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INTRODUZIONE

Il virus dellimmunodeficienza umana (HIV, Human Immunodeficiency Virus) é l'agente
responsabile della sindrome da immunodeficienza acquisita (AIDS), caratterizzata da un
grave abbattimento della risposta cellulo-mediata dovuta alla perdita dei linfociti T. Dati
epidemiologici recenti, dal’lUNAIDS World AIDS Day Report del 2015(1), stimano che nel
mondo ci siano circa 37 milioni di infetti e tra questi 2 milioni sono i nuovi casi individuati
nel 2014, mentre i decessi registrati sono circa 1,2 milioni (Figura 1). Oggi circa 15.8
milioni di soggetti con infezione da HIV hanno la possibilita di accedere ad una terapia
antiretrovirale di combinazione (CART), ma di questi solo 8 milioni fanno uso di terapie. Il
virus fu scoperto nel 1983 dal Dott. Luc Montagnier insieme alla Dott.ssa Francoise
Barré-Sinoussi e al Dott. Robert Gallo, con la conseguente vincita del Premio Nobel per
la medicina nel 2008. Nonostante gli anni passati dalla scoperta del virus, ad oggi non
esiste una cura o un vaccino in grado di portare a guarigione le persone affette da questa
infezione o a prevenirne il contagio; questo ha portato negli anni, con 'aumento delle
persone contagiate e della mortalita attribuita ad essa, la sindrome dell’AIDS al quarto
posto tra le cause di morte. La malattia € trasmissibile per via parenterale, sessuale o
materna. La regione nel mondo piu colpita & I'Africa (2,3), questo € dovuto alla grave
situazione di poverta e alla carenza igienico-sanitaria presente nel paese. Il problema
africano non e da sottovalutare, infatti la continua crescita del numero di malati limita la
possibilita di circoscrivere la malattia. Inoltre I'elevato numero di mutazioni determina un
problema di farmaco resistenza dovuto al continuo instaurarsi di forme ricombinanti
sconosciute. Naturalmente cid non avviene in paesi sviluppati grazie alla maggiore
ricchezza e alle condizioni sanitarie ma soprattutto grazie alla CART che ha notevolmente
aumentato le aspettative di vita dei pazienti e ha trasformato '’AIDS da malattia mortale

a patologia cronica.


http://it.wikipedia.org/wiki/AIDS
http://it.wikipedia.org/wiki/Fran%C3%A7oise_Barr%C3%A9-Sinoussi
http://it.wikipedia.org/wiki/Fran%C3%A7oise_Barr%C3%A9-Sinoussi
http://it.wikipedia.org/wiki/Robert_Gallo
http://it.wikipedia.org/wiki/Premio_Nobel_per_la_medicina
http://it.wikipedia.org/wiki/Premio_Nobel_per_la_medicina
http://it.wikipedia.org/wiki/Premio_Nobel_per_la_medicina
http://it.wikipedia.org/wiki/2008

Prevalence (%) by WHO region

Western Pacific: 0.1 [<0.1-0.2] Europe: 0.4 [0.4-0.5]
Eastern Mediterranean: 0.1 [<0.1-0.2] [l Americas: 0.5 [0.4-0.6] | Global prevalence: 0.8% [0.7-0.9]
South-East Asia: 0.3 [0.3-0.4] I Africa: 4.4 [4.0-4.8) 0 ams a7 3 400 Kiematars

Figura 1: Prevalenza dell’infezione da HIV (WHO 2015).

Il virus HIV fa parte della famiglia Retroviridae, che comprende tre sottofamiglie:
Oncovirinae, Spumavirinae e Lentivirinae. Gli Oncovirus potrebbero portare a una
trasformazione neoplastica delle cellule infettate; gli Spumavirus sono stati isolati in pochi
casi di patologia umana e la loro correlazione eziopatogenetica con eventuali malattie
associate rimane poco chiara; i Lentivirus, di cui fa parte HIV, sono responsabili di
infezioni di tipo cronico con lungo periodo di incubazione. | Retrovirus presentano un
genoma costituito da due molecole di RNA monocatenario a polaritd positiva
rappresentando gli unici virus con genoma diploide ad RNA. Nei Retrovirus 'RNA &
retrotrascritto in DNA, grazie all’enzima trascrittasi inversa; il DNA integrato in seguito nel
genoma cellulare é sottoposto ai comuni processi cellulari di trascrizione e traduzione per
esprimere i geni virali. La famiglia Retroviridae comprende diversi virus in grado di
infettare i vertebrati e in grado di causare diversi tipi di emopatie, patologie immunitarie,
tumori e malattie neuronali degenerative. | Lentivirus determinano 'immunosoppressione
infettando direttamente le cellule del sistema immunitario, causando un abbattimento
della risposta immunitaria, la formazione di immunocomplessi e la produzione di fattori di
soppressione e di autoanticorpi. | Lentivirus sono virus rivestiti, con genoma ad RNA che
fuoriescono dalla cellula infettata per gemmazione dalla membrana cellulare producendo

virioni maturi di circa 100nm di diametro. Essi possono essere suddivisi in ulteriori due
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gruppi in base al tropismo nei confronti delle diverse cellule dell’ospite (4): EIAV, OvLV e
CAEYV replicano prevalentemente in macrofagi, mentre HIV e SIV replicano in macrofagi
e linfociti. Questo diverso tropismo cellulare e responsabile delle diverse manifestazioni
patologiche dei due gruppi di Lentivirus. | Lentivirus hanno proprieta biologiche distinte
da quelle degli altri Retrovirus. Essi, infatti, sono in grado di replicare in cellule non in
divisione terminalmente differenziate e hanno un’elevata specie-specificita: infettano solo
cellule che derivano dal loro ospite naturale o da specie strettamente correlate.
Nonostante ci sia un lungo intervallo di tempo tra l'infezione iniziale e lo sviluppo della
malattia, un’attiva replicazione virale avviene nelle prime settimane dopo linfezione:
durante questa fase acuta, i Lentivirus si diffondono nell’ospite. | primi siti di replicazione
virale includono i linfonodi, la milza e il midollo osseo e questi tessuti funzionano come
reservoirs per la distribuzione di monociti e linfociti infettati negli altri organi, tra cui il
cervello e i polmoni, all'interno dei quali i monociti maturano in macrofagi e i linfociti
vengono attivati. Cid determina I'attivazione di fattori di trascrizione cellulari che regolano
I'espressione dei geni virali e conseguentemente la produzione di nuovi virioni all’interno
di questi tessuti. Tale capacita di rimanere latente € uno dei meccanismi utilizzati dai
Lentivirus per eludere il sistema immunitario dell’'ospite ed & una delle ragioni per cui le
manifestazioni cliniche della patologia indotta dai Lentivirus necessita di mesi o addirittura

anni per svilupparsi.

STRUTTURA E MORFOLOGIA DEL VIRUS DELL’IMMUNODEFICENZA
UMANA (HIV)

Il virione maturo di HIV ha forma sferica con un diametro di 110 nm ed é rivestito da un
envelope o pericapside (Figura 2). Questo e un doppio strato fosfolipidico non di natura
virale, ma di origine cellulare ottenuto durante la gemmazione dalla cellula ospite; la
fuoriuscita del virione con tale tecnica porta sulla sua superficie anche proteine cellulari
(5). All'envelope sono legate le glicoproteine virali gp120 (SU) e gp41 (TM). La porzione

C-terminale della gp120 lega l'estremita N-terminale della gp4l a formare degli
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eterodimeri di forma triangolare che sporgono dalla superficie del pericapside come
protuberanze chiamate “spike”. Sulla superficie interna dell’envelope € adesa la matrice,
una struttura proteica costituita dal’assemblaggio di diverse unita della proteina p17
disposte in maniera regolare. Ogni molecola di p17 viene miristilata, una molecola di
acido miristico viene legata a residui di glicina presenti nella regione N-terminale della
proteina. Tale modificazione post- traduzionale permette I'ancoraggio della p17 allo
strato lipidico dell’envelope e garantisce un corretto inserimento delle glicoproteine
nell’envelope durante le fasi tardive della replicazione garantendo stabilita strutturale
(6). Il core o nucleocapside € la struttura piu interna della particella densa agli elettroni.
Ha una forma troncoconica ed e costituito dalla proteina p24 (CA). Il ruolo di questa
struttura e di proteggere il genoma virale costituito da due filamenti di RNA a polarita
positiva a cui sono associate due proteine: la proteina p6 e p7 (7). Inoltre, al’interno del
nucleocapside sono presenti anche i componenti necessari per la replicazione del virus
e per la maturazione dei virioni quali: la proteasi (PR), la trascrittasi inversa (RT), 'RNasi
H e l'integrasi (IN), tutte codificate dal gene pol e alcune molecole di tRNA necessarie

per l'inizio della replicazione.
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Figura 2: Struttura e morfologia proteica virale

I genoma di HIV-1 e costituito da due molecole di RNA tra loro uguali a singola catena
a polarita positiva (Figura 3). Ogni filamento & formato da circa 9200 nucleotidi e
presenta all’estremita 3’ una coda di poli-A e all’estremita 5’ un Cap, forniti al genoma
dal macchinario biosintetico cellulare. Le due catene di RNA sono legate tra loro a
livello delle DIS (Dimer Initiation Site), sequenze complementari situate al 5’. Sono
presenti LTR (Long Terminal Repeat) agli estremi, due sequenze contenenti elementi
regolatori dell'espressione genica. In esse infatti si ritrovano regioni di legame per fattori
sia di origine virale che cellulare i quali possono cosi aumentare o inibire il livello di
trascrizione del genoma. Nei LTR (8) si ritrovano siti di poliadenilazione, per il legame
di fattori di trascrizione come SP1 e NF-kp, la sequenza regolatrice TATA, la sequenza
di transattivazione, dove si va a legare la proteina Tat, e anche zone con elementi
regolatori inibenti sequenze non codificanti e altamente conservate che possiedono
informazioni fondamentali per l'integrazione del DNA virale nel genoma cellulare e per

la sua trascrizione.


http://it.wikipedia.org/wiki/Poliadenilazione
http://it.wikipedia.org/wiki/Fattore_di_trascrizione
http://it.wikipedia.org/w/index.php?title=SP1&amp;action=edit&amp;redlink=1
http://it.wikipedia.org/w/index.php?title=NF-k%CE%B2&amp;action=edit&amp;redlink=1
http://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Sequenza_regolatrice&amp;action=edit&amp;redlink=1

In HIV ci sono tre geni ritenuti principali: gag (group-specific antigen) codificante proteine
strutturali, pol (polymerase) che codifica per gli enzimi virali ed env (envelope) che

vpu.

codifica per le proteine dell’envelope. Oltre a questi geni presenti in tutti i Retrovirus,
HIV-1 ha nel suo genoma anche i geni regolatori ed accessori: tat, rev, nef, vif, vpr e

Geni “non-strutturali’ o

accessori
IIlI {Q\:x:
GAG VIF N T
: REV
POL - i |
Exl | B Ll
R us

e
EMWY
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| ;-':I

Geni “non-strutturali’ o
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Figura 3: Organizzazione genomica del virus HIV

Geni strutturali
| geni gag, pol ed env sono tradotti in poliproteine e sono successivamente terminalmente
strutturate da proteasi virali o cellulari.

Il gene gag porta alla traduzione di un precursore con un peso molecolare di 55KDa che

successivamente, grazie alle proteasi di origine virale, viene scissa in tre importanti
proteine strutturali del virus che sono:

p24 (CA) componente capsidico con funzione protettiva e con azioni durante le
fasi precoci e tardive del ciclo di replicazione;



pl7 (MA) fa parte della matrice del virione con funzione nell’assemblaggio dopo la
traduzione delle proteine derivate da env (9);
p15 (NC) scissa in p6 e p7 che collaborano in ordine al rilascio del virus all’esterno

della cellula e all’entrata del genoma virale nella molecola preformata.

Il gene pol & importante poiché e lui che dopo la formazione della poliproteina porta alla

formazione dell’apparato enzimatico proprio del virus costituito da:

proteasi (PR), di 99 amminoacidi, si genera in seguito ad un processo autocatalitico
e nella forma matura e attiva e costituita da un dimero responsabile dei tagli
proteolitici che portano alla maturazione dei precursori Gag e Gag-Pol; enzima
indispensabile per HIV-1 in quanto é stato dimostrato che la sua mancanza porta a
virioni non infettanti a causa della presenza di poliproteine non scisse nelle forme
attive ed e per questo che nelle terapie sono presenti inibitori delle proteasi che
hanno rappresentato una scoperta a livello farmacologico molto importante data la
caratteristica di colpire enzimi che non hanno il tasso di mutazione di altri
componenti di HIV e che quindi non possono formare farmaco resistenza,
trascrittasi inversa (RT), un eterodimero costituito dalle subunita p51 e p66, € una
DNA polimerasi—RNA dipendente che utilizza come templato un doppio strand di
RNA (formato dal genoma virale e dal tRNALys complementare alla sequenza PBS
al 5" dellRNA) e genera un ibrido RNA/DNA; I'enzima ha anche attivita di RNasiH
che degrada I'RNA dall’ibrido, in modo da permettere la formazione di un doppio
filamento di DNA (DNA provirale); anche per la trascrittasi inversa sono stati studiati
e approvati inibitori di tale enzima essenziale al virus per la propria retrotrascrizione
genomica;

integrasi (IN), responsabile dell'integrazione del genoma di HIV-1 all’interno del
genoma cellulare, catalizza sia il taglio che la congiunzione degli acidi nucleici (10).

Il gene env viene tradotto in una poliproteina altamente glicosilata, la gp161, a sua

volta scissa dalla proteasi virale in due glicoproteine necessarie per l'infezione:

gp120 (SU) si colloca sulla superficie dell’envelope ed ha una caratteristica molto

importante che e I'alta variabilita nei diversi ceppi di HIV, ma anche la presenza di



regioni costanti responsabili del riconoscimento del recettore CD4 presente su
linfociti T CD4+, monociti, macrofagi e cellule dendritiche.

gp4l (TM) proteina trasmembrana legata a gp120, tramite legami non covalenti che
consentono la formazione di un eterodimero, implicata nella fusione del pericapside

con la membrana plasmatica della cellula ospite.

Geni regolatori

Il virus HIV-1 ha nel suo genoma i geni regolatori:

Tat (Trans Activator of Transcription), composta da due esoni che si sovrappongono
in parte al gene rev e al gene env, la proteina Tat & un transattivatore e amplifica
I'espressione di tutti i geni virali aumentando I'efficienza della RNA polimerasi |l della
cellula. Una volta sintetizzata Tat rientra nel nucleo e lega la sequenza TAR
presente nellLTR al 5’ del’RNA; oltre a cio Tat, quando viene rilasciata dalle cellule
che hanno subito linfezione, pud indurre il rilascio di segnali che portano
allattivazione di fattori di trascrizione;

Rev (Regulator of Virion Expression) porta all’espressione di una proteina di 20
KDa, alla trascrizione dei geni strutturali dopo la fase iniziale in cui prevalgono
MRNA che codificano per proteine regolatorie, vi € una fase in cui i valori di Rev
raggiungono una determinata soglia che porta all’attivazione dei geni strutturali e,
infine, stabilizza gli mMRNA ad alto Pm per poi trasportarli attraverso la membrana
nucleare, legandosi alla sequenza RRE (Rev Responsive Element) al 3’ del
trascritto; si puo dire che Rev induca la sintesi selettiva delle proteine del virione;
Nef (Negative Expression Regulatory Factor) codifica per una fosfoproteina
miristilata di 27 KDa, Nef down-regola I'espressione del CD4 e del’lMHC-I sulla
superficie cellulare e in questo modo facilita la capacita delle cellule di sopportare
la replicazione virale; questo sistema impedisce il sequestro dei virioni maturi da
parte del CD4 della cellula ospite (prevenendo cosi la superinfezione) e protegge la

cellula infettata dal riconoscimento da parte dei linfociti T citotossici (11,12).
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Geni accessori

All'interno del genoma del virus HIV sono presenti dei geni definiti accessori:

Vpr €& una proteina che viene inclusa nel virione maturo ed induce I'arresto delle
cellule infettate in G2; regola il trasporto nucleare del complesso di pre- integrazione
ed aumenta la replicazione nelle cellule non in divisione;

Vif previene linattivazione dell’HIV inibendo la proteina umana APOBEC (che pud
tagliare i primi trascritti dell’HIV), il fattore piu importante dellimmunita innata
coinvolto nella resistenza all'infezione attraverso la deaminazione della citidina del
DNA provirale (13,14);

Vpu, presente solo in HIV-1 ma non HIV-2 e SIV, ha un dominio trans membrana
ed ha la capacita diindurre la degradazione del CD4 in modo ubiquitina- dipendente;
quest’attivita permetterebbe un rilascio piu efficiente delle particelle virali, in quanto
si e visto che le molecole di CD4 appene sintetizzate possono legarsi ad Env appena
sintetizzato nel reticolo endoplasmatico, rendendolo cosi non disponibile per la

formazione del virione (15).
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CICLO REPLICATIVO DI HIV-1

Il ciclo replicativo di HIV-1 puo essere suddiviso in varie fasi (Figura 4): assorbimento
e penetrazione, scapsidamento, retrotrascrizioneintegrazione, espressione e

regolazione dei geni virali, assemblaggio, gemmazione e maturazione.

Integration

Transcription

7~ Reverse transcription

Nucler Localization

Uncoating

Splincing

RNA Export %

MRNA °® @ Assembly
— ‘ °® ~ Binding
\1: Modification
Translation @®
"N ) -

Genomic RNA

Maturation

Figura 4: Ciclo replicativo del virus HIV

Adsorbimento e penetrazione

Il primo evento e il riconoscimento delle cellule target da parte del virus attraverso
l'interazione tra la glicoproteina virale gp120 e il recettore cellulare CD4 che ha il ruolo di
riconoscere I'antigene attraverso le proteine del complesso maggiore di istocompatibilita di
classe Il (MHC Il) ed € localizzato sulla superficie dei linfociti T helper, sulle cellule
dendritiche, sulle cellule della linea monocito-macrofagica (incluse le cellule della microglia
del sistema nervoso), (Figura 5). Successivamente al legame tra la gp120 e il CD4, la
glicoproteina inizia un cambiamento conformazionale che porta allesposizione dei siti che
determinano il legame con i corecettori essenziali al virus per poter entrare nella cellula

ospite. Questi appartengono alla famiglia dei recettori per le chemochine: in particolare,
12



CCR5 lega le B-chemochine ed e utilizzato da ceppi di HIV-1 macrofago-tropici (M-tropici);
CXCR4 ha come ligandi naturali le a-chemochine ed é specifico per i ceppi di HIV-1
linfotropici (T-tropici). Il CD4/gp120/corecettore induce un ulteriore cambiamento di
conformazione nella glicoproteina virale che porta all’esposizione del peptide di fusione,
presente all’estremita N-terminale della gp41 e la sua introduzione nella membrana cellulare.
Questi eventi, dunque, consentono la fusione dell’envelope virale con la membrana cellulare

e I'ingresso del core virale nel citoplasma.

- —_ TRl Side dilegame al

Membrana cellulare  Corecettore Peptidi di fusione

{CXCR4ICCRS)
Legame al Esposizione del Legame al Inserimento del Fusione delle
— oL - — - . - —
cD4 sito di legame al  corecettore peptide di fusione membrane
corecettore nella membrana

Figura 5: Meccanismo di legame e fusione del virus HIV

Scapsidamento

I meccanismo ad oggi non € completamente noto ma esperimenti di mutagenesi hanno
identificato nella proteina p24 la possibile responsabile. Infatti, aumentando la stabilita
della proteina si impedisce l'attivita della retrotrascrittasi (16). Inoltre € stato ipotizzato
che la presenza di p24 nel citoplasma, dopo l'evento di fusione, destabilizzi

I'organizzazione del core del virione e promuova lo scapsidamento (17).

Retrotrascrizione

Una volta disassemblato il core, il genoma virale e predisposto per essere retrotrascritto
da parte della Trascrittasi Inversa (RT) del virus presente nel virione. RT € una DNA

polimerasi RNA-dipendente e come tale polimerizza soltanto in direzione 5'—3". Per
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l'inizio della retro-trascrizione di HIV-1 I'enzima necessita di un innesco che é fornito dal
tRNA di origine cellulare, quello della lisina (Lys), che si appaia perfettamente alla
sequenza PBS localizzata a valle della regione R-U5 al 5’ del genoma virale. Avviene
quindi la sintesi del primo filamento di DNA, con la formazione di un ibrido RNA/DNA,
costituito dalla catena di RNA originale (positiva) e dalla catena complementare di DNA
(negativa). Tale ibrido € il substrato dell’attivita di RNasiH (svolta dal’'RT stessa) che
degrada I'RNA, liberando I'ssDNA. La degradazione avviene solo parzialmente, evitando
le regioni PPT ricche in purine che servono da innesco per la sinesi del DNA a polarita
positiva. In seguito, 'RNasiH rimuove il tRNA ancora legato, rilasciando la molecola
bicatenaria lineare di DNA. Questo meccanismo replicativo consente la produzione di
copie della sequenza PBS, utilizzata per continuare la sintesi del DNA fino alle regioni
U3-R-U5 e sintetizzare le sequenze LTR. Si ottiene, quindi, il DNA provirale completo
che costituisce il complesso di preintegrazione (PIC) unitamente all’'integrasi, alla p17 e
alla vpr e a proteine cellulari. Il PIC viene trasportato verso il nucleo attraverso un

meccanismo di trasporto attivo.

Integrazione

Una volta all’interno del nucleo, il genoma virale viene integrato nel genoma cellulare ad
opera dell’enzima virale integrasi. L’integrazione € un processo fondamentale nel ciclo
vitale dei retrovirus: il DNA virale deve integrarsi ed utilizzare I'apparato cellulare di
trascrizione e replicazione (18-20). L'integrasi riconosce in modo altamente specifico le
due LTR, crea due tagli sfalsati nel DNA cellulare e vi inserisce il dna provirale. Per
un’integrazione efficiente sono coinvolte anche proteine cellulari. Il genoma virale
integrato prende il nome di provirus. Il provirus si puo integrare in molteplici copie e in
molte localizzazioni cromosomiche diverse. Sembra siano preferiti i geni attivi anche se
regioni di eterocromatina siano spesso siti di integrazione. |l provirus viene trascritto quasi
immediatamente in cellule che si replicano attivamente ma alcune cellule T (memoria)
infettate entrano in uno stato di quiescenza e, di conseguenza, il genoma entra in uno
stato latente, trascrizionalmente inattivo, fino a quando il linfocita viene attivato
(dallantigene o da altri stimoli). Linfociti T quiescenti, latentemente infettati, costituiscono

il reservoir virale non raggiungibile dal sistema immune dell'ospite né dai farmaci (che
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colpiscono solo il virus in attiva replicazione (21).

Espressione e regolazione dei geni virali

Il provirus viene trascritto dall’estremita &’ fino all’estremita 3’ dalla DNA polimerasi |l
cellulare per produrre RNA precursori della stessa lunghezza del genoma. L'espressione
del provirus richiede l'intervento di fattori trascrizionali cellulari (tra cui NF-AT, NF-kB,
Spl, AP-1) che devono essere attivati da fattori cellulari e porta alla formazione di tre
classi di trascrittii:. RNA genomico per la progenie virale, RNA messaggero che sara
tradotto nel citoplasma per dare origine alle proteine Gag e Gag-Pol, e 30 RNA
messaggeri che alternativamente saranno spliced e tradotti nel citoplasma per produrre
proteine di env e proteine accessorie. Inizialmente, in assenza del transattivatore tat, il
livello di trascrizione € basso. Gli RNA precursori vengono trasportati nel citoplasma con
un meccanismo rev-indipendente ma prima del trasporto vengono eliminati gli introni dai
trascritti multiply-spliced che vengono tradotti per produrre le proteine regolatorie Tat,
Rev e Nef che ritornano poi nel nucleo. Con il procedere della trascrizione i livelli di Tat
e Rev aumentano e gli RNA precursori vengono trasportati al citoplasma con un
meccanismo rev-dipendente che non prevede lo splicing prima del trasporto. In questa
fase vengono tradotti nel citoplasma mRNA unspliced e singly spliced per le proteine
Gag, Pol, Env, Vpr, Vif e Vpu.

Assemblaggio, gemmazione e maturazione

Alcune evidenze sperimentali suggeriscono che I'HIV-1 si assembli e gemmi a livello dei
microdomini della membrana plasmatica denominati lipid rafts arricchiti di sfingolipidi e
colesterolo. La poliproteina Gag € importante nei processi di assemblaggio e
gemmazione mentre i prodotti di processamento derivati sono importanti per l'infettivita
virale. Il precursore Gag contiene quattro regioni conservate che svolgono funzioni

distinte durante I'assemblaggio:

e dominio matrice (MA), localizzato all’estremita amminoterminale, ha il compito di
dirigere la poliproteina Gag alla membrana plasmatica della cellula ospite, di
mediarne I'associazione ad essa e di reclutare le glicoproteine dell’envelope nei
virioni;
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e dominio capside (CA), in posizione centrale nel precursore Gag, riveste un ruolo
importante nel promuovere le interazioni Gag-Gag durante I'assemblaggio; CA
sembra essere coinvolto anche nelle interazioni tra Gag e il citoscheletro della
cellula ospite per permettere il trasporto anterogrado degli intermedi di

assemblaggio virale alla membrana cellulare;

e dominio nucleocapside (NC), presente all’estremita carbossiterminale della
poliproteina Gag, € un dominio molto conservato perché NC risulta critico durante
la replicazione retrovirale in quanto e coinvolto in molteplici aspetti: i) insieme a CA,
media le interazioni Gag-Gag durante I'assemblaggio; ii) permette la selettiva
incorporazione del genoma nei virioni, mediante il riconoscimento del segnale di
packaging W sul’RNA virale; ed iii) ha un ruolo nelle fasi tardive del ciclo replicativo
virale di HIV-1 e, in particolare, negli eventi di gemmazione e di rilascio dei virioni

dalla membrana plasmatica della cellula ospite (22,23);

e Peptide p6, situato all’estremita carbossiterminale del precursore, € essenziale per
il rilascio dei virioni assemblati dalle cellule infettate mediante l'interazione con le
proteine citoplasmatiche del complesso ESCRT (endosomal sorting complex

required for transport) per terminare la polimerizzazione di Gag.

| virus neoformati che gemmano dalla membrana della cellula ospite si trovano ancora in
uno stato immaturo. La maturazione virale inizia durante (o immediatamente dopo) la
gemmazione ed e guidata dalla proteasi virale che idrolizza la poliproteina Gag-Pro- Pol
dando origine ai prodotti proteici finali: MA, CA, NC e p6. Le proteine processate si
riarrangiano per creare il virione maturo con il capside che tende ad acquisire la
caratteristica forma conica. Il virione cosi formatosi & pronto ad infettare una nuova

cellula.
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Variabilita genetica

Ad oggi, sono noti due sierotipi di HIV: HIV-1 e HIV-2 (isolato nel 1986 da pazienti originari
dell’Africa Ocidentale). Il primo dei due & prevalentemente localizzato in Europa, America
e Africa centrale. HIV-2, invece, si trova per lo piu in Africa occidentale e Asia e determina
una sindrome clinicamente piu moderata rispetto al ceppo precedente.

Inoltre, HIV-1 comprende tre principali gruppi (24,25): gruppo M (Main o Major), gruppo
O (Ouitlier) e gruppo N (Non M, Non O o New) ed un solo caso di HIV-P. | gruppi N e O
sono filogeneticamente distanti dal gruppo M e derivano da successive introduzioni del
virus che infetta gli scimpanzeé SIVcpz nella popolazione umana. Il gruppo O contiene circa
30 sottotipi, ritrovati soprattutto in alcuni Paesi dell’Africa Occidentale come il Cameroon.
Ha una prevalenza inferiore al gruppo M, ma maggiore del gruppo N. Questo, infatti, e
estremamente raro ed é stato isolato per la prima volta nel 1998 in Cameroon. Il gruppo
M é responsabile della maggior parte delle infezioni nel mondo e comprende 11 sottotipi
o clades designati con le lettere da A a K (25-27). Tali clades hanno una diversa
distribuzione geografica: il sottotipo A é diffuso in Africa Centrale e Occidentale, il
sottotipo B in America e in Europa, il clade C é presente in Asia, in Africa Orientale e in
Africa Meridionale. Sebbene discendano da un antenato comune, ogni clade presenta un
proprio comportamento biologico ed € geneticamente diverso dagli altri. Nel corso delle
epidemie, a causa di frequenti superinfezioni, due virus appartenenti a due sottotipi
diversi possono incontrarsi all’'interno della cellula infettata e ricombinare attraverso il Drift
Antigenico il proprio materiale genetico per creare nuovi virus ibridi che prendono il nome
di “forme circolari ricombinanti” o CRFs. Questi possono diventare predominanti dal punto
di vista epidemiologico a causa della loro maggiore capacita replicativa e/o per una
maggiore capacita di adattamento dell’ospite. | maggiori CRF sono costituiti da
CRF02_AG, prevalente in Africa occidentale, CRFO1_AE, che predomina in Asia sud-
orientale, e CRFO7_BC e CRF08 BC, prevalenti in Cina.
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Trasmissione dell’infezione

Il virus si trasmette principalmente attraverso tre vie:
1) il contatto sessuale, la via piu frequente di trasmissione, sia tra partners
omosessuali che eterosessuali; la trasmissione del virus pud avvenire con rapporti
sessuali, in quanto HIV é contenuto nel liqguido seminale e nelle secrezioni cervico-
vaginali femminili e pud quindi contagiare le cellule suscettibili invadendo I'organismo
attraverso lo strato mucoso della vagina, della vulva, del pene, del retto e del cavo orale
o raggiungendo direttamente le cellule bersaglio attraverso lesioni delle mucose;
2) parenterale, cioé attraverso sangue infetto; possono, quindi, veicolare I'infezione le
trasfusioni di sangue o di emoderivati infetti, I'inoculazione di piccole quantita di sangue
contaminato attraverso lo scambio di siringhe contaminate tra tossicodipendenti o per
contatto accidentale con aghi o altri strumenti attraverso lesioni percutanee (per lo piu
in ambito medico-laboratoristico);
3 materno-fetale (verticale), pud avvenire durante la gravidanza per passaggio
transplacentare, durante il periodo perinatale, evento piu frequente, o con

I'allattamento al seno (Figura 6).

Scambio di siringhe
tra tossicodipendenti

Le vie di

‘ Sangue od ‘
trasmissione

emoderivati

Rapporti sessvali ‘

Trasmissione
verticale

Figura 6: Modalita di trasmissione dellinfezione HIV



Pur essendo il virus presente nella saliva e nelle lacrime, non é stata segnalata fino ad
oggi alcuna trasmissione dell'infezione in soggetti esposti soltanto a questi liquidi
biologici.

La carica virale ¢ il piu importante fattore predittivo dell'infezione: la probabilita di contagio
€ massima nella fase acuta dell'infezione, si riduce nei mesi successivi per aumentare di
nuovo negli stadi terminali della malattia (28).

Dati epidemiologici indicano che la coinfezione con altri agenti patogeni a trasmissione
sessuale e la presenza di lesioni genitali aumentino il rischio di trasmissione
dellinfezione. Infatti, lesioni e processi inflammatori a carico del tratto genitale
favoriscono la distruzione della barriera mucosale ed aumentano il numero di cellule
bersaglio di HIV, favorendo la penetrazione del virus.

La seconda via di trasmissione, in ordine di frequenza, € l'inoculo di sangue infetto o di
derivati ematici. Nel caso di inoculazione di sangue infetto la probabilita di trasmissione

e altissima (90%), ma questo rischio e stato di fatto eliminato, nei paesi industrializzati, Si

€ notevolmente ridotta dopo l'introduzione nel 1985 del test di screening anticorpale per

HIV (29) effettuato sul sangue donato. Rimane un problema aperto, invece, in quei paesi

in cui i sistemi sanitari soffrono di scarso controllo, come accade nei paesi del Terzo
Mondo. Il rischio di acquisire l'infezione in seguito ad una lesione percutanea € minore
con gli aghi pieni, come quelli da sutura, rispetto agli aghi cavi, come quelli utilizzati per

le iniezioni. Per tale motivo, in quest'ultimo caso, sono interessati principalmente i
tossicodipendenti e questa via di trasmissione rimane non infrequente.

Per quanto riguarda la trasmissione perinatale, causa della maggior parte dei casi in eta
pediatrica, il rischio di contagio dipende dalla carica virale materna. Oltre alla viremia
materna, anche lesioni della barriera emato-placentare possono aumentare il rischio di
trasmissione verticale dell'infezione.

La via materno fetale € fonte di contagio soprattutto nei paesi in via di sviluppo (35% di
probabilita), ove nella maggior parte dei casi nessun provvedimento sanitario € messo in atto
al fine di ridurre la probabilita di trasmissione materno-fetale dell'infezione. Nei paesi come
quelli europei, in cui la madre venga sottoposta a terapia CART durante la gravidanza, il
parto sia cesareo e l'allattamento sia artificiale o naturale, secondo le piu recenti linee guida,

il rischio di trasmissione si & ridotto a circa I'1%.
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STORIA CLINICA DELL’INFEZIONE

L’infezione da HIV, nella maggioranza dei casi, progredisce secondo un andamento
caratterizzato essenzialmente da tre fasi distinte e include una fase di infezione primaria,
con una sindrome acuta di gravita variabile, un periodo prolungato di latenza clinica e
uno stadio finale di malattia caratterizzato da un aumento della suscettibilita alle infezioni
opportunistiche e alle malattie neoplastiche (Figura 7).

Tutto il processo si svolge, senza un’adeguata terapia cART, nell’arco di 7 -10 anni e
porta alla morte del soggetto. A questo quadro fanno eccezione i Long Term Non
Progressors (LTNP) che mantegono lungo il decorso della malattia una percentuale di

cellule CD4+ nella norma e bassi livelli di RNA virale nel plasma.
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Figura 7: Decorso clinico dell'infezione

Infezione acuta o primaria

L’infezione acuta o primaria € il periodo immediatamente successivo al contagio ed &

caratterizzato da una abbondante replicazione virale associata ad elevati livelli di virus

nel plasma (viremia plasmatica >106 copie di HIV-RNA/mI) che sarebbe responsabile
della disseminazione del virus a livello degli organi linfoidi (soprattutto nei linfonodi, ma
anche nella milza, tonsille e tessuto linfoide, che sono i tessuti piu ricchi in linfociti CD4+).

Questa disseminazione avviene ancor prima della risposta anticorpale, che si attiva
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alcune settimane dopo l'infezione (1 settimana-3 mesi), percio tale intervallo &€ detto
“periodo finestra”, mentre la comparsa degli anticorpi & detta “sieroconversione”. In
seguito ad un’efficace risposta immunitaria la viremia nel sangue si abbassa
drasticamente; durante la fase acuta si assiste inoltre ad un calo sistemico e drastico dei
linfociti CD4+, che pero € solo transitorio, poiché si verifica una normalizzazione dei valori
una volta attivata la risposta anticorpale.

L’infezione acuta decorre spesso in modo asintomatico oppure puo tradursi, entro 2-6
settimane dal contagio, in sintomi simili a quelli di una sindrome influenzale o

mononucleosica: febbre, malessere, ingrossamento dei linfonodi, stanchezza.

Infezione cronica

Lo sviluppo della risposta immunitaria specifica e la riduzione della viremia nel sangue
periferico segnano il passaggio dalla fase acuta a quella cronica, clinicamente latente,
caratterizzata dalla mancanza di sintomi. La durata della fase asintomatica puo essere
variabile ed & legata alla gravita dell'infezione primaria, alle caratteristiche dei virus
infettanti, allo stato di immunita dell’ospite e all’'uso di terapie antiretrovirali. Questa fase,
clinicamente latente, pud durare parecchi anni ma non corrisponde ad una latenza
biologica in quanto la replicazione virale continua negli organi linfoidi. In questa fase si
assiste inoltre a una progressiva diminuzione del numero di linfociti CD4+ circolanti e alla
comparsa di difetti funzionali a carico sia dei linfociti CD4+ che di quelli CD8+ e dei
monociti e dei macrofagi, a cui si associa un progressivo deterioramento del sistema

immunitario.

Fase sintomatica o di AIDS conclamato

La progressiva immunodeficienza e l'immunoattivazione cronica caratteristiche delle
infezioni da HIV portano all'insorgenza di infezioni opportunistiche e neoplasie che
caratterizzano I'AIDS; queste patologie sono spesso multiple e contribuiscono ad un
rapido deterioramento clinico. Il progredire dellimmunodepressione si riflette in una

diminuzione dei linfociti CD4 (nelle fasi finali meno di 200 linfociti/ul) e in difetti funzionali
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soprattutto in monociti - macrofagi, mentre la viremia (che in fase asintomatica si era
assestata tra 1000 e 10000 copie RNA/ml) aumenta progressivamente fino a 108, 10’
copie RNA/mI (30). Questo deterioramento conduce alla fase clinicamente sintomatica
della malattia che si manifesta inizialmente con linfadenopatia persistente (stadio “LAS”,
Lympho- Adenopatic Sindrome), seguito da una fase di perdita di peso, astenia, anemia,
febbre, diarrea, ipergammaglobulinemia, che & definita stadio “ARC”, ovvero AIDS-
related complex. L'insorgenza di infezioni opportunistiche (fase di AIDS conclamato) (31)
sono la principale causa di morte; tra queste le piu frequenti sono: toxoplasmosi viscerale,
polmonite da Pneumocystis carinii (colpisce il 75% dei pazienti) e da Citomegalovirus,

infezione erpetica disseminata.

HIV reservoir

L’HIV pu0 persistere sotto forma di provirus integrato in particolari distretti, sia tissutal
che cellulari, definiti reservoir, che costituiscono dei veri e propri serbatoi per il virus. In
questi, le forme virali competenti per la replicazione persistono per un periodo di tempo
prolungato e con proprieta cinetiche piu stabili rispetto al pool principale (32).

Le terapie antiretrovirali attualmente disponibili sono in grado di mantenere una profonda
soppressione dei livelli plasmatici di HIV RNA al di sotto delle 50 copie/ml per lunghi
intervalli di tempo. Nel caso di sospensione della terapia i livelli di virus presenti nel
plasma risalgono rapidamente a valori rilevabili nell’arco di poche settimane (33), anche
nel caso in cui la cART é stata iniziata nel corso dell'infezione acuta (34).

In seguito a varie evidenze (35,36), si & giunti alla conclusione che il virus HIV puo
persistere nei reservoir sotto forma di provirus integrato, che in seguito a riattivazione é
in grado di replicarsi e rappresentano il maggior ostacolo all’eradicazione dell’infezione
(37).

Le cellule T CD4+ quiescenti infettate con il virus rappresentano uno dei maggiori ostacoli
all’eradicazione; per numerosi motivi sono considerate il maggior contributo
all'instaurazione e al mantenimento dei reservoir virali. Esistono due diverse popolazioni
di cellule T CD4+ quiescenti: naive e della memoria suddivise in cellule della memoria

centrale (Tcn) e transitoria (TT\p) che rappresentano il reservoir principale di DNA

provirale integrato (38). Sebbene linfezione di questi sottotipi cellulari sia tipica
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dell'infezione da HIV, i linfociti T della memoria rappresentano il serbatoio ideale per il
mantenimento a lungo termine del genoma virale. Questo serbatoio virale sarebbe quindi

il principale responsabile della persistenza dell'infezione anche in corso di un efficace
terapia CART.

Inoltre, poiché tali cellule sono quiescenti e non subiscono divisioni cellulari né vanno
incontro a processi di attivazione, il loro apparato trascrizionale € tale da creare le
condizioni ideali per favorire la latenza virale. Nonostante questo all'interno delle cellule
pud comungque avere luogo una produzione virale limitata ma sufficiente a mantenere un
pool di cellule infettate produttivamente.

I 98% dei linfociti di tutto 'organismo & contenuto nei tessuti linfoidi, di conseguenza, nei
pazienti trattati con cART, 'HIV RNA si concentra maggiormente negli organi linfatici primari
(tonsille e midollo osseo) e secondari come il GALT (gut-associated lymphoid tissue), i
linfonodi, la milza ed il timo e solo da ultimo nel plasma. Sia il DNA che I'RNA virali possono
essere rilevati nei linfonodi dopo due anni di trattamento, anche quando la carica virale nel
plasma, nel fluido celebro spinale e nelle secrezioni genito-urinarie non é rilevabile.
Nonostante la terapia cART, HIV € in grado di persistere nel GALT per molti anni e la
concentrazione del DNA provirale riscontrata nei linfociti T CD4+ di questo distretto é di

molto superiore a quella del sangue periferico.

TERAPIA E CONTROLLO

Terapia antiretrovirale di combinazione (CART)

| virus sono parassiti intracellulari obbligati, per questo i farmaci devono essere selettivi
per inibire le funzioni del virus senza danneggiare la cellula ospite. Sono state individuate
sequenze particolari che possono essere bersagli della terapia antivirale. Attualmente i
farmaci approvati dalla FDA (Food and Drugs Administration) per il trattamento
dell'infezione da HIV, sidividono, in base al loro meccanisco d’azione in grado di bloccare

varie fasi della replicazione virale, in quattro categorie principali:

e Inibitori della trascrittasi inversa, gli inibitori della RT inibiscono la replicazione
virale dopo l'entrata del virus nella cellula ospite ma prima dell'integrazione,

(nucleoside reverse transcriptase inhibitors — NRTIs: ad es. AZT, DDI, Tenofovir,
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abacavir,ecc) ed inibitori non nucleosidici della trascrittasi inversa (non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitors —=NNRTIs: ad es. sustiva, nevirapine,
delavirdina, rilpivirina);

e Inibitori della proteasi, prevengono la maturazione dei virioni determinando |l
rilascio di particelle non infettanti (protease inhibitors — Pl: ad es,darunavir,
atazanavir, ritonavir, indinavir, etc.);

¢ Inibitori dell’integrasi, il meccanismo d’azione degli INI consiste nell’ inibizione
dellinserimento del DNA virale nel DNA umano e quindi, nel blocco della capacita
dell’HIV di replicare e infettare nuove cellule (integrase inhibitors
— INI: raltegravir, dolutegravir, elvitegravir, ecc);

e Inibitori d’ingresso, inibiscono l'ingresso del virus tramite due meccanismi, la
fusione (T-20) ed il legame con un recettore di membrana, CCR5 (Maraviroc); gli
antagonisti del CCR5 sono gli unici farmaci antiretrovirali che inibiscono un

recettore cellulare e non una proteina virale.

La storia del trattamento dell'infezione HIV inizia nel 1987 con l'introduzione del primo
NRTI, la zidovudina; negli anni successivi a questa si sono aggiunti altri farmaci della
stessa classe utilizzati dapprima in monoterapia poi come terapia duplice (1994). La
vera “rivoluzione terapeutica” € iniziata nel 1996-1997 con l'introduzione degli inibitori
delle proteasi e, successivamente, con gli inibitori non nucleosidici della
trascrittasi inversa; I'avvento dei nuovi farmaci ha dato inizio all’era della cCART e
consiste nell’'uso di tre o piu farmaci appartenenti a due o piu differenti classi di inibitori.
Grazie alla combinazione di farmaci la mortalita & notevolmente diminuita trasformando
una malattia mortale in una patologia cronica a lunga decorrenza. Mentre la
monoterapia produce di solito abbastanza rapidamente forme mutanti di HIV resistenti
al farmaco, I'associazione terapeutica in genere rallenta la selezione dei mutanti perché
agisce a vari livelli della replicazione. Tuttavia la cART non riesce ad eradicare il virus,
che rimane in forma latente nelle cellule infettate, ed e gravata, soprattutto per quanto
riguarda le prime classi di farmaci introdotte, da effetti collaterali classificati come a

breve e a lungo termine.
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Resistenze ai farmaci

L’alta velocita di replicazione di HIV causa mutazioni che si accumulano nel genoma
virale, portando alla diminuzione dell’efficacia antivirale del farmaco e rendendo inattivo
ciascun componente del regime terapeutico. La comparsa di mutazioni € un fenomeno
naturale dovuto agli elevati tassi di replicazione di HIV e alla incapacita della RNA-
polimerasi di correggere errori di trascrizione. Il trattamento terapeutico induce una
pressione selettiva sul virus favorendo l'insorgenza di ceppi virali resistenti in grado di
sopravvivere e replicare. Le varianti farmaco-resistenti possono essere generate de novo
durante la terapia, oppure possono originare da un pool di provirus integrati prima
dell'inizio della terapia, considerando che in un singolo individuo HIV esiste un insieme
di varianti geneticamente differenti, descritte come quasispecie. Quando la terapia non e
piu pienamente efficace si parla di “fallimento terapeutico”. | problemi legati al fallimento
terapeutico sono dovuti prevalentemente alla farmaco- resistenza e all’inadeguata
concentrazione dei farmaci causata a sua volta da fattori come la mancata aderenza del
paziente, la farmacocinetica e la tossicita. La farmaco- resistenza & una conseguenza di
una non completa soppressione della replicazione virale. Vi sono tre tipi di fallimento
terapeutico nel paziente HIV positivo e sono spesso correlati tra loro:

- virologico quando & determinato dall’aumento della carica virale;

- immunologico, consiste nella diminuzione delle cellule T CD4+, non

necessariamente legato ad un aumento della carica virale;
- clinico, riguarda la comparsa di una malattia o infezione opportunistica.

Per ridurre il rischio che insorgano resistenze € necessario ottimizzare I'aderenza del
paziente alla terapia e utilizzare piu farmaci in combinazione tra loro, ma &€ comunque
documentato un fallimento terapeutico, nel primo anno di cura, nel 50% dei pazienti che
iniziano la terapia cART.

L’uso di “cocktail” di farmaci, di solito due analoghi nucleosidici e non nucleosidici e un
inibitore della proteasi, oltre a rallentare lo sviluppo di farmaco-resistenza, sembra in
grado di ridurre la tossicita cronica del farmaco, poiché permette di ottenere lo stesso

effetto con dosaggi inferiori dello stesso (39).
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Vaccinoterapia

La vaccinoterapia comprende le metodiche di immunizzazione a uso terapeutico, e la

produzione in vitro di cellule condizionate (in maniera specifica e non).

Per lo sviluppo di vaccini terapeutici si stanno considerando i seguenti approcci:

1)

2)

3)

4)

ARCELIS, cellule dendritiche autologhe “pulsate” con antigeni di HIV isolate da
paziente e reinfuse; successiva interruzione della terapia CART, ha comportato una
riduzione della carica virale e un ritardo nella necessita di riprendere la terapia
rispetto al gruppo di controllo (40);

Vacc 4x, peptidi basati sulla p24 (Gag) somministrati 4 volte per via intradermica
(ID), sequiti dall’interruzione della terapia cART; ha determinato la necessita di
riprendere la terapia dopo 70 settimane, contro le 16 del gruppo di controllo, ed una
rallentata perdita dei CD4+ (41);

DERMAVIR, 15 proteine di HIV inserite in un sistema di nano particelle che
interagiscono con le cellule di Langerhans (LC), e si auto-assemblano in VLPs; le
LC dell’epidermide trasportano le nanoparticelle (infuse per via intradermica) a
livello dei linfonodi drenanti dove maturano in cellule dendritiche (DC) e avendo
quindi la possibilita, dopo aver processato le proteine, di presentare gli antigeni
alle cellule T; ha causato una riduzione della viremia in assenza di cART (42);
GTU (Gene Transport Unit) multi HIV-DNA plasmidico codificante per Rev, Nef, Tat
e Gag e per diversi epitopi delle cellule T di Pol e Env somministrato (sistema che
assicura un alto livello di espressione degli antigeni selezionati e conferisce
un’aumentata immunogenicita al DNA); ha determinato un aumento di cellule CD4+
e una diminuzione della viremia in uno studio clinico di fase Il in Sud-Africa (43);
Vaccino Tat, subunita vaccinali basate sulla proteina regolatoria Tat per ottenere
una risposta immune diretta verso gli antigeni che sono espressi precocemente
durante il ciclo di replicazione virale, questo potrebbe portare a un contenimento
dellinfezione o addirittura ad una infezione abortiva; sia gli anticorpi anti-Tat sia i
CTL specifici per Tat sono stati correlati con una riduzione della viremia e una lenta
progressione verso I'AIDS. In uno studio clinico di fase Il di immunizzazione
terapeutica con Tat su volontari HIV-infetti trattati con cART, i pazienti vaccinati
presentano un significativo aumento sia delle cellule T CD4+, che delle cellule B
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rispetto al gruppo di riferimento non vaccinato, un significativo recupero funzion ale
del sistema immunitario (aumento di cellule T regolatorie e della memoria) ed una
marcata riduzione dello stato di attivazione immunologica cronica (linfociti
CD8+/CD38+ e marcatori sierici di inflammazione, come la beta 2-microglobulina o
la neopterina) che é ritenuta causa primaria di molte complicazioni patologiche

legate all’infezione da HIV, incluso I'invecchiamento precoce (44).

Immunoterapia

L'Immunoterapia, anche detta “Terapia Biologica”, é un approccio metodologico che non
agisce direttamente sulla malattia o sulle sue cause, ma attraverso l'attivazione ed il
potenziamento del sistema immunitario che viene stimolato a reagire ed eliminare gli
elementi estranei. La CART convenzionale coinvolge la combinazione di sostanze che
agiscono a vari livelli cellulari, proteggendo le cellule T CD4+ non infette dall’infezione
HIV, inibendo I'entrata virale o le funzioni “post entry”. La terapia ART colpisce la
produzione del virus dalle cellule infettate, ma non riesce ad eliminare il virus. Le cellule
che producono virus ed il virus circolante possono riattivare I'infezione se la terapia ART
e discontinua. Il virus libero pud anche attivare le cellule determinando un’infiammazione
cronica.

Gli anticorpi monoclonali (mAbs) che si legano ed inattivano le proteine dell’envelope
neutralizzano efficientemente il virus e percid prevengono la diffusione dell’'infezione.
Questo puo aver il vantaggio di facilitare I'eliminazione delle particelle virali e delle cellule
che producono virus attraverso un meccanismo anticorpo-dipendente e in particolare la
citotossicita  cellulo-mediata anticorpo-dipendente (ADCC), diminuendo, cosi,

potenzialmente il reservoir virale e prevenendo I'immunoattivazione.
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FUNZIONE E CONSERVAZIONE DELLA BARRIERA INTESTINALE

La superficie della mucosa intestinale e la piu grande area del corpo a contatto con
'ambiente esterno; svolge un ruolo chiave nel bloccare l'accesso di sostanze
potenzialmente nocive. L'epitelio e lo strato di muco, rivestendo l'intestino, rappresentano
la prima linea di difesa dell'ospite e la barriera meccanica essenziale che evita il contatto
tra gli ambienti interni e quelli esterni bloccando il passaggio di antigeni, tossine e prodotti
microbici agendo cosi come componente dell'immunita innata (45). La barriera intestinale
e dotata di diversi livelli di meccanismi di difesa per limitare la traslocazione degli antigeni
nel lume. In un intestino normale, la barriera epiteliale & costituita da uno strato di
giunzioni strette enterocitiche (tight junctions), giunzioni di ancoraggio e da desmosomi
che impediscono il passaggio di microbi, da cellule caliciformi che secernono muco, e
dalle cellule di Paneth. Le cellule epiteliali

intestinali (IECs) possono rispondere agli stimoli microbici, sostenere le funzioni di
barriera e partecipare alle risposte immunitarie (46,47). La funzione della barriera
epiteliale dipende da complessi giunzionali formati da proteine transmembrana, come le
claudine che formano canali paracellulari per piccoli cationi e acqua. Le cellule di Paneth
possono limitare la penetrazione batterica attraverso i recettori Pattern Recognition
Receptors (PRR) e la secrezione di mucine e proteine antimicrobiche (AMP), creando
una barriera fisica e biochimica alla penetrazione microbica e alle cellule immunitarie
(48). Le cellule epiteliali intestinali producono segnali immunoregolatori per tollerare le
cellule immunitarie, limitando l'infiammazione allo stato stazionario e dirigendo le risposte
delle cellule immunitarie innate e adattive contro agenti patogeni e batteri commensali.
Le cellule epiteliali specializzate, chiamate cellule M, mediano il campionamento costante
di antigeni luminali, sia i microrganismi che le macromolecole possono ottenere l'ingresso
attraverso le cellule M (49). | batteri commensali inducono la produzione di citochine da
parte delle IEC attraverso la segnalazione dei PRR, favorendo lo sviluppo di cellule
dendritiche (DC) e macrofagi con proprieta tollerogeniche (50,51). | microrganismi
commensali possono regolare le funzioni di barriera, controllando la produzione di muco
da cellule caliciformi (52) o I'espressione di AMPs. Nelle condizioni omeostatiche, le IECs
non rispondono agli stimoli dei TLR, mentre un'espressione TLR aumentata & stata

osservata in condizioni inflammatorie. | TLR fungono da collegamento tra le alterazioni
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del microbiota e 'omeostasi immunitaria (53). | TLR promuovono la proliferazione delle
cellule epiteliali, la secrezione di IgA nel lume intestinale, I'espressione di peptidi
antimicrobici (54) e svolgono un ruolo nellomeostasi della barriera intestinale (55).
L'espressione di proteine dalle giunzioni strette e stata modulata dall'attivazione dei TLR
(56) e durante le patologie inflammatorie vengono compromesse le giunture epiteliali
provocando una maggiore traslocazione batterica nella lamina propria, che vanno a
sostenere la risposta infiammatoria. Molti fattori possono alterare la permeabilita
intestinale e le infezioni del tratto gastrointestinale possono essere responsabili
dell'assorbimento nutritivo alterato, dei livelli di micronutrienti esauriti e della secrezione
dei rifiuti. Come conseguenza dell'attivita microbica e del rilascio di peptidi o tossine
solubili, ci sono alterazioni nei componenti degli enterociti e nel loro metabolismo,
portando ad una rottura della barriera epiteliale e alla conseguente translocazione
microbica nell'intestino (57). Inoltre, lo stile di vita e i fattori alimentari, compresi gli
alimenti alcolici e energetici, possono aumentare la permeabilita intestinale (58). La
conseguente permeabilita aumenta l'inflammazione intestinale cronica, strettamente
connessa al sistema immunitario, come osservato nell'associazione esistente tra
inflammazione e disfunzione della barriera in diverse malattie dell’intestino. La corretta
attivita di difesa della barriera epiteliale e supportata dal microbiota, che influenza il
metabolismo cellulare e la proliferazione, la manutenzione e la riparazione dell'integrita
della barriera, l'acquisizione dei nutrienti e la regolazione dell'energia, la risposta

inflammatoria e I'angiogenesi.

IL MICROBIOTA

Il corpo umano € abitato da un esteso numero di batteri, virus e altri organismi eucarioti
unicellulari. L’'insieme dei microrganismi che vivono in pacifica coesistenza con il loro
ospite umano viene definito “microbiota” o “microflora normale”. La composizione e il
ruolo dei batteri che fanno parte di questa comunita & stata estensivamente studiata in
questi ultimi anni, mentre il ruolo dei virus e degli altri eucarioti che popolano il nostro
corpo resta ancora poco conosciuto e da definire. Il microbiota umano consiste di una
biomassa con circa 10% cellule batteriche, numero che & dieci volte superiore di quello
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delle cellule procariotiche dell’organismo adulto (59). Il microbiota colonizza virtualmente
ogni zona del corpo umano che sia esposta al’ambiente esterno. | microbi abbondano
sulla pelle e nelle vie respiratorie, nelle vie urogenitali e nel tratto gastrointestinale (GIT);
quest’ultimo € di gran lunga I'organo piu colonizzato: da solo alberga piu del 70% di tutti

i microbi del corpo umano e ha un’area stimata di circa 200 m2.

by

La maggior parte del microbiota intestinale € composta di anaerobi obbligati che
superano per numerosita gli anaerobi e gli aerobi facoltativi di 2-3 ordini di grandezza. |l
numero delle cellule batteriche presenti nel GIT di un mammifero mostra un continuum
crescente in senso oro-aborale, variando da 103 batteri/g nello stomaco e duodeno, a
104-107 nel digiuno e nell’ileo, fino a oltre 1012 cellule/g nel cieco e colon destro. Nello
stomaco la concentrazione batterica & bassa perché I'ambiente acido distrugge quasi tutti
batteri che lo attraversano, agendo cosi come prima barriera difensiva verso la
contaminazione dall’esterno. La maggior parte dei batteri risiede nella parte inferiore
dellapparato digerente, specialmente nell’intestino crasso, poiché nel tratto piu
prossimale anche la bile e le secrezioni pancreatiche risultano tossiche o poco favorevoli
per la crescita della maggior parte dei microrganismi. Durante il parto, e immediatamente
dopo, i batteri che costituiscono il microbiota urogenitale e cutaneo materno, e anche
provenienti dal’ambiente circostante, colonizzano assai rapidamente il GIT del neonato.
Dopo questa prima fase il microbiota subisce una seconda trasformazione,
presumibilmente influenzata principalmente dalle caratteristiche del regime alimentare,
fino a che, all’'eta di circa 4 anni, risulta abbastanza stabilizzato nella sua composizione,
assai simile a quella dell’adulto. Esiste un equilibrio complesso e assai variabile fra i
diversi microrganismi che risiedono normalmente nel GIT, dove svolgono un ruolo
unitario ed essenziale per il mantenimento del’omeostasi, per lo svolgimento dei processi
digestivi e metabolici e per la regolazione del sistema immunitario locale del’organismo
ospite (60,61). Anche se alcune specie batteriche del microbiota possono essere agenti
patogeni facoltativi, l'interazione costante fra l'ospite e i microbi residenti risulta
solitamente favorevole alla salute dell’ospite, con un equilibrio fra le specie batteriche che
favorisce i simbionti non patogeni.

La distribuzione del microbiota non € omogenea nell’ambiente intestinale. La superficie
epiteliale é separata dal lume, da uno strato di muco abbastanza compatto, chimicamente
complesso e di spessore superiore a 700 nanometri. La consueta rappresentazione
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delliconografia tradizionale che vede la microflora immediatamente sovrastante la
superficie epiteliale e pertanto errata e il microbiota, presente libero nel lume e in
immediata prossimita della superficie delle cellule epiteliali, differisce significativamente
dalla flora che popola linterno dello strato di muco, sia quantitativamente che
qualitativamente. Numerose evidenze scientifiche indicano oggi che nei secoli si é
determinata una co-evoluzione dell’'ospite e del suo microbiota, fortemente condizionata
da fattori ambientali, dalla struttura genica dell’ospite e dall’integrita del suo sistema

immunitario, sia locale che sistemico (62).

RUOLO DEL MICROBIOTA

Il microbiota nel tratto intestinale regola la risposta immune sistemica locale influenzando
lo sviluppo e la reattivita del tessuto linfoide associato all’ intestino (GALT) fin dall’eta
infantile (63). La colonizzazione microbica precoce determina lo sviluppo dei meccanismi
immuni umorali, legati alla produzione locale di IgA secretorie e di IgM, particolarmente
importanti nella fase precoce della risposta immune e per lo sviluppo di tolleranza
alimentare. L’equilibrio delle differenti sottopopolazioni di linfociti T helper (Th) é cruciale.
Dopo il riconoscimento dell’antigene (“priming”), i linfociti B e Th attivati migrano e
proliferano attivamente, con produzione locale di citochine e di IgA. Il priming
dell’antigene determina, da parte dei Th attivati, la produzione “a cascata” di citochine
diverse, in grado di determinare due tipi di risposta immunitaria, a impronta
prevalentemente pro-inflammatoria, e quindi potenzialmente nociva, o antinfiammatoria.
Il GALT deve ottemperare a due funzioni apparentemente contrastanti: deve essere
tollerante nei confronti del microbiota luminale sovrastante e impedire I'induzione di una
risposta immunitaria esuberante e, al tempo stesso, controllarne la crescita eccessiva ed
evitare la traslocazione batterica dal lume alla mucosa con la possibile disseminazione
sistemica. Il ruolo centrale del microbiota nello sviluppo delle difese immunitarie mediate
dal GALT non é sorprendente, considerando che la mucosa intestinale rappresenta la
piu grande superficie di contatto con gli antigeni del’ambiente esterno e che la microflora
residente che ricopre la mucosa del GIT rappresenta normalmente la maggior parte degli

antigeni presentati alle cellule immuni residenti 16. Negli ultimi anni numerose evidenze
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hanno messo in risalto il ruolo potenziale del microbiota nell'eziopatogenesi di malattie
diverse, con interessanti possibili ricadute terapeutiche (64). Le malattie inflammatorie
croniche intestinali (IBD), ad esempio, sono caratterizzate da una risposta immunitaria
anomala nei confronti di antigeni endoluminali e del microbiota stesso, che determina e
auto- mantiene un quadro di flogosi cronica tissutale. L'estrema conseguenza del subset
inflammatorio con risposta immune alterata puo essere lo sviluppo del cancro associato
alle I1BD. Il ruolo del microbiota nella patogenesi della sindrome del colon irritabile
(IBS) e nel determinismo dei sintomi e della loro severita deve ancora essere chiarito, ma
studi recenti hanno chiarito che fino al 50% delle IBS puo essere indotto da un episodio
isolato di gastroenterite tossinfettiva in grado di determinare sia alterazioni qualitative e
guantitative nella flora come pure disfunzione immune. Recentemente é stato postulato
che cambiamenti qualitativi nel microbiota intestinale, con sviluppo di una flora in grado
di degradare maggiormente le sostanze nutrienti assorbibili, sono implicati nella
patogenesi dell'obesita e della sindrome metabolica associata alla steato-epatite non

alcolica.

ASPETTI GENERALI DEI PROBIOTICI

L'assunzione di probiotici puo ridurre il rischio di malattie associate con disfunzione della
barriera intestinale. | meccanismi con cui i probiotici possono influenzare la funzione di
barriera sono anche un'area di interesse, anche se molti studi hanno dimostrato che i
probiotici aumentano la funzione di barriera aumentando il muco, i peptidi antimicrobici e
la produzione di IgA, nonché aumentando l'adesione competitiva per gli agenti patogeni
e l'integrita delle cellule epiteliali (TJ).

Come descritto dall'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS), i probiotici sono
"microrganismi vivi che quando somministrati in quantita adeguate, conferiscono un
beneficio alla salute dell’ospite". Il termine probiotico significa “a favore della vita” (dalla
particella latina pro, a favore di, e dallaggettivo greco biotikos, da bios, vita).
Storicamente, il concetto di probiotici € iniziato intorno al 1900 dalla vincitrice del Nobel,
Elie Metchnikoff, che ha scoperto che il consumo di batteri vivi (Lactobacillus Bulgaricus)

in yogurt o nel latte fermentato migliora le caratteristiche biologiche del tratto
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gastrointestinale (65). Studi recenti hanno indicato che i probiotici possono essere
utilizzati per il trattamento e la prevenzione di enterocolite necrotizzante nei neonati
prematuri, riduzione del tempo di pianto nei bambini con coliche, riduzione della durata
della diarrea pediatrica acuta e gestione dei sintomi in sindrome dell'intestino irritabile,
prevenzione della diarrea associata agli antibiotici, ulcera gastrica e molti altri tipi di
malattie. Tuttavia, gli integratori alimentari sono ora ampiamente disponibili ai
consumatori in genere sotto forma di prodotti lattiero-caseari coltivati che hanno aggiunto
nella formulazione diversi ceppi di probiotici. Anche piu recentemente all'interno del
mercato dei consumatori, sono stati sviluppati ‘probiotic shots’ per cui possono essere
consumati come capsule. Contenuti all'interno di questi integratori alimentari possono
esistere molteplici ceppi di batteri. Tuttavia, i ceppi piu comuni appartengono alle specie
di Lactobacillus e Bifidobacterium, che hanno dimostrato benefici per la salute. In questo
senso entrambi questi ceppi batterici sono noti per essere coinvolti in funzioni fisiologiche
essenziali come la stimolazione della risposta immunitaria, la prevenzione della
colonizzazione microbica/batterica patogena e opportunistica, la produzione di acidi
grassi a catena corta, il metabolismo delle sostanze cancerogene e la sintesi delle
vitamine come le vitamine B e K (66,67). | probiotici esercitano un effetto di regolazione
sulla barriera epiteliale in modi diversi. Con un’azione diretta sull’epitelio intestinale, il
probiotico aumenta la sintesi e la secrezione della mucina da parte delle cellule
caliciformi; i batteri probiotici sono inoltre in grado di produrre diverse forme molecolari di
batteriocine e competono con gli agenti patogeni e commensali per le sedi di legame con
le mucine o sulle cellule epiteliali, impedendo una colonizzazione nociva e contribuendo
alla funzione della barriera mucosa; i probiotici migliora la stabilita delle tight-junctions,
con riduzione della permeabilita epiteliale agli agenti patogeni e ai loro prodotti e
determina una down-regulation a livello nucleare dell’espressione di geni che codificano
per citochine ad azione pro-infammatoria.

E stato recentemente dimostrato che i batteri commensali modulano I'espressione di geni
che sono implicati in funzioni intestinali essenziali, compresa 'omeostasi della barriera
mucosale, I'assorbimento di sostanze trofiche, 'angiogenesi e la maturazione intestinale
postnatale. | probiotici determinano anche la down-regulation dell’apoptosi cellulare.
L’induzione aberrante di apoptosi da parte di stimoli diversi, anche di natura batterica,

puo essere causa di malattia a livello del tratto gastrointestinale. | processi apoptotici in
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condizioni di normale salute mantengono un equilibrio fra proliferazione e degenerazione
cellulare, mentre un’apoptosi incontrollata pud determinare danno tessutale indotto da
sostanze tossiche rilasciate da un eccesso di cellule in degenerazione (68).

| probiotici esercitano effetti positivi sul’limmunita mucosale aumentando la proliferazione
di linfociti B secernenti IgA nella lamina propria, promuovendo la secrezione di IgA nello
strato mucoso endoluminale. Inoltre, i probiotici possono alterare la composizione e
'espressione genica a livello del microbiota, con potenziamento indiretto della barriera
attraverso i batteri commensali (Tabella 1), (69). | probiotici rappresentano un approccio
terapeutico-nutrizionale economico e sicuro, esente da effetti collaterali negativi a lungo
termine e di sperimentata efficacia nel trattamento di malattie immunologiche, digestive
e respiratorie (70).

L’efficacia terapeutica dei probiotici & stata valutata in studi clinici randomizzati e
controllati per diverse patologie dell’intestino, sia in ambito pediatrico che nell’adulto (71—
76).
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MECCANISMO D’AZIONE DEIPROBIOTICI

Inibizione di microrganismi patogeni:

= Riduzione del pHintraluminale
= Secrezione di batteriocine
= Competizione alimentare

= Competizione per loci di adesione epiteliale

Miglioramento della barriera epiteliale e mucosa:

= Aumento della sintesi e secrezione dilgAs*
= Stimolazione della secrezione di mucine
= Aumento della produzione diSCFA**

= Stabilizzazione delle tightjunctions

Controllo dei meccanismi di omeostasi cellulare:

» Aumento della sintesi di citochine antinfiammatorie
= Riduzione della sintesi di citochine proinflammatorie

= Ridotta induzione di apoptosicellulare

*]gAs: immunoglobuline A secretorie; *SCFA: acidigrassia
catena corta

Tabella 1: Meccanismo di azione dei probiotici
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HIV-Associated Neurocognitive Disorder (HAND) ed HIV-1.

Il termine HAND (HIV-associated neurocognitive disorder) indica lo spettro di disfunzioni
neurocognitive associate all'infezione da HIV-1.

Il virus dell’HIV-1 entra nel SNC durante le fasi inziali dell’infezione e la sua persistenza,
insieme all’inflammazione cronica, contribuiscono allo sviluppo del’lHAND (Saylor).
Malgrado le sempre crescenti conoscenze a tal riguardo, non c’é€ ancora un trattamento
specifico per questo tipo di disordini neurocognitivi. Inoltre i disturbi legati ad HAND
permangono anche negli individui in trattamento con cART, sebbene esso sia in grado di
ridurne la percentuale (77,78).

Una delle ragioni che impediscono la totale risoluzione di disturbi neurocognitivi anche in
seguito a soppressione virologica, ¢ il fatto che I'encefalo sembra essere un reservoir del
virus, nel quale si assiste ad una replicazione persistente di HIV-1 che contribuice allo
sviluppo di HAND(79). Tutto questo impatta negativamente sulla qualita della vita dei
pazienti HIV-1 positivi.

Un ruolo chiave sembra giocarlo I'infiammazione. | monociti circolanti attivati sembrano
essere fondamentali per l'introduzione di HIV-1 nell’encefalo, attraversando la barriera
emato-encefalica, cosi come anche per il mantenimento dell’'infezione (80-82).

Una delle questioni principali che rimangono senza risposta € come mai lo stimolo
inflammatorio nel SNC sia mantenuto anche in seguito a soppressione virologica tramite
CART. Uno dei meccanismi piu probabili nel sostenere lo stimolo inflammatorio nella
microglia potrebbe derivare dai prodotti microbici circolanti derivanti dalla intensa
traslocazione microbica che deriva dai batteri intestinali, ove si assiste ad un drammatico
cambiamento della composizione del microbiota (83).

Uno dei principali marker di infammazione a livello del SNC ¢é la neopterina (84). Questa
molecola viene prodotta dai macrofagi in seguito a stimolazione tramite Interferon gamma
(IFNy), € un marker di attivazione monaocitaria e la sua espressione e fortemente associata
allinsorgenza di HAND (85-88). Studi recenti dimostrano che i livelli di neopterina nel SNC
sono piu elevati nei pazienti HIV-1 naive rispetto a quelli in terapia CART, cosi come in questi
ultimi risulta essere comunque piu elevate dei controlli sani, evidenziando il fatto che
nemmeno la cART e in grado di normalizzare I'espressione di questo marker (86,89).

E ormai ben noto come la composizione del microbiota intestinale & associata con alterazioni

di tipo comportamentale e neurocognitivo, contribuendo a definire “ 'asse microbiota-
36



intestino-cervello” come una estensione del gia noto concetto di “asse intestino-cervello”(90).
Quest’ultimo & solitamente usato per descrivere I'esistenza di una rete di comunicazione
bidirezionale tra il SNC e l'intestino, incluso il sistema nervoso enterico.

Durante l'infezione da HIV-1, il danno a livello della mucosa intestinale e la conseguente
traslocazione microbica determinano un aumento della produzione di IFNy e di attivazione
cronica del sistema immunitario (91,92).

Inoltre, la modificazione della microflora intestinale che si osserva nei pazienti con
infezione da HIV-1, puo influenzare il sistema immunitario mucosale e stimolare lo

sviluppo di un microambiente pro-inflammatorio persistente (93).

IDO-1 E IL METABOLISMO DEL TRIPTOFANO

Recentemente il metabolismo del triptofano e stato considerato un importante fattore che
influenza la qualita della vita dei pazienti con infezione da HIV-1, a causa dell’effetto tossico
che alcuni suoi metaboliti esercitano sul SNC.

Insieme al disequilibrio legato alla mucosa intestinale, in HIV-1 si verifica un’alterazione del
pathway del metabolismo del triptofano, che coinvolge in particolare I'enzima Interferon
indotto IDO-1 (indoleamine 2,3-dioxygenase 1) (94,95).

Il triptofano € uno dei 9 amminoacidi essenziali, che 'uomo non €& in grado di sintetizzare da
se, ma che viene assunto tramite I'alimentazione o ottenuto in seguito al turnover delle
proteine. Il triptofano rappresenta un componente critico di molte funzioni metaboliche e puo
agire come un fattore determinante sullumore, la cognizione e il comportamento (80,96).

Il triptofano viene principalmente utilizzato nella sintesi delle proteine e per la produzione di
molecole come la serotonina (5-hydroxytryptamine [5-HT]), la nicotinamide adenine
dinucleotide (NAD/NADH), attraverso il pathway di biosintesi delle chinurenine (97).

La chinurenina e il primo metabolita stabile ad essere sintetizzato quando il triptofano é
ossidato sotto I'azione di IDO-1 o IDO-2 (98).

Nei soggetti con infezione da HIV-1 i livelli di triptofano periferici dipendono principalmente
dall’attivita di IDO-1 e molti studi hanno dimostrato come I'elevata conversione del triptofano
in chinurenina e correlata con dei livelli di immunoattivazione maggiori (98-102). La
maggiore degradazione del triptofano mediata da IDO-1, oltre a ridurre i livelli di serotonina,

e in grado di produrre una concentrazione piu elevata di alcuni intermedi metabolici
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neurotossici, come la 3-idrossichinurenina (3-HK), I'acido antralinico (3-HAA) e I'acido
chinolinico (QUIN), o neuroprotettivi, come I'acido picolinico (PIC) (103-107).

Nel contesto di un’infezione da HIV-1 tutto questo sembra essere associato all’insorgenza di
danni a livello neuronale (87,99,108-110).

Inoltre I'attivita di IDO-1 e del catabolismo del triptofano é stata associata con una maggiore
progressione in AIDS (98,111).

Durante l'infezione da HIV-1, a causa della perdita di integrita della mucosa intestinale e
della relativa traslocazione microbica, I'attivazione cronica del sistema immunitario stimola la
produzione di IFNy e di conseguenza di IDO-1 (91,92). La chinurenina che viene prodotta
dalla via metabolica di IDO-1 € inoltre un regolatore negativo della proliferazione dei linfociti
T (112), mentre I'acido chinolinico € associato all’insorgenza di disordini neurocognitive
(113). Inoltre IDO-1 sembra regolare negativamente la frequenza di una particolare
sottopopolazione linfocitari associata alla mucosa intestinale, ovvero i linfociti T-helper 17
(Th17) durante l'infezione da HIV-1 (114,115).

RUOLO DEL VIRUS HIV-1 NELL’INTESTINO E FUNZIONE DEI
PROBIOTICI NELL’INFEZIONE

L'infezione da HIV-1 induce un danno rapido e sostanziale ai tessuti linfoidi associati
all'intestino (GALT), con un massivo esaurimento dei linfociti T helper di tipo 17, un
sottogruppo di cellule T CD4+ che controllano i batteri intestinali, secernendo diverse
citochine tra cui I'lL-17 e I'lL-22 (Figura 8) (116). La perdita di questo sottogruppo di
cellule T helper CD4+ puo facilitare la progressione della malattia permettendo la
traslocazione di prodotti batterici come il lipopolisaccaride nel circolo sanguigno

causando un attivazione sistemica dei linfociti T (117).
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Figure 8: Perdita delle cellule Th17 con conseguenti disturbi quali la variazione della composizione
del microbioma, la traslocazione microbica e I'attivazione immunitaria.

Negli individui sani, i batteri intestinali aiutano a controllare i patogeni nocivi, educano |l
sistema immunitario e aiutando la digestione (118), ma [lalterazione di questa
composizione batterica molto complessa sono state associate a patologie come
linfezione da HIV-1 (119), la malnutrizione (120,121), linflammazione cronica,
I'aterosclerosi (122,123) e suscettibilita alle infezioni opportunistiche. Considerando
l'importante ruolo che l'immunit4 innata e adattativa svolgono nella formazione della
composizione del microbiota intestinale (124), e comprendendo come la composizione
differisce nei soggetti con infezione da HIV-1, questa e associata a cambiamenti
altamente caratteristici nella struttura della comunita intestinale che la cART non
ripristina.

Il ruolo di HIV-1 nel tratto gastrointestinale degli esseri umani é stato studiato dal 1984.
Kotler e colleghi hanno osservato che gli individui infetti da HIV-1 presentavano anomalie
istologiche della mucosa gastrointestinale, del malassorbimento e della diminuzione dei
linfociti dopo diarrea, aumento dell'infammazione gastrointestinale, aumento della
permeabilita intestinale e malassorbimento dell'acido biliare. Di conseguenza, hanno

osservato infiltrati infiammatori dei linfociti e danni allo strato epiteliale gastrointestinale,
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tra cui atrofia villosa, iperplasia criptica e bruciore villoso (125). Infatti, ci sono evidenze
di danni causati da HIV-1 alle barriere epiteliali negli individui infetti da tale infezione. La
disfunzione della barriera intestinale e il modo principale per la traslocazione microbica e
la successiva attivazione immunitaria (126).

| fattori che contribuiscono al disagio o alla disfunzione gastrointestinale includono
infezioni opportunistiche (di solito con <100 CD4+ cellule T/ml), reazioni farmacologiche,
malassorbimento, sovrapposizione batterica, malattia funzionale dell'intestino (diarrea,
prevalentemente), inflammazione delle mucose, che & una forma di malattia intestinale
inflammatoria (IBD) (127,128). | cambiamenti patologici del tratto gastrointestinale sono
da tempo noti come caratteristica dell'infezione da HIV-1 (Figura 9).
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Figure 9: Mucosa intestinale con vasta infammazione nei soggetti con infezione da HIV-1

Alcuni studi hanno fornito approfondimenti meccanici sulle cause sottostanti I'enteropatia
HIV-1 e la diminuzione delle cellule T delle cellule CD4, ma sono necessari ulteriori studi
per aumentare la nostra comprensione delle conseguenze a lungo termine dell'assalto
sul tratto GI (129). Anche se i danni strutturali e immunologici alla mucosa si verificano
rapidamente durante la fase acuta dell'infezione, gli individui infetti da HIV-1 non si
arrendono a infezioni opportunistiche fino a quando le cellule T CD4+ del sangue
periferico sono diminuite sotto 200 cellule per microlitro. Diversi studi hanno dimostrato

che la degradazione del tratto Gl porta alla traslocazione microbica, associata
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all'attivazione immunitaria e alla progressione della malattia. Tuttavia, il relativo contributo
della traslocazione microbica e di altri fattori di attivazione immunitaria non é
completamente compreso (130). Il tratto Gl € un sito di infezione virale massiccia,
esaurimento delle cellule CD4+, apoptosi enterocitaria, danno epiteliale e fibrosi dei
tessuti linfoidi. Pertanto [linfezione da HIV-1 potrebbe essere abbastanza
ragionevolmente considerata una malattia del tratto gastrointestinale. Uno dei fattori piu
importanti per valutare I'immunita mucosa nell'infezione da HIV-1 e il numero di cellule T
CD4+ nel ventre. Gli studi hanno dimostrato che le cellule CD4+ T delle cellule mucose
che esprimono CCRS e le cellule CD4+ periferiche specifiche per I'HIV-1 che esprimono
marcatori di homotraffazione intestinale, integrin-f7 e CCR6, sono esauriti in entrambe
le fasi acute e croniche dell'infezione da HIV-1 (131). Anche i ruoli protettivi delle cellule
della mucosa intestinale Th17 nell'infezione da HIV-1 sono molto importanti, ma durante
la malattia I'esaurimento delle cellule Th17 e stato collegato a perdere l'integrita epiteliale
della mucosa e provoca molteplici effetti deleteri, tra cui la traslocazione microbica e
l'inflammazione delle ghiandole (132,133). Una grande percentuale di cellule Th17 si
perde durante la fase acuta dell'infezione. In parte, le reazioni immunitarie funzionali della
mucosa sono necessarie per mantenere l'integrita dell'epitelio intestinale. Oltre al loro
ruolo protettivo, le cellule Th17 supportano I'omeostasi enterocitica mediante secrezione
dell'interleuchina IL-17 e IL-22 e reclutamento delle cellule NK (134). Durante l'infezione
da HIV-1, le cellule CCR5+ CCR6+ Th17 sono esaurite nella bocca a causa del targeting
diretto dei recettori CCRS5 da virioni HIV-1. Inoltre, il lipopolisaccaride batterico (LPS) puo
anche provocare l'esaurimento delle cellule T CD4+, dato che la stimolazione LPS € nota
per aumentare l'espressione di CCR5 su queste cellule. Inoltre, in individui infetti da HIV-
1, la riduzione delle cellule Th1l7 sembra essere concomitante con un aumento del
numero di cellule regolatrici CD4+ T (Treg). Il rapporto Low Th17/Treg e stato correlato
con livelli elevati di 16D rDNA al plasma che suggeriscono la traslocazione microbica
(135). Una parte fondamentale della funzione di barriera della mucosa intestinale e
orchestrata dal microbiota intestinale che coesiste con l'ospite in una simbiosi
reciprocamente vantaggiosa. Le evidenze attualmente disponibili suggeriscono che il
microbioma intestinale & coinvolto nello sviluppo di inflammazione e di attivazione
immunitaria sistemica a causa della traslocazione microbica negli individui infetti da HIV-
1. Questa attivazione immunitaria puo svolgere un ruolo fondamentale per la persistenza

del virus, il principale ostacolo per trovare una cura per l'infezione da HIV-1. Nonostante
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i nuovi e efficaci farmaci, la cART non ha risolto i problemi legati all'attivazione
immunitaria e alle condizioni infammatorie delle persone con HIV-1 e, tuttavia, cercando
di trovare approcci sicuri e ben tollerati, impedire o controllare questi problemi sembrano
essere essenziale (136,137). Alcuni studi hanno esaminato finora lI'uso di probiotici
nellinfezione da HIV-1. | disturbi gastrointestinali come la stitichezza, la diarrea e il
gonfiore sono molto comuni durante l'infezione da HIV-1 (138). Recentemente, alcuni
studi hanno utilizzato probiotici come approccio terapeutico nella malattia inflammatoria
intestinale (IBD) per inibire i batteri patogeni, proteggere I'epitelio intestinale e produrre
citochine antiinfiammatorie (Figura 10) (75). Inoltre, in questo contesto, € stata osservata
anche un'aumentata produzione di IgA, diminuzione dell'attivazione delle cellule
dendritiche e minore stimolazione non specifica delle cellule immunitarie (139). Alcuni
studi hanno somministrato diversi tipi di formulazioni probiotiche per valutare il loro
impatto sull'infezione da HIV-1 e in particolare su alcuni risultati come: diarrea, conta
CD4+ e traslocazioni microbiche. Tre studi hanno riportato i benefici dei probiotici nella
diarrea associata all'HIV-1. Uno studio che usava Lactobacillus rhamnosus (140) e uno
con Saccharomyces boulardii riportarono sintomi di mitigazione e effetti benefici (141). Al
contrario, uno studio che utilizza Lactobacillus rhamnosus e un altro studio utilizzando
una miscela di Bifidobacterium e Streptococcus thermophilus non ha mostrato alcun
beneficio nella diarrea associata allHIV-1 (142,143). Questi risultati sono risultati
inconcludenti e sono necessari ulteriori studi per valutare gli effetti di diversi tipi di
probiotici nella diarrea HIV-1. Recentemente alcuni studiosi hanno valutato gli effetti delle
diverse formulazioni probiotiche sui conteggi delle cellule CD4+. Due studi con
Lactobacillus rhamnosus (142,144) e uno studio utilizzando Lactobacillus casei sp.
Shirota (145) non ha riportato alcun effetto sui conteggi delle cellule CD4+. E interessante
notare, invece, che il miglioramento delle cellule CD4+ & stato osservato in altri studi
utilizzando una miscela di diverse specie di batteri. Ad esempio, studi con batteri
Lactobacillus e/o Bifidus hanno mostrato un trend crescente nelle frequenze delle cellule
CDA4+ (145,146). Inoltre, un mix di piu di due ceppi batterici sembrerebbe avere risultati
migliori. Per esempio, in uno studio, in seguito all’ aggiunta una miscela di batteri
probiotici contenenti Lactobacillus (casei, acidophilus, plantarum, delbrueckii),
Bifidobacteria (breve, infantis, longum) e Streptococcus (salivarius, faecium) si € ottenuto
un aumento del numero di cellule CD4+ (147). Questi risultati suggeriscono che alcuni

tipi specifici di probiotici potrebbero essere piu utili per migliorare il numero delle cellule
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CD4+. La valutazione della traslocazione microbica dopo l'integrazione probiotica & un
altro aspetto interessante nell'infezione da HIV-1. Alcuni studi hanno mostrato una
riduzione delle citochine proinflammatorie come IL-6, IL-12, TGF-beta, hsCRP dopo
l'utilizzo di un mix dei batteri probiotici Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacteria lactis
(148), Saccharomyces boulardi (149) e Lactobacillus casei sp. Shirota (54). Inoltre,
insieme con la riduzione dell'infiammazione, alcuni di questi studi hanno mostrato una
riduzione di alcuni marcatori di traslocazione microbica, come la proteina legante LPS
(149) e il livello del DNA batterico (16S rDNA) nel plasma (148). Tuttavia, i probiotici
contenenti ceppi di Lactobacillus e Bifidobacteria, che sono i principali batteri esauriti nei
soggetti positivi di HIV-1, hanno dimostrato di essere associati ad un aumento dei numeri
e delle frequenze delle cellule CD4+, nonché una riduzione della traslocazione pro-

inflammatoria e microbica marcatori.
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Figura 10: Mucosa intestinale dopo l'integrazione di Probiotici
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SCOPO DELLO STUDIO

Lo scopo dello studio & stato quello di studiare I'effetto della supplementazione probiotica sul
metabolismo del triptofano e la sua relazione con l'inflammazione nel SNC.
Abbiamo quindi condotto uno studio pilota longitudinale in una popolazione di soggetti HIV -1
positivi in CART, per verificare se la supplementazione con probiotici contenenti 8 ceppi di
batteri, era in grado di modificare:

e | livelli di neopterina nel liquido cerebrospinale;

e L’espressione del’mRNA di IDO e dellIFNy misurato sui linfociti della lamina propria

intestinale (LPL) e nel sangue periferico (PBMC);
e |l metabolismo del triptofano

e | livelli di serotonina.
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MATERIALI E METODI

Popolazione in studio

| pazienti sono stati selezionati secondo i seguenti criteri di inclusione: (i) firma del
consenso informato; ii) uomini o donne di almeno 18 anni; (iii) trattamento con cART; (iv)
livelli di HIV-1 RNA <37 copie/mL e conta delle cellule T CD4+> 400 cellule/mm3. | criteri
di esclusione considerati erano: (i) conosciuta o sospetta allergia o intolleranza con le
specifiche formulazioni dei probiotici; (i) uso di probiotici o antibiotici durante le 3
settimane precedenti I'arruolamento; (iii) tossicodipendenza; (iv) storia o malattie
inflammatorie attuali del piccolo o del largo intestino; v) diarrea; (vi) qualsiasi malattia
corrente, passata o sistemica e (vii) stato di gravidanza. Sono stati arruolati 30 pazienti
positivi per HIV-1 in trattamento ART sono reclutati presso la Divisione di Malattie
Infettive, Dipartimento di Sanitd Pubblica e Malattie Infettive, Policlinico Umberto I,
Universita “Sapienza” di Roma.

Tutti i pazienti hanno ricevuto, due volte al giorno per una durata di sei mesi, un
integratore probiotico multistrain liofilizzato ad alta concentrazione che include i seguenti
ceppi batterici: Lactobacillus plantarum DSM24730, Streptococcus thermophilus
DSM24731, Bifidobacterium Breve DSM24732, L. paracasei DSM24733,

L. Delbrueckii subsp. Bulgaricus DSM24734, L. acidophilus DSM 24735, B. longum
DSM24736, B. infantis DSM24737. La preparazione probiotica & stato somministrato per
via orale; il dosaggio giornaliero era corrispondente a 1,8x10° batteri liofili quindi vivi. Lo
studio & stato approvato dal consiglio di revisione istituzionale (Dipartimento di Sanita
Pubblica e Malattie Infettive, Universita “Sapienza” di Roma) e il Comitato Etico
(Policlinico Umberto | Universita “Sapienza” di Roma) il 16 gennaio 2014. Tutto i
partecipanti allo studio hanno firmato un consenso scritto. Nessun evento avverso e stato
osservato durante il follow-up e tutti i soggetti hanno mantenuto un carico virale
plasmatico non rilevabile prima e dopo la supplementazione probiotica (HIV-1 RNA [<37

copie / ml)).
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Disegno dello studio

Tutti i pazienti sono stati sottoposti a procedure endoscopiche e a raccolta di sangue
prima dell'inizio della supplementazione probiotica (TO) e dopo 6 mesi di trattamento (T6).
La preparazione dei pazienti per 'esame endoscopico del colon & stata eseguita con 'uso
di lassativi ad alto potere osmotico (PEG) 24 ore prima dellesame. La procedura
endoscopica e stata eseguita con sedazione cosciente (midazolam 5 mg /

iv) usando pinze Radial Jaw 4, Boston Scientific, Natick, MA. Tutti gli individui sono stati
sottoposti a una colonscopia totale e l'ileososcopia retrograda per almeno 10 cm dall’ ileo
distale con endoscopio convenzionale o sottile (modello CF o PCF-160 Al, Olympus
Medical Europe GmbH, Hamburg, Germania). Sono stati ottenuti campioni (due biopsie
da ogni sito) dallileo terminale, dal ceco, dal colon ascendente, trasversale e
discendente. Inoltre, sono state raccolte biopsie per esami istologici e valutazioni con
tecnica di immunoistochimica. Infine, i campioni fecali sono stati raccolti prima della
supplementazione; dopo 2 e 6 mesi di integrazione probiotica. Il fenotipo dei linfociti T e
i marcatori di attivazione immunitaria sono stati analizzati sulle cellule mononucleate del
sangue periferico appena isolate (PBMCs) e sui linfociti della Lamina Propria (LPLS).
L'espressione delle citochine sono state valutate dopo stimolazione delle cellule e

incubazione overnight sulle sottopopolazioni dei linfociti T.

Lavorazione dei campioni

Sono stati raccolti circa 20 ml di sangue a paziente in provette di tipo Vacutainer
contenenti acido etilendiammetraacetico (EDTA), (BD Biosciences, San Jose, CA) in ogni
visita prevista dallo studio. Il plasma e stato immediatamente separato mediante
centrifugazione e conservato a -80°C per le successive analisi. | PBMCs sono stati
separati con centrifugazione su gradiente di densita Ficoll (Lympholyte, Cedarlane Labs,
Hornby, Ontario, Canada) e lavati due volte in tampone fosfato salino (PBS 1X).
Successivamente i PBMCs estratti sono stati marcati per evidenziare il fenotipo,
I'attivazione e sono stati incubati overnight dopo stimolazione. Le biopsie ottenute dai
diversi siti intestinali sono state raggruppate tra loro e successivamente trattate. Tutte le

biopsie raccolte in RPMI 1640 (serum bovino fetale inattivato al 10%) sono stati lavate
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due volte in Wash Media (500 ml HBSS + 5ml L-glutammina + 5 ml PENSTREP),
risospese e incubate per 1h a temperatura ambiente in EDTA Solution 5mM (250 pl di
EDTA 0,5 M in 25 mL di Wash Media) su agitatore automatico. Successivamente le
biopsie sono state digerite mediante incubazione di un’ora a 37°C in RPMI 1640
preriscaldato (serum bovino fetale inattivato al 10%) con 1 mg/mL di Collagenasi (Sigma-
Aldrich, Milano, Italia) e 1,5 U DNAse | (Sigma-Aldrich), portando all'isolamento degli
LPLs, che sono stati filtrati ulteriormente con un filtro da 70 pum per la separazione

definitiva delle cellule ottenute (Becton Dickinson).
Citometria a flusso

Il fenotipo e l'attivazione cellulare sono state valutate mediante analisi citofluorimetriche,
sono state condotte analisi sui PBMC e LPL utilizzando anticorpi monoclonali anti-human:
CD3-PerCP, CD4-APC-Vio770, CD8-FITC, CD38-APC e HLA-DR-PE (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germania). Abbiamo elaborato una strategia di gating per poter
condurre I'analisi citofluorimetrica sulle cellule del sangue periferico e intestinali. Le
acquisizioni sono state effettuate su Miltenyi Biotec cytometer-MACSQuant Analyzer (otto
canali di fluorescenza, tre laser). L'analisi dei gating ed i dati sono stati analizzati usando
MACSQuantify software 2.5 (Miltenyi Biotec). La stessa strategia di gating e stata applicata a
tutti i campioni. Sono state effettuate delle strategie di gating che comprendessero
nell’acquisizione citofluorimetrica almeno 100.000 e 10.000 eventi nei gating CD3+ che sono
stati analizzati per i PBMCs e gli LPLs, rispettivamente. | controlli isotopici sono stati usati
come controlli negativi per differenziare il segnale di fondo non specifico da un segnale

specifico anticorpale dei marker CD38 ed HLA-DR.

Isolamento DNA batterico da campioni fecali

Il DNA batterico proveniente da campioni fecali raccolti prima e dopo la supplemtazione
con probiotici e stato estratto utilizzando il QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germania) [113]. Circa 200 mg di feci sono state risospese in 1,4 mL di ASL lysing buffer
del kit, provvisto di biglie di vetro ( 150-212 ym; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ed
omogenizzate. Tale sospensione e stata incubata a 95°C per 5 minuti, e poi eluito in 200

uL di AE buffer fornito dal kit e conservato a —20°C.
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Real Time PCR

Successivamente e stata effettuata la Real-Time PCR per valutare i livelli di bifidobatteri. La
PCR é stata effettuata su piastre a 96 pozzetti utilizzando I'Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR (Applied Biosystems, Inc., Norwalk, Conn), [113, 114]. Dopo I'amplificazione e
stata effettuata un‘analisi della curva di melting per distinguere gli ampliconi bersaglio
rispetto i prodotti aspecifici. Le curve standard sono state fatte usando una diluizione con
fattore 10 del DNA estratto dal Bifidobacterium breve. Tutti i campioni sono stati analizzati in
duplicato in due corse Real-Time PCR indipendenti.

Per I'analisi degli mRNA di IDO-1 e IFNy nei PBMC e negli LPL é stata usata la Real Time
PCR LightCycler 480 instrument (Roche, Basel, Switzerland). L’'RNA totale dei PBMC e degli
LPL e stato estratto tramite RNeasy Plus Universal Tissue Mini Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) e retrotrascritto usando High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystem, Foster City, CA, USA). | primer e le sonde sono stati aggiunti alla soluzione di
Probes Master Mix (Roche, Basel, Switzerland), in un volume finale di 20uL. il gene
housekeeping B-glucoronidasi € stato usato come controllo interno. L’espressione genica &

stata calcolata usando il metodo comparativo Ct.

Saggio ELISA

| livelli di Serotonina plasmatica e Neopterina nel liquor sono state misurate tramite saggio
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). | livelli di Neopterina dei 13 pazienti HIV-1
positivi sono stati misurati tramite un kit ELISA commerciale (IBL International GmbH,
Hamburg, Germany). Il kit si basava sul principio del metodo ELISA competitivo

| livelli di serotonina invece sono stati misurati con un kit basato sul metodo indiretto, con una
piastra contenente gli anticorpi anti-serotonina e un anticorpo coniugato, usando il 3,3',5, 5'-
tetramethylbenzidine (TMB) come substrato per la rilevazione.

Entrambe le reazioni sono state lette a 450 nm. La quantificazione e stata effettuata
comparando I'assorbanza con una curva di riferimento standard, preparata con concentrazioni

note.
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Metaboliti fecali

Per I'analisi tramite risonanza magnetica nucleare (NMR), 80mg di feci sono state vortexate
per 5 minuti insieme ad 1mL di acqua deionizzata e successivamente centrifugate per 15
minuti a 18000 giri a 4°C.

Circa 700mL di supernatante é stato aggiunto a 100 pL di una soluzione con 3-(trimethylsilyl)-
propionic-2,2,3,3-d4 acid sodium salt con un buffer fosfato 1-M.

Lo spettro della risonanza magnetica nucleare protonica (1H-NMR) e stata registrata a 298 K
con uno spettrometro AVANCE Il (Bruker, Milano, Italia), alla frequenza di 600.13 MHz. |
segnale residuo di HOD ( Hydrogen Deuterium Oxide) e stato soppresso tramite
presaturazione, mentre altri segnali provenienti da altre molecole sono stati rimossi tramite un
filtro Carr-Purcell-Meiboom-Gill. Ogni spettro € stato acquisito sommandone fino a 256
transienti. E stato assunto un ritardo di 8 secondi, tenendo in considerazione il tempo di
rilassamento longitudinale di ogni protone sotto osservazione. Lo spettro ottenuto é stato
aggiustato per le irregolarita come spiegato da Barbara et al., (150). | segnali del triptofano
sono stati assegnati comparando il loro shift chimico e la molteplicita tramite Chenomx

software data bank (ver. 8.1; Chenomx Inc., Edmonton, AB, Canada).

Analisi virologica

Le copie di HIV-1 RNA sono state misurate nel plasma utilizzando il sistema Versant kPCR
(Siemens Healthcare Diagnostic, Inc., Tarrytown, NY). Il limite di rilevazione era di 37 copie/mi
HIV-1 RNA.

Analisi statistica

Le analisi statistiche sono state svolte tramite i software SPSS, versione 22.00 (IBM,
Somers, NY, USA) ed R environment (version 3.2.2; the R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria ). | dati ottenuti al TO e al T6 sono stati comparati usando il test

di Wilcoxon per campioni appaiati. | risultati, tranne dove espressamente specificato, sono
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stati riportati come mediane, ranges e percentuali. Un p-value < 0.05 é stato considerato
come statisticamente significativo.

Tutti i grafici sono stati generati usando il software GraphPad Prism (version 5.00; GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, USA).
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RISULTATI

Popolazione studio

Tutti i partecipanti allo studio erano uomini caucasici (eta [media/range]: 42/22-53 anni) ed

hanno iniziato la cCART durante l'infezione cronica da HIV-1 (conteggio delle cellule T di

CDA4+ al basale (mediana/IQR): 255/42,75-406,75 cellule/mm3, copie basali di HIV-1 RNA
[mediana/IQR]: 5,0/4,81-5,61 Log/ml). Tutti i pazienti erano sotto terapia ART da almeno 6

anni ed erano soppressi virologicamente (<37 copie HIV-1 RNA/ml) da almeno un anno e |l

numero di cellule CD4+ mediana era di 674 cellule/mm3 (IQR, 564-824 cellule/mm3).

Tollerabilita del prodotto e sicurezza

In tutti i partecipanti allo studio, l'adesione auto-segnalata alla supplementazione
probiotica & stata eccellente e non sono state riportate reazioni avverse da parte dei
pazienti o identificate dai medici. Tutti i soggetti hanno mantenuto una carica virale non
rilevabile dopo I'assunzione dei probiotici e il numero mediano di linfociti T CD4+ era di
683 cellule/mm?3 (IQR, 610-818 cellule/mm3). Per valutare se tutti i pazienti con infezione
da HIV-1 erano conformi al protocollo, abbiamo misurato i livelli di Bifidobacteria spp. in
campioni di feci raccolti prima, dopo 2 e 6 mesi di trattamento e abbiamo riscontrato che
i Bifidobacteria spp. fecali aumentavano significativamente in tutti i pazienti rispetto al loro
basale prima del trattamento, a partire da due mesi di integrazione (p=0,019) rimanendo
stabile per tutto lo studio (Figura 11), confermando I'aderenza dei pazienti al regime. Box
e whisker plots sono basati sulle copie del gene in Log 16S rRNA per grammo di
campione. La linea orizzontale al centro di ogni casella rappresenta la mediana, mentre
i bordi superiore e inferiore della casella rappresentano rispettivamente il 75% e il 25%
percentili. P <0,05 (TO vs T2); P <0,05 (TO vs T6), utilizzando il test Wilcoxon.
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Figura 11: Bifidobatteri nei campioni fecali di soggetti infetti da HIV-1 durante la fase iniziale (TO) e
dopo 2 (T2) e 6 mesi (T6) di integrazione probiotica

Immunoattivazione

In prima analisi abbiamo valutato | livelli di immunoattivazione dei PBMC e degli LPL,
misurando la frequenza dei linfociti T CD4+ esprimenti CD38+ ed HLA-DR+ prima (TO)
e dopo 6 mesi di supplementazione probiotica (T6).

Considerando i PBMC, e stata osservata una riduzione significativa dei livelli di linfociti
T CD4+CD38+HLA-DR+ al T6 (mediana: 0.18 [IQR: 0.04-0.32]) in confronto al TO
(mediana: 0.80 [IQR: 0.37-2.16]); p = 0.008.

Lo stesso andamento é stato osservato anche nei linfociti della lamina propria, dove i
livelli di immunoattivazione diminuscono al T6 (mediana: 0.5 [IQR: 1.8-0.1]) rispetto al
TO (mediana: 1.9 [IQR: 5.8-1.5]); p = 0.005.

Le frequenze di espressione dei marker di immunoattivazione in PBMC ed LPL sono

osservabili rispettivamente nelle Figure 12 e 13.
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Fig.12 Frequenza di espressione dei linfociti T CD4+CD38+HLA-DR+ nei PBMC
di 30 soggetti con infezione da HIV-1 prima (TO) e dopo sei mesi (T6) di supplementazione probiotica.

CD4+HLA-DR+CD38+
T-Cells frequency

*p<0.05
8-

6_

44

24

0 .

TO T6
Time after probiotic supplementation
(months)

Fig.13 Frequenza di espressione dei linfociti T CD4+CD38+HLA-DR+ negli LPL
di 30 soggetti con infezione da HIV-1 prima (T0O) e dopo sei mesi (T6) di supplementazione probiotica.

*p<0.05
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IFNy mRNA

L’attivazione del sistema immunitario genera la forte produzione di IFNy, principalmente
nelle cellule dendritiche e nei linfociti. In seguito alla riduzione dei livelli di
immunoattivazione riscontrati dopo 6 mesi di supplementazione probiotica, abbiamo
valutato gli effetti sull’espressione del’mRNA di IFNy sia nei PBMC che negli LPL.

Come mostrato in Figura 14, nei PBMC e stata osservata una riduzione dei livelli di mRNA
di IFNy al T6 (mediana: 8.60 [IQR: 2.06-23.80]) rispetto al TO (mediana: 1.06 [IQR: 0.32-
2.97]); p = 0.09, sebbene questo risultato non raggiunga la significativita statistica.

Allo stesso modo, negli LPL osserviamo una riduzione significativa del’mRNA di IFNy al
T6 (mediana: 0.06 [IQR: 0.01-0.2]) rispetto al TO (mediana: 0.7 [IQR: 3.1- 0.18]); p=0.01,
Figura 15.
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Fig.14 Livelli di espressione del/mRNA di IFNy nei PBMC in 30 soggetti con infezione da HIV-1 prima (TO)
e dopo sei mesi (T6) di supplementazione probiotica. *p<0.05
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Fig.15 Livelli di espressione del’'mRNA di IFNy negli LPL in 30 soggetti con infezione da HIV-1 prima (TO) e
dopo sei mesi (T6) di supplementazione probiotica. *p<0.05

IDO-1 mRNA

Poiché I'lFNy & il principale attivatore di IDO-1, abbiamo misurato i livelli di mRNA di
quest’ultimo, sia nei PBMC che negli LPL, per verificare se ci fosse una modulaizone o
meno in seguito alla riduzione dei livelli di mMRNA di IFNy.

In prima analisi abbiamo verificato una riduzione significativa dei livelli di mRNA di IDO-1
nei PBMC al T6 (mediana: 0.0034 [IQR: 0.001-0.006]) rispetto al TO (mediana: 0.052 [IQR:
0.0024-0.18]), p =0.04, Figura 16.

Anche a livello intestinale si osserva una riduzione significativa di mRNA di IDO-1, come
suggerito dall’analisi sugli LPL, nei quali si ha una ridotta espressione al T6 (mediana:
0.01 [IQR: 0.008-0.05]) rispetto a quella osservata al TO (mediana: 0.05 [IQR: 0.31-0.02]),
p = 0.002, Figura 17.
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Fig.16 Livelli di espressione del/mRNA di IDO-1 nei PBMC di 30 soggetti con infezione da HIV-1 prima
(TO) e dopo sei mesi (T6) di supplementazione probiotica. *p<0.05
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Fig.17 Livelli di espressione del/mRNA di IDO-1 negli LPL di 30 soggetti con infezione da HIV-1 prima (TO)
e dopo sei mesi (T6) di supplementazione probiotica. *p<0.05
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Quantificazione del triptofano

Per valutare se la riduzione di IDO-1 osservata in PBMC ed LPL possa influenzare il
metabolismo del triptofano, abbiamo quantificato i livelli di triptofano nei campioni di feci
della nostra popolazione, attraverso un’analisi metabolomica usando la 1H-NMR.

| risultati ci mostrano una significativa riduzione dei livelli di triptofano nelle feci dopo 6
mesi di supplementazione probiotica T6 (mediana: 64.3 [IQR: 76-58]) rispetto al TO
(mediana: 61 [IQR: 77-63]), p = 0.031, Figura 18.

. 100-
|
£
E 90" e %
=
— 80_
'
S 70-
-
o
£ 601 —1
z —_—
= 50 T T
TO T6

Time after probiotic supplementation
(months)

Fig.18 Livelli di triptofano nelle feci di 30 soggetti con infezione da HIV-1 prima (T0) e dopo sei mesi (T6) di
supplementazione probiotica. *p<0.05
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Serotonina

Per meglio comprendere la relazione fra la supplementazione probiotica, il metabolismo del
triptofano e la funzione neurocognitiva, abbiamo valutato le variazioni nei livelli di serotonina nel
siero prima e dopo 6 mesi di supplementazione probiotica.

| risultati ci hanno permesso di osservare un aumento significativo dei livelli di serotonina nel siero
al T6 (mediana: 185.3ng/mL [IQR: 292 — 104.4]) se comparato col TO (mediana: 80.04ng/mL [IQR:
148.3 — 45.11]), p = 0.008, Figura 19. Tali risultati ci suggeriscono la possibilita di un possibile
modulazione della via metabolica del triptofano verso la classica via di sintesi della serotonina,

piuttosto che verso la via delle chinurenine guidata dall’azione di IDO-1.
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Fig.19 Livelli di serotonina nel siero di 30 soggetti con infezione da HIV-1 prima (TO) e dopo sei mesi (T6)
di supplementazione probiotica. *p<0.05
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Neopterina e inflammazione nel SNC

Per valutare se la supplementazione probiotica era in grado di agire sulla modulazione
dell’infiammazione a livello del SNC, abbiamo misurato i livelli di neopterina nel liquido
cefalorachidiano dei 30 pazienti della nostra popolazione HIV-1 positiva.

Abbiamo trovato una significativa riduzione della neopterina al T6 (mediana: 25nmol/L
[IQR: 42 — 19]) rispetto al TO (mediana: 38 nmol/L [IQR: 63 — 23]), p = 0.004, Figura 20.
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Fig.20 Quantificazione della neopterina nel liquor di 30 soggetti con infezione da HIV-1 prima (TO) e dopo
sei mesi (T6) di supplementazione probiotica. *p<0.05

In seguito abbiamo valutato se esistesse una relazione fra i livelli di IDO-1 nel tratto
gastrointestinale e I'inflammazione a livello del SNC, misurando la correlazione fra 'mRNA
di IDO-1 negli LPL e la neopterina nel liquor.

Come e mostrato in Tabella 2, al TO e presente una forte correlazione fra le due variabili
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(r=0.94; p=0.004) che aumentano entrambe in maniera consistente. In seguito a
supplementazione probiotica invece, si ha una significativa riduzione del’mRNA di IDO-1
negli LPL e della neopterina nel liquor al T6 (r=-0.31; p=0.5), con la perdita della
correlazione fra le due variabili.

Questi dati suggeriscono che la modulazione del microbiota tramite probiotico puo
modulare il metabolismo del triptofano, giocando un ruolo importante anche

nellinfammazione mediata dalla neopterina nel SNC.

100 mRNATO 100 mANA T6

Neoptern 10 p=0004r=0% M
Neopterin N p=03r=-0]]

Spearman' ho ceffcent was used o asess th comelatons between neopterin and D) lvels, significan
conelaions ane ighlighked in bokd. NA = notapplicable

Tabella 2. Correlazione tra i livelli di espressione del’'mRNA di IDO-1 negli LPL e di neopterina nel liquor di
30 soggetti con infezione da HIV-1 prima (T0) e dopo sei mesi (T6) di supplementazione probiotica. *p<0.05
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DISCUSSIONE

In questo studio abbiamo valutato la relazione fra la supplementazione probiotica e la
modulazione dell’asse intestino-cervello in pazienti con infezione da HIV-1 in soppressione
virologica e sotto terapia CART, con particolare attenzione a quello che € il ruolo del
metabolismo dell’enzima IDO-1 nel regolare le vie metaboliche del triptofano, della
serotonina e dell’inflammazione a livello del SNC.
Il primo effetto rilevante osservato in seguito alla supplementazione con probiotico per sei
mesi e stato la riduzione dei livelli di immunoattivazione, espressi come frequenza di
linfociti T CD4+CD38+HLA-DR+, nel sangue periferico e nellintestino.
Una delle ipotesi principali che spiega questa evidenza, € il fatto che i probiotici possano
competere con le altre specie batteriche che attivano il sistema immunitario, e che essi
possano agire down-modulando i TLR e l'attivazione immunitaria ad essi legata (117).
La riduzione dell'attivazione dei linfociti T porta ad un decremento dei livelli di espressione
dellmRNA di IFNy sia nell'intestino che nel periferico, sebbene in quest’ultimo non
raggiunga la significativita statistica.
Alla luce di cio, abbiamo poi misurato i livelli di espressione del’mRNA di IDO-1 sia nei
PBMC che negli LPL. Infatti, € ben noto che I'attivita di questo enzima & influenzata dall’
IFNy, che e la citochina che lo attiva maggiormente, ed e legato al disequilibrio che si
verifica nel rapport tra Th17 e T regolatorie (151).
| nostri risultati hanno dimostrato una riduzione significativa dei livelli di mRNA di IDO-1 sia
nei PBMC che negli LPL in seguito a supplementazione probiotica. Questo dato risulta
pertanto molto interessante, poiché e evidente che nei soggetti con infezione da HIV-1, ci
sia una forte alterazione del metabolismo del triptofano, di cui IDO-1 e uno degli attori
principali (115).
Con l'obiettivo di indagare se la riduzione di IDO-1 potesse avere delle conseguenze sulla
via metabolica del triptofano, abbiamo focalizzato la nostra attenzione sui livelli di
serotonina nel siero e triptofano nelle feci.
Uno dei principali effetti dell’attivita di IDO-1 infatti, € lo switch della via metabolica del
triptofano, che invece di essere utilizzato per la produzione di serotonina, entra nella via
metabolica delle chinurenine, generando anche metaboliti neurotossici. Pertanto IDO-1
risulta essere un enzima cruciale nellinsorgenza della HAND nei soggetti HIV-1 postivi
(103).
| nostri risultati mostrano un significativo aumento della serotonina nel siero, con la
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concomitante riduzione del quantitativo di triptofano nelle feci dopo 6 mesi di
supplementazione probiotica.

Questi risultati, analizzati nel complesso mostrano come una modulazione del’enzima
IDO-1 possa giocare un ruolo chiave nel regolare le vie metaboliche del triptofano.
Sembra infatti, che la riduzione della sua espressione possa favorire un ripristino della
corretta via metabolica che dal triptofano porta alla produzione della serotonina, il cui
incremento e stato osservato nel siero dei nostri pazienti. Inoltre, un maggiore utilizzo del
triptofano nella via di biosintesi della serotonina, sembra essere coadiuvata dalla
significativa riduzione dello stesso amminoacido nelle feci al T6.

Una possibile speculazione sull’elevata quantita di triptofano espulso nelle feci al TO &
data dal fatto che, IDO-1 potrebbe non solo favorire I'entrata del triptofano nella via delle
chinurenina, ma in qualche modo potrebbe essere coinvolto anche nell'inibizione della via
di produzione della serotonina, favorendo quindi una maggiore escrezione di triptofano
nelle feci.

L’impatto dei probiotici sul microbiota, inoltre, € fondamentale anche perché in grado di
favorire la colonizzazione di batteri come i Bifidobatteri o i Lattobacilli, popolazioni
naturalmente presenti nella microflora intestinale. Queste popolazioni batteriche sono
molto meno presenti nell’intestino dei soggetti con infezione da HIV-1, i quali invece hanno
elevate quantita di Proteobatteri, Actinobatteri ed Enterobatteri (152).

Uno degli effetti principali che questi cambiamenti hanno sul metabolismo del triptofano, e
ben descritto in letteratura. Infatti le specie batteriche che colonizzano l'intestino di
soggetti HIV-1 positivi sono essi stessi in grado di alterare il metabolismo del triptofano,
producendo enzimi analoghi ad IDO-1, che utilizzano il triptofano per la produzione di
chinurenine (115). Al contrario, i Lactobacilli soprattutto, sono in grado di bloccare la
produzione di IDO-1, mantenendo quindi una normale regolazione delle vie metaboliche
del triptofano (153).

Inoltre, IDO-1 sembra essere fortemente correlato all'infiammazione nel SNC che si
verifica in HIV-1. Infatti la produzione di sostanze neurotossiche derivanti dalla forte
attivazione del pathway molecolare delle chinurenine, & associato con lo sviluppo di
disordini neurocognitivi (104,154).

Questa condizione clinica si verifica anche e soprattutto durante I'infezione da HIV-1
(155,156), dove uno dei principali marker di inflammazione a livello del SNC ¢ la
neopterina. Nel nostro studio abbiamo misurato i livelli di neopterina nel liquor prima e

dopo 6 mesi di supplementazione probiotica, osservando una riduzione significativa della
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stessa. La neopterina € attivata dall’'lFNy. Poiché anche IDO-1 & attivato dall'lFNy,
abbiamo valutato se fra neopterina e IDO-1 ci fosse una correlazione ai due tempi. Al TO,
infatti, osserviamo una correlazione positiva e statisticamente significativa fra le due
variabili. Questa condizione sembra favorire la produzione di molecole neurotossiche e un
aumento dell'inflammazione a livello del SNC. Tale correlazione invece non e piu presente
al T6, dove in seguito alla riduzione di IFNy, si osserva la down-regolazione del’mRNA di
IDO-1 e un abbassamento dei liveli di neopterina.

Inoltre la neopterina & fortemente associata con la comparsa di disordini neurocognitivi
(157) e la sua riduzione sembra essere un fattore chiave nel contrastarne I'insorgenza. la
supplementazione probiotica sembra favorire questa riduzione, sia attraverso una
riduzione dellimmunoattivazione e quindi della produzione di IFNy, che fa aumentare |
livelli di neopterina, sia attraverso una modulazione dell’attivita di IDO-1 e delle molecole
neurotossiche che ne derivano, le quali potrebbero favorire I'inflammazione a carico del
SNC.

Inoltre € ipotizzabile che la neopterina misurata nel liquor sia correlata alla microflora
intestinale. Infatti alcuni studi descrivono il tratto gastrointestinale come “I'impalcatura che
collega il SNC e il microbiota”(158). Infatti & ben noto che l'infezione da HIV-1 influenza la
permeabilita intestinale (159,160) e 'immunita mucosale (161,162), anche se i
meccanismi che ci sono alla base sono ancora poco noti, ma tra questi sta emergendo
sempre di piu il ruolo del metabolismo del triptofano.

Ridurre I'attivazone del pathway di IDO-1 attraverso la supplementazione probiotica,
potrebbe rompere il circolo vizioso che si instaura nell’asse intestino-cervello e prevenire i
disturbi neurocognitivi che insorgono nei pazienti con infezione da HIV-1.

Questo studio presenta delle limitazioni, come la mancanza della valutazione dell’attivita di
IDO-1 che viene valutata mediante il rapporto tra chinurenina e triptofano e la mancata
guantificazione delle principali molecole prodotte dal metabolismo delle chinurenine, come
I'acido chinolinico e 'acido picolinico.

Inoltre, visto che il metabolismo del triptofano é fortemente influenzato dalle popolazioni
batteriche che colonizzano l'intestino dei soggetti HIV-1 positivi (115), e poiché la
riduzione di IDO-1 é associata con un aumento delle cellule Th17 nell’'intestino, come &
stato osservato di recente in modelli di primati con infezione da SIV (Simian
Immunodeficiency Virus) trattati con probiotico per 6 mesi (153), sarebbe molto utile
analizzare i cambiamenti nella composizione del microbiota di questi soggetti, dopo 6 mesi

di supplementazione probiotica.
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Infine, € molto probabile che non tutti i probiotici siano in grado di generare gli stessi
effetti, poiché sono molti i prodotti disponibili e molto diverse sono la qualita e la quantita di
batteri presenti in ognuno.

In conclusione, questo studio mette in evidenza la complessa relazione tra la
supplementazione probiotica, I'inflammazione e il metabolismo del triptofano nei soggetti
con infezione da HIV-1 trattati con CART. La supplementazione probiotica in questi
soggetti e associata con la riduzione dellimmunoattivazione nel sangue periferico e
nell’'intestino, con la conseguente riduzione dell’espressione degli mMRNA di IFNy e di IDO-
1, un aumento di serotonina nel siero, la riduzione del triptofano espulso nelle feci e la
netta diminuzione della neopterina nel liquor Figura 21. Questi dati sembrano suggerire
che 'azione del probiotico sul microbiota intestinale & in grado di modulare I'asse intestino-
cervello, e piu in particolare il metabolismo del triptofano, che sembra avere un ruolo

chiave nell’insorgenza dei disturbi neurocognitivi associati all’infezione da HIV-1.
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Fig.21 Risultati dello studio.
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