Patologia 26/11/07
Precisazioni lezione precedente:

Per poter continuare con il nostro corso e poter parlare in maniera adeguata del prossimo argomento, l’HIV, dobbiamo prima ricapitolale e chiarire alcuni concetti della lezione precedente, in particolare sull’ipersensibilità di tipo IV.

L’ipersensibilità di Tipo IV, chiamata anche ipersensibilità Ritardata è una risposta cellulo-mediata, ovvero vede il coinvolgimento diretto di tipi cellulari specifici (macrofagi per esempio) che cercano di fagocitare l’agente esterno. Questa tipo di risposta cellulare è mediata dall’azione dei Ly Th1. Il corrispettivo istologico, ovvero la struttura cellulare che si forma successivamente all’azione di una risposta cellulo-mediata è il granuloma. Il granuloma è una struttura che serve ad isolare l’agente esterno. Nello strato più interno del granuloma troviamo i macrofagi che hanno cercato di fagocitare il batterio o il virus ma non ci sono riusciti, più esternamente troviamo uno strato di linfociti che sono stati richiamati  proprio dai macrofagi, ed infine uno stato di fibroblasti che perfeziona il sistema di isolamento.

Il caso clinico più usato per studiare una Ips di tipo IV è l’infezione da micobacterium tubercolosis (m.t.). L’ m.t. infatti riesce, per esempio, ad impedire la maturazione del fagolisosoma e a rimanere dentro ad esso, tuttavia può anche impedire la propria eliminazione tramite altri sistemi. Uno per esempio è l’alcalinizzazione del pH del fagolisosoma che impedisce il corretto funzionamento degli enzimi litici microbicidi (che funzionano a pH acidi). Un altro sistema è quello di uscire dai compartimenti lisosomiali ed entrare nel citosol dove, naturalmente, gli enzimi litici non sono presenti.
Quando l’ m.t. inteferisce con la maturazione del fagolisosoma interferisce anche con la capacità di presentazione antigenica del fagocita e quindi in qualche modo può inibire una risposta adattativa.
Qualsiasi sia il sistema con cui il batterio riesce ad evitare la propria eliminazione da parte del sistema immunitario, la risposta delle cellule macrofagiche in contatto con l’ m.t. è sempre la stessa: richiamo dei linfociti tramite la secrezione di chemochine e successiva formazione del granuloma.

Al centro del granuloma ci sono appunto i macrofagi infetti, questi quando si trovano chiusi dai linfociti si condensano a formare una zona chiamata di necrosi caseosa (perché come consistenza ricorda quella del formaggio fuso). Questa zona è formata da materiale amorfo derivato dalla morte di cellule bersaglio della risposta immune.

Questa zona di necrosi può passare dallo stato semi solido ad uno stato più fluido liquefacendosi e creando danni ai tessuti che la circondano. In realtà è proprio la liquefazione della zona di necrosi caseosa che causa le “caverne”. Non si conoscono i motivi per cui questo possa avvenire, si sa però che non è una diretta conseguenza dell’aggravarsi della malattia in quanto non avviene nei casi di tubercolosi miliare.

Il mantenimento del granuloma non è un processo statico ma dinamico. Questo vuol dire che le cellule linfocitarie richiamate all’inizio dai macrofagi infetti vengono sostituite nel tempo. Proprio a questo sistema dinamico è dovuto il fatto che una immunodepressione in un individuo infettato da l’ m.t. porta allo scatenamento della malattia. Il sistema immunitario deve essere sempre in grado di mantenere una risposta immunitaria adeguata, altrimenti l’infezione progredisce. 

Il batterio inoltre può sfruttare anche la zona di necrosi come brodo di coltura per aumentare la propria capacità replicativa all’interno dell’organismo ma in maniera extracellulare, cosa che normalmente non avviene (la replicazione del batterio è intracellulare). 

La zona di necrosi creata dal sistema immunitario quindi è, in fin dei conti, il più grave danno che il mycobaceterium causa all’organismo. Infatti, quasi per assurdo, una risposta immunitaria debole crea meno problemi all’organismo di una risposta immunitaria forte, ma non tanto forte da mantenere il granuloma stabile e quindi l’ m.t. isolato. 
Per questi motivi la tubercolosi viene classificata come immunopatologia.

Per concludere il discorso sulla tubercolosi diciamo che può diffondersi nell’organismo tramite reinfezione endogena causata da una diffusione ematogena, ovvero l’ m.t. può diffondere nell’organismo se entra nel sangue. Siccome la diffusione del patogeno è una cosa molto frequente nei soggetti sieropositivi per il virus HIV, in questi soggetti è molto frequente una complicazione della tubercolosi che avevamo visto la volta scorsa, la tubercolosi miliare.

La cura della tubercolosi è un problema sin dalla diagnosi. Infatti tutt’oggi non esiste un metodo efficace ed efficiente per diagnosticare un infezione patogena del batterio, a meno che non si è già in stadio avanzato. Il metodo più usato è quello dell’inoculo di una miscela di proteine del micobacterium chiamato PPD e noto anche come Tubercolina. Se entro 48-72h (Ips Ritardata) si crea un rigonfiamento (ponfo) nella zona di inoculo, all’ora il soggetto è stato già in presenza de l’ m.t.. Il problema fondamentale è proprio questo: non si può discriminare tramite questa tecnica, se il paziente è tutt’ora infetto o se lo è stato solo in passato. Per esempio nelle popolazioni di zone depresse del mondo come quelle dell’africa sud sahariana spesso i bambini vengono vaccinati entro due/tre giorni dalla  nascita con una versione “disarmata” del ceppo bovino del micobaterium. Questa vaccinazione non protegge l’infante per tutta la vita e non esclude che un giorno, in età adulta, possa essere affetto dalla tubercolosi, ma lo protegge nelle prime fasi della sua vita da forme di tubercolosi tipiche dei neonati (che sono per definizione immunodepressi) come la meningite da tubercolosi. Su di questi bambini vaccinati non sarà però possibile individuare la presenza de l’ m.t. in futuro in quanto il test sarà sempre positivo.
Come abbiamo appena detto, un vaccino per la tubercolosi che protegga per tutta la vita il paziente non esiste. Questo è plausibile e purtroppo facilmente comprensibile in quanto la tubercolosi non si scatena subito dopo l’infezione da parte del l’ m.t., ma esso può rimenere quiescente per  anni, anche per tutta la vita del paziente, fino a che non interviene una qualche causa esterna che porta una immunodepressione che favorisce l’infezione de l’ m.t.

Una strategia vaccinale è attualmente inutile in quanto non si conoscono esattamente i correlati immunologici specifici per questa malattia. Essendo una immunopatogenesi, una attivazione indiscriminata di tutti i meccanismi di difesa dell’organismo potrebbe quasi per assurdo favorire l’infezione del batterio invece che eliminarla. Per questo prima di poter pensare ad un vaccino c’è bisogno di uno studio approfondito sulle esatte metodologie di infezione del batterio ed i precisi meccanismi che esse scatenano nel nostro organismo. 

Inoltre per la creazione di un vaccino si dovrà cercare di rispettare il più possibile un equilibrio nell’attivazione di sistemi proinfiammatori e di sistemi protettivi, entrambi necessari ma entrambi potenzialmente dannosi se in eccesso/difetto.

INFEZIONE DA HIV:
Per importanza epidemiologica si associa spesso all’infezione da m.t. 

L’incidenza delle due malattie è sovrapponibile nelle aree depresse. Il virus dell’HIV sfrutta i recettori CD-4 ed alcuni co-recettori per le chemochine (CCR5 e CXCR4 per esempio) per entrare nelle cellule. Proprio questo sistema di infezione è la causa dell’immunodepressione che comporta un infezione da HIV. Infatti i bersagli di questo virus sono i le cellule che presentano il recettore CD-4, ovvero i Linfociti!

L’HIV è un retrovirus che si integra nel genoma dopo retrotrasrizione. Dopo l’integrazione rimane inerte fino a ce riceve uno stimolo di attivazione che gli permette di trascrivere i propri geni per l’infezione. I prodotti principali del genoma di HIV sono proteine ad alto peso molecolare e le proteasi che servono a tagliarle per dare le forme attive. Successivamente il virione “gemma” dalla membrana cellulare della cellula ospite e può andare ad infettare altre cellule. 

Così come ci sono  diversi enzimi che permettono il ciclo di infezione/replicazione del virus, esistono diversi farmaci che cercano di impedirlo avendo come bersagli proprio questi enzimi.

La gemmazione del virus sulla membrana plasmatica comporta che, intervallate alle proteine virali (GP120+GP41), sulla membrana del virus avremo anche delle proteine dell’ospite. 

I sistemi di diagnosi e più in generale di analisi dell’infezione da HIV sono diversi:

- Marcatori di laboratorio: individuano la presenza nel siero di anticorpi specifici per il virus, indicano la seriopositività

- Dosaggio dell’antigemia (P24): analizza lo stato di replicazione del virus
- Conta dei CD-4: da una informazione sulla gravità dell’infezione tramite il conteggio delle cellule CD-4 più rimaste
- Dosaggio Viremia: effettuata tramite PCR, si contano le copie di DNA virale. Da un informazione simile a quella della conta dei CD-4, ma con valori speculari (più alta la viremia, minori sarannoi CD-4)
Tutti questi sistemi però offrono un analisi di tipo quantitativo e non qualitativo. La conta dei CD-4 in particolare può trarre in inganno. Infatti valori anche abbastanza alti di CD-4 potrebbero comunque nascondere la perdita di molti cloni per uno specifico patogeno, il che causerebbe una immediata patogenesi in caso di infezione. Questa malattia inoltre sarebbe difficilmente contrastabile. Spesso in soggetti affetti da tubercolosi le due malattie procedono di pari passo in quanto al granuloma vengono richiamati costantemente Ly CD-4 specifici per l’ m.t., e se è in corso anche un infezione di HIV, questa può propagarsi facilmente in questi Ly richiamati ed eliminare tutta la popolazione clonale per il mycobacterium. Tutto questo infine comporta la  possibilità del batterio di infettare l’organismo senza troppi ostacoli.  

Esistono diversi stadi di infezione del virus:

1- Primaria: i sintomi sono uguali a quelli di qualsiasi altra infezione virale come l’influenza

2- Asintomatica: non ci sono sintomi individuabili, la conta dei CD-4 rimane entro valori accettabili (sopra i 400/l). Può durare anni, sono state trovate comunità in cui questo stadio veniva protratto per lunghissimi periodi, salvo poi poter finire da un momento a l’altro.

3- Sintomatologica: Infezione conclamata che porta ad una netta immunodepressione. Abbassamento dei CD-4 che causa infezioni opportunistiche come la candida orale, polmoniti da pneumocisti o anche sarcomi infettivi.

La fase asintomatica divide i pazienti in tre categorie, a seconda della durata:
1- Long Term – Non Progressor: la fase di latenza dell’infezione rimane costante tanto da non arrivare mai alla fase 3. Si pensa possa essere causata da una forma di immunità genetica al virus.

2- Intermediate Progressor: la fase di latenza rimane stabile per anni, di solito 5-6.

3- Rapid Progressor: Infezione rapida, si passa subito alla fase 3.

Risposta Immunitaria all’HIV:
Fondamentalmente si divide in due fasi, quella degli anticorpi e quella delle cellule T.
Nella prima, quella degli anticorpi, vengono secreti anticorpi neutralizzanti che interferiscono con la capacità del batterio di entrare nella cellula ed hanno come bersaglio le clicoproteine del virione (GP120 e GP41). Questi anticorpi, pur essendo molto efficaci, non sono però così efficienti. Infatti il genoma del virus muta molto a causa della mancata correzione degli errori presente a livello della retrotrascrittasi. Inoltre i geni codificanti per le due glicoproteine sembrano essere quasi degli Hot Spot mutazionali, il che rende praticamente impossibile la neutralizzazione del virus da parte degli anticorpi. 

Il secondo tipo di anticorpi prodotti sono i cosiddetti Enhancing, che però sembrano favorire l’infezione anche se non si sa bene come facciano. Si pensa possa essere una conseguenza dell’opsonizzazione che comporta una fagocitosi del virus che quindi potrebbe essere facilitato nell’infezione.

Infine ci sono gli anticorpi che generano una citotossicità cellulare anticorpo-dipendente.

La fase critica dell’infezione da HIV è dovuta al secondo tipo di risposta che l’organismo scatena per contrastare l’infezione stessa, quella mediata dalle cellule T. Questa è infatti per assurdo, la causa stessa della malattia. La risposta citotossica delle cellule T infatti facilita l’infezione e l’attivazione dei Ly T per la creazione del microambiente pro-infiammatorio; il che attiva anche la replicazione del virus. Tutto questo infine favorisce l’infezione e la replicazione del virus stesso.

I meccanismi di immunodeficienza, ovvero i sistemi attraverso i quali il numero di cloni CD-4 cala, sono principalmente tre:

1- Citopatico: diretta conseguenza della replicazione virale che causa la lisi delle cellule  

    infette

2- Formazione di Sincizi attraverso il riconoscimento CD-4(GP120 di un Ly sano (quello 

    con il CD-4) e di uno malato (quello con il GP120). La presenza in membrana della GP    

    120 è dovuta ad un gap elevato dalla sua produzione al momento di gemmazione del 

    Virione. Tramite questo meccanismo il virus riesce a bloccare due cellule insieme, 

    infettandone però una sola, il che comporta che i paziente presentanti sincizi hanno 

    patogenesi più grave.
3- Apoptosi: può essere indotta tramite il contatto tra GP120 secreta, e i recettori CD-4. 

                Questo riconoscimento causa un cross linking tra recettori CD-4 vicini che indurrà  

                l’apoptosi della cellula a seguito di un successivo riconoscimento tra i CD-4 in cross 

                linking e un qualsiasi altro antigene.


Concludiamo la lezione distinguendo due tipi di danno che porta l’infezione da HIV:

· Immuno-depressione: Conta dei CD-4 cala drasticamente 

· Immuno-soppressione: Vengono soppressi tutti i cloni CD-4 specifici per un patogeno, inibendo la risposta immunitaria allo stesso. La conta dei CD-4 può rimanere anche entro livelli fisiologici sani.

