a i B) esta induida per un RNA bicatenari,
un tipus d'acid nucleic que no es troba en les cel-lules 'normals' del cos huma
perd que és un component important del genoma dels virus.

Inhibeixen la replicacié del virus en les cel-lules infectades i la seva propagacio
a les ceél-lues no infectades. Actuen a través d'un receptor de la superficie
cel-lular que és comu per cada ceél-lula humana, el receptor d'interferons, que
indueix l'expressié d'una varietat de gens humans. Una proteina induida per
interfer6 és la sintetasa oligoadenlit que al seu torn activa endoribonucleasa
que degrada el RNA viral. També activats pels interferons €s una quinasa, la
quinasa P1 que impedeix la sintesi de les proteines viriques, i consequentment
el muntatge dels nous virions.

La segona funcié que duen a terme els interferons és I'estimulacié del sistema
innat i adaptatiu que especificament estan dirigits cap a les infeccions
causades pel virus. Indueixen l'expressié de les molecules MHC de classe 1
que augment el nivell de presentacio antigenica als limfocits T citotoxics per
part de les cel-lules infectades.

En tercer lloc activen les cel-lules nk per matar les cel-lules infectades.

En cas de VIH els interferons emesos per les cel-lules infectades o pel mateix
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virus activa les DCs immadures que viatgen als ganglis limfatics més propers
on té lloc la seva maduracio.

Inhibeix la
repliacaid viral

L'interfero
estd alliberat
Inhibeix la sortida

La cél-lula :
infectada Inhibeix del virus
I'entrada del
virus ala
cel-lula

La funcid de l'interfero _
Google imatge

6.3 Observacio amb microscopi spinning disk

El sistema Ultraview ERS esta muntat sobre un microscopi invertit Zeiss
Axiovert 200M. Conté DAPI, PPC, FITC i Cubs de filtre de rodamina, que sén
tintes fluorescents, per a la il-luminacid de epifluorescéncia convencional, i
s'implanta amb tots els accessoris necessaris (temperatura, CO2) per
aconseguir imatges d'alta velocitat de cel-lules vives i esta equipat amb els
objectius de:10X a 100X.

S'utilitzen els lasers per excitar els flurofors. Els flurofors s6n components de
les molecules que remeten llum quan estan excitats pe la llum, i la camera
anomenanda'1000x1000 pixels, multiplicat electrons 14bit Hamamatsu (C9100-
50), dispositiu de carrega acoblada (EMCCD), la mida de pixel de les imatges
és de 16umx16um.

S'utilitza un disc girant amb multiples orificis per aconseguir confocalitat,
rebutjant la llum fora de focus. La llum d'emissio de la mostra passa a través
dels forats per generar una imatge confocal de la mostra que es pot detectar
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amb un EMCCD.

Esta especialment indicat per a imatges 4D en viu de processos cel-lulars
rapids i per FRAP (recuperacio de fluorescéncia després de photobleaching) i
pels experiments relacionats.

El microscopi spinning disc

Google imatge
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