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Rol de los eritrocitos en la patogenia de HIV-1. 

La relación entre HIV y las células CD4 positivas en las que replica ha sido ampliamente estudiado. 

Sin embargo el virus puede asociarse extracelularmente a células CD4 negativas incluyendo los 

eritrocitos. Si bien se ha reportado que el HIV se une a eritrocitos de individuos HIV negativos in vitro 

y es capaz de trans-infectar a otras células, no hay estudios equivalentes utilizando eritrocitos de 

individuos infectados. 

Esta tesis aporta información sobre la población viral asociada a eritrocitos en pacientes infectados 

por HIV y del rol que esta población podría tener en la fisiopatología de la infección. 

En la misma, se demostró la asociación de RNA y antígeno viral de HIV con eritrocitos de individuos 

infectados cursando distintos estadios virológicos de la infección. Incluso en individuos con carga 

viral plasmática indetectable por un año en los cuales la detección de antígeno podría ser útil para 

detectar rebrote de la replicación. Por primera vez se han detectado anticuerpos anti-HIV específicos 

asociados a eritrocitos. La presencia de los mismos estuvo asociada con replicación viral activa. Se 

demostró que la capacidad de los eritrocitos de pacientes infectados de capturar virus es muy 

superior a la de eritrocitos de individuos no infectados. A su vez, se encontró una relación positiva 

entre esa capacidad de captura y la presencia de anticuerpos anti-glicoproteína sobre la superficie de 

los eritrocitos.  

La presencia de HIV y la gran capacidad de captura viral por parte de los eritrocitos de individuos 

infectados demuestran que pueden ser transportadores de un importante pool viral. Más aun, se 

demostró in vitro que el virus unido a los eritrocitos conserva su infectividad sobre macrófagos 

derivados de monocitos, donde la unión mediada por complemento resulta en una infección 

productiva que genera progenie viral infectiva. Este mecanismo de infección de macrófagos resultó 

eficaz para una cepa macrofagotrópica pero ineficaz para una cepa linfotrópica pudiendo constituir un 

factor de selección en las primeras etapas de la infección. Haber determinado la infección de 

macrófago por el virus asociado a los eritrocitos es relevante dada la característica de aquellas como 

reservorio y por su capacidad de invasión de distintos tejidos. 

Los estudios llevados a cabo ponen de relevancia incluir el virus asociado a eritrocitos para 

comprender cabalmente la dinámica y la fisiopatogenia de la infección. Esto podría conducir a 

mejorar decisiones clínicas en situaciones tales como inicio o cambios en los tratamientos 

antirretrovirales así como analizar la posible importancia del virus asociado a eritrocitos como blanco 

para la terapia antirretroviral.  

 

Palabras clave: HIV-1, eritrocitos, antígeno p24, inmunoadherencia, macrófagos derivados de 

monocitos humanos. 
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Role of erythrocytes in the pathogenesis of HIV-1. 

The relationship between HIV and CD4-positive cells in which HIV replicates has been widely 

analyzed. However, the virus can be extracellularly related to CD4-negative cells including 

erythrocytes. Some reports have stated that HIV is bound to erythrocytes of HIV-negative individuals 

in vitro and that transfection to other cells may occur, but no studies have yet reported the use of 

erythrocytes of HIV-infected individuals.  

This thesis provides information on the viral population associated to erythrocytes in HIV-infected 

individuals and the role this viral population may play on infection physiopathology. 

Here, the association of RNA and the HIV viral antigen to erythrocytes in infected individuals 

undergoing different infection stages is demonstrated, including those with undetectable plasma viral 

load for a year in which time antigen detection might contribute to detecting an outbreak of viral 

replication. 

For the first time, specific anti-HIV antibodies associated to erythrocytes have been detected. The 

presence of erythrocytes is associated to an active viral replication. The ability of erythrocytes in 

infected individuals to capture/retain the virus is much stronger than erythrocytes in healthy 

individuals. Besides, a positive relationship was observed between such ability and the presence of 

anti-glycoprotein antibodies on erythrocytes surface. 

The presence of HIV and this viral capture ability of erythrocytes in HIV-infected individuals 

demonstrate that they can be carriers of a significant viral pool. Besides, it has been demonstrated in 

vitro that the virus bound to erythrocytes retains infectivity on monocytes-derived macrophages.  

This mechanism to infect macrophages was effective for a macrophage-tropic strain but ineffective for 

a lymphotropic strain, being able to construct a selection factor during the first infection stages. The 

determination of macrophages infection by the virus associated to erythrocytes is very important given 

the characteristics of these cells as a reservoir and their capacity to invade different tissues. 

The assays carried out in this thesis on the virus associated to erythrocytes are relevant to better 

understand the dynamics and physiopathogenesis of the infection. This could lead to enhance clinical 

decision-making in situations such as the start or changes in antiretroviral therapy as well as to 

analyze the potential viral importance of erythrocytes as a target for the antiretroviral therapy. 

 

Key words: HIV-1, erythrocytes, p24 antigen, immune-adherence, human monocyte derived 

macrophages. 



IV 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Los resultados de este trabajo de tesis han sido parcialmente publicados en: 

 

Garcia MN, dos Ramos Farias MS, Ávila MM, Rabinovich RD (2011) Presence of p24-

Antigen Associated to Erythrocyte in HIV-Positive Individuals Even in Patients with 

Undetectable Plasma Viral Load. PLoS ONE 6(1): e14544. 

doi:10.1371/journal.pone.0014544. 

 

 

 

 

 
El trabajo de esta tesis fue financiado por la Agencia Nacional de Promoción Científica y Tecnológica 

(SECYT PICT 2067) y el Concejo Nacional de Investigaciones Científicas y Técnicas (CONICET-PIP 

6118). 

 

Maria Noé Garcia fue financiada por el Concejo Nacional de Investigaciones Científicas y Técnicas 

(CONICET), a través de las Becas Internas de Postgrado Tipo I y Tipo II. 

 

 

 



V 

 

Agradecimientos 
 

La Universidad de Buenos Aires, donde me forme. 

 

Dra. Maria Mercede Ávila y el Dr. Roberto Daniel Rabinovich por abrirme las puertas del CNRS 

haberme proporcionado la guía y las herramientas necesarias para comenzar mi carrera profesional, 

darme la oportunidad de desarrollar esta tesis, y por su dedicación. 

 

María Sol dos Ramos Farías, por haber encontrado una compañera con quien compartir el grupo de 

trabajo y el gran apoyo incondicional. 

 

Maria Emilia Eirin, Carolina Berini y Constanza Espada, por compartir nuestras jornadas laborales, y 

por apoyarme incansablemente a diario. 

 

A todo el personal del CRNS por todas las enseñanzas y por todo su apoyo. Especialmente a Rita 

Reynoso, Alejandro Gómez, Darío Dilernia y Guadalupe Andreani. 

 

A Mirta Villa, Claudio Gómez, Sebastián Aleandro, Ricardo Casime y a todo el personal de atención a 

pacientes. 

A todos los pacientes que participaron de este estudio. 

 

A mis Amigas Ana, Caro y Naty por compartir las tesis en paralelo y por su amistad 

incondicional. 

 

 

 

 

 

 

 



VI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A,  

Mi esposo Daniel, por todo su apoyo y tener la dicha de 

disfrutar nuestras vidas juntos. 

Mi familia, por estar siempre a mi lado. 

Todos los pacientes que participaron en este estudio.  

                                                                                      
 

 



VII 

 

ÍNDICE 

 

ABREVIATURAS                                                                                                                                  1 

 
INTRODUCCIÓN                                                                                                                                  2 

1. Historia, Clasificación y Epidemiología de HIV……………………………………………………….3 
2. Estructura, Genoma y Codificación de proteínas Virales del HIV………………………………..4 
3. Ciclo de replicación viral…………………………………………………………………………………5 

4. Patogenia…………………………………………………………………………………………………….8 
4.1 Tropismo diferencial……………………………………………………………………………………..8 
4.2 Linfocitos………………………………………………………………………………………………….9 
4.3 Células dendríticas……………………………………………………………………………………..10 
4.4 Macrófagos……………………………………………………………………………………………...11 

5. Historia natural de la infección…………………………………………………………………………11 
6. Inmunidad innata y sistema de complemento……………………………………………………..13 

6.1 Inmunidad innata…………………………………………………………………………...…………..13 
6.2 Sistema de Complemento……………………………………………………………………………..14 
6.3 Funciones básicas del sistema complemento……………………………………………………....16 

7. Inmunoadherencia………………………………………………………………………………………..17 
7.1 El receptor de inmunoadherencia, CR1 (CD35)…………………………………………………….18 
7.2 Transferencia de los inmunocomplejos del eritrocito a fagocitos…………………………….…..20 
7.3 La inmunoadherencia en enfermedades humanas………………………………………………...20 

8. Interacción de HIV con el sistema de complemento……………………………………………..21 
8.1 Activación del sistema de complemento por HIV……………………………………………….…..21 
8.2 HIV y la virólisis deficiente por parte del complemento…………………………………….……...22 
8.3 Facilitamiento de la infección en cis………………………………………………………………….22 
8.4 Facilitamiento de la infección en trans……………………………………………………………….24 

9. HIV y eritrocitos…………………………………………………………………………………………….25 
10. Infección de HIV a macrófagos y células de kupffer…………………………………………….27 
 
OBJETIVOS E HIPÓTESIS                                                                                                                 31 

 
MATERIALES Y MÉTODOS                                                                                                              34 

Poblaciones estudiadas……………………………………………………………………………………35 
Individuos HIV positivos para el estudio de antígeno asociado a eritrocitos…………………………35 
Individuos HIV positivos para la determinación  
de anticuerpos IgG anti HIV asociados a eritrocitos……………………………………………………35 

Procesamiento de las muestras………………………………………………………………….............35 
Purificación de eritrocitos…………………………………………………………………………………..35 

Purificación de eritrocitos por perlas magnéticas con anticuerpos específicos anti-CD3………....36 
Liberación de antígeno asociado a eritrocitos………………………………………………………...37 
Determinación de antígeno p24…………………………………………………………………………..37 
Determinación de carga viral……………………………………………………………………………..38 

Transcripción inversa, seguida de una reacción en  
cadena de la polimerasa (RT-PCR), para la región C2V3 del gen env de HIV………………….38 
Inmunofluorescencia para antígeno p24 sobre eritrocitos………………………………………… 39 
Citometría de flujo para antígeno p24 asociado a eritrocitos………………………………………39 

Recuperación de anticuerpos asociados a eritrocitos de individuos HIV positivos……………40 
Inmunonefelometría………………………………………………………………………………………...40 

Ensayo de captura viral de eritrocitos…………………………………………………………………...40 
Ensayo de inhibición de la captura viral de eritrocitos………………………………………………….42 



VIII 

 

Cepas virales utilizadas……………………………………………………………………………………..42 
Línea celular MT2……………………………………………………………………………………………..43 
Neutralización y virólisis seguida de captura viral…………………………………………………….43 
Ensayo de unión de HIV a eritrocitos……………………………………………………………………..43 
Fragilidad corpuscular media……………………………………………………………………………..44 
Infectividad de HIV unido a eritrocitos a células de origen histiocítico (U937)…………………45 
Infectividad de HIV unido a eritrocitos a macrófagos derivados de monocitos……………….45 

Células mononucleares de sangre periférica……………………………………………………………45 
Macrófagos derivados de monocitos humanos…………………………………………………………45 
Mantenimiento de eritrocitos………………………………………………………………………………46 
Infección de HIV unido a eritrocitos a macrófagos derivados de monocitos………………………....46 
Inmunofluorescencia de antígeno p24 en macrófagos derivados de monocitos……………….…..46 

Ensayo de eritrofagocitosis…………………………………………………………………………………46 
Infección de células Ghost…………………………………………………………………………………47 
Análisis estadístico…………………………………………………………………………………………...48 
Metodología adicional……………………………………………………………………………………...49 

Diagnóstico de HIV…………………………………………………………………………………………49 
Determinación de Antígeno p24: Murex HIV antÍgen Mab, Abbott……………………………..……..49 
Medición de Carga Viral: Versant HIV-1 RNA 3.0, Siemens  
Healthcare Diagnostics Inc.,Tarrytown, NY………………………………………………………..….....50 
Western Blot para la determinación de anticuerpos  
anti-HIV: BIO-RAD, Marnes-la-Coquette, France………………………………………………….……50 

. 
RESULTADOS                                                                                                                                     51 

1. Detección de antígeno p24 y RNA-HIV en eritrocitos de individuos HIV positivos…………..52 
1.1 Antígeno p24 es detectado en eritrocitos de individuos HIV positivos………………..………….52 
1.2 Antígeno p24 asociado a eritrocitos fue detectado  
en individuos HIV positivos con carga viral en plasma indetectable por un año……………………55 
1.3 La cantidad de antígeno asociado a eritrocitos es  
independiente del método de purificación de eritrocitos usado………………………………………56 
1.4 Los leucocitos contaminantes en los eritrocitos purificados  
no afectan la determinación de antígeno p24 asociado a eritrocitos…………………………………57 

1.5 Una población limitada de eritrocitos es portadora  
de antígeno p24 asociado a sus membranas……………………………………………………….......58 
1.6 Detección de Carga Viral asociada a eritrocitos…………………………………………………….58 
1.7 Carga viral asociada a eritrocitos en individuos HIV  
positivos que presentan antígeno p24 en eritrocitos…………………………………………………...60 
1.8 Los eritrocitos de los individuos infectados poseen mayor  
capacidad de captura del HIV ex vivo que los eritrocitos de los individuos no infectados…………62 

2. Anticuerpos  IgG anti HIV asociados a eritrocitos………………………………………………….64 
2.1 Recuperación de inmunoglobulinas G específicas   
anti-HIV, asociadas a eritrocitos de individuos HIV positivos…………………………………………64 
2.2 El patrón de IgG anti HIV asociado a eritrocitos difiere  
del presente en el plasma de los individuos HIV positivos……………………………………………68 
2.3 La presencia de antígeno p24 está acompañada por la presencia  
de IgG anti HIV en eritrocitos……………………………………………………………………………...71 
2.4 Asociación entre la presencia de carga viral en plasma e  
IgG anti HIV en eritrocitos de individuos HIV positivos…………………………………………..……..71 
2.5 La capacidad de captura viral de los eritrocitos de individuos  
HIV positivos está asociada a la presencia de IgG anti Gp160 sobre sus membranas……….……72 
2.6 La IgG anti gp120 sería la responsable de una mayor capacidad  
de captura viral por parte de los eritrocitos en individuos HIV positivos………………………..…….74 

3. El eritrocito contribuiría a la pérdida de infectividad del HIV en plasma……………………...77 

3.1 Importancia de la unión del HIV a eritrocitos en la pérdida de infectividad en plasma……..…..77 
3.2 Importancia de la unión del HIV a eritrocitos de  
individuos HIV positivos en la pérdida de infectividad…………………………………………………79 

4. Infectividad de HIV asociado a eritrocitos…………………………………………………………..81 



IX 

 

4.1 Virus adherido a eritrocitos in vitro…………………………………………………………………...81 
4.2 El HIV adherido a eritrocitos in vitro no favorece la hemólisis………………………………....…82 
4.3 El HIV asociado a eritrocitos es infectivo en células de origen linfoide…………….…………...83 
4.4. El HIV asociado a eritrocitos mantiene su infectividad por periodos prolongados……………..85 
4.5 Infectividad del HIV unido a eritrocitos en macrófagos………………………………………….…86 
4.5.1 Infectividad del HIV asociado a eritrocitos en células de origen histiocítico………………..…86 
4.5.2 Los macrófagos derivados de monocitos son infectados por el HIV unido a eritrocitos……..87 
4.5.3 El eritrocito transfiere el HIV infectivo a macrófagos  
derivados de monocitos sin que ocurra eritrofagocitosis…………………………………………..…..90 
4.5.4 El HIV asociado a eritrocitos es infectivo en macrófagos  
derivados de monocitos en presencia del sistema de complemento…………………………..……..91 
4.5.5 El HIV unido a eritrocitos resulta ser infectivo en  
macrófagos derivados de monocitos a dosis infectivas bajas……………………………………...….92 
4.5.6 El HIV infectivo unido a eritrocitos es depurado por macrófagos  
derivados de monocitos cuando no está asociado por anticuerpos específicos…………………….93 
4.5.7 Solo las cepas virales macrofagotrópicas unidas a eritrocitos  
resultan ser infectivas para macrófagos derivados de monocitos…………………………………….95 
4.5.8 El HIV asociado a eritrocitos no solo infecta a macrófagos derivados  
de monocitos sino que su progenie viral resulta ser infectiva……………………………….…………95 

 
DISCUSIÓN                                                                                                                                          97 

Detección de antígeno p24 y RNA-HIV asociado a eritrocitos en individuos HIV positivos………..98 
Detección de anticuerpos anti HIV asociados a eritrocitos de individuos HIV positivos…………..103 
Capacidad de captura viral por parte de los eritrocitos de individuos HIV positivos………………105 
El eritrocito contribuiría en la pérdida de infectividad en plasma……………………………..……...107 
Virus adherido a eritrocitos in vitro………………………………………………………………………107 
El HIV asociado a eritrocitos es infectivo en células de origen linfoide……………………………108 
El HIV asociado a eritrocitos es infectivo en macrófagos derivados de monocitos………….…….109 

 
CONCLUSIÓN                                                                                                                                   113 

Modelo propuesto………………………………………………………………………………………....116 

BIBLIOGRAFÍA                                                                                                                                  118 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abreviaturas 
 

 
 

Ag-E (pg/ml): pico gramos de antígeno p24 asociado a eritrocitos por mililitro de eritrocitos 

purificados. 

Ag-L (pg/ml): pg de antígeno p24 en el sobrenadante del último lavado de los eritrocitos purificados. 

Ag-P (pg/ml): pico gramos de antígeno p24 por mililitro de plasma. 

ARN: ácido ribonucleico. 

CVe copias/ml: carga viral en eritrocitos en copias de genoma viral por mililitro de eritrocitos 

purificados. 

CVp detectable: carga viral en plasma ≥50 copias por mililitro. 

CVp indetectable: carga viral en plasma <50 copias por mililitro. 

CVp: carga viral en plasma al momento del estudio. 

DIC50: dosis infectiva en cultivo celular 50%. 

E: eritrocitos, hematíes, glóbulos rojos. 

FITC: isotiocianato de fluoresceína (Fluorescein Isothiocyanate). 

GM-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofágos. 

HAART: tratamiento antirretroviral de alta eficiencia (Highly Active Antiretroviral Treatment). 

HIV-1: virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (Human Immunodeficiency Virus). 

HIV-C: HIV opsonizado con suero humano normal como fuente de complemento. 

HIV-C-E: HIV opsonizado con suero humano normal como fuente de complemento y luego incubado 

con eritrocitos. 

HIV-E: HIV unido a eritrocitos. 

HIV-Ig HIV-C: HIV incubado con pool de plasmas inactivado de individuos HIV positivos, luego 

opzonizado con suero humano normal como fuente de complemento. 

HIV-Ig HIV-C-E: HIV incubado con pool de plasmas inactivado de individuos HIV positivos, luego 

opzonizado con suero humano normal como fuente de complemento y finalmente incubado con 

eritrocitos. 

Hs: horas. 

Ig HIV: anticuerpos específicos para HIV. 

MDM: macrófagos derivados de monocitos humanos. 

Mediana: la mediana se calculó teniendo en cuenta los valores detectables. 

NR: no reactivo. 

pg: picogramos. 

RIC: rango intercuartil.  

SEM: error estándar de la media. 
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Introducción 
 

 
1. Historia, Clasificación y Epidemiología de HIV. 

Los primeros casos de SIDA (Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida) se diagnosticaron 

en 1981 cuando el Centro de Control de Enfermedades de Atlanta (CDC) notificó la aparición de 

casos de neumonía por Pneumocystis carinii y de una forma diseminada de sarcoma de Kaposi en 

hombres que tenían sexo con hombres [Gottlieb et al., 1981]. A pesar de no haber sido en principio 

identificado el agente causante, pronto quedó claro que todos los pacientes sufrían una disminución 

progresiva de linfocitos T CD4+, y como resultado de ello, caían víctimas de enfermedades que 

normalmente eran controladas por el sistema inmune. 

Durante el curso de 1983 distintos grupos de trabajo propusieron tres virus como agentes 

etiológicos del SIDA: el LAV (Lymphoadenopathy Associated Virus), el HTLV-III (Human T 

Lymphotropic Virus Type III) y el ARV (AIDS Related Virus) [Barré-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 

1983 y Levy et al., 1984]. Estudios posteriores llevaron a la conclusión de que en los tres casos se 

estaba en presencia de aislamientos de un mismo tipo de virus [Ratner et al., 1985]. En 1986 el 

Comité Internacional de Taxonomía de Virus designó a este virus el nombre de Virus de la 

Inmunodeficiencia Humana (HIV). 

El HIV fue ubicado dentro de la familia Retroviridae, subfamilia Lentivirinae, debido a que 

comparte con los demás retrovirus un genoma integrado por los tres genes clásicos: gag, pol y env, y 

la presencia de la enzima transcriptasa reversa.  

 

Según las estimaciones más recientes del Programa Conjunto de la Naciones Unidas sobre 

HIV/SIDA (UNAIDS, 2010), el número de personas viviendo con HIV/Sida era de 33.3 millones de 

personas en todo el mundo. Durante el 2009, se produjeron en todo el mundo una cifra cercana a los 

2.6 millones de nuevas infecciones y 1.8 millones de defunciones causadas por el HIV/SIDA (Tabla 

1).  

Los primeros casos de SIDA en la Argentina fueron informados al Ministerio de Salud de la 

Nación a fines del año 1982 y correspondían a individuos masculinos que presentaban como 

antecedente el haber mantenido relaciones sexuales con otros hombres en las ciudades de Nueva 

York, Miami o San Francisco. Las características clínicas y epidemiológicas de estos pacientes eran 

semejantes a las que se describían en el resto del mundo [Estevez et al., 1983]. 

De acuerdo a la información publicada en el último Boletín sobre el HIV/SIDA en la Argentina 
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[Boletín sobre HIV/Sida en la Argentina, Nº 27, 2010] que recopila datos hasta septiembre del 2009, 

el número de casos de SIDA notificados alcanza los 40.000, estimándose que el número de personas 

infectadas con HIV es de aproximadamente 130.000. El análisis de la evolución de la epidemia del 

HIV/SIDA en Argentina, teniendo en cuenta los casos de SIDA notificados, muestra una particular 

evolución. En el año 1996 se alcanzó el valor máximo de enfermos notificados, coincidiendo este 

hecho con la incorporación de tres nuevas enfermedades marcadoras a la definición de SIDA 

(tuberculosis pulmonar, neumonía bacteriana a repetición y cáncer de cuello uterino invasivo). En los 

años siguientes se observa una disminución constante en el número de casos de SIDA notificados, 

coincidiendo con la aplicación de la triterapia antirretroviral de alto impacto.  

Tabla 1. Resumen de la epidemiologia de HIV/SIDA en el mundo, UNAIDS, 2010. 
 

 

 

 

 
 

2. Estructura, Genoma y Codificación de proteínas Virales del HIV. 

El virión de HIV es una partícula esférica de aproximadamente 100 a 110 nm de diámetro 

(Figura 1). Está formado por una envoltura lipídica, proveniente de la membrana de la célula 

huésped, en la cual se encuentran insertadas espículas, formadas por dos glicoproteínas virales, la 

gp41 (proteína de transmembrana) y la gp120 (proteína de superficie externa), que poseen una 

importante función en la entrada del virus a la célula huésped. 

Por dentro de la envoltura lipídica se encuentra la cápside externa, un poliedro de 60 caras 

triangulares constituida por la proteína p17. Esta cápside contiene al core viral que se encuentra 

formado por una segunda cápside de proteína p24 que contiene al genoma viral (2 cadenas de ARN 

monocatenario), 2 proteínas estructurales (p7 y p9) y 3 no estructurales (integrasa, proteasa y 

transcriptasa reversa), asociadas al mismo [Fields, 1996; Leis et al., 1988; Gelderblom et al., 1989; 

Chant et al., 1986; Dalgleish et al., 1988]. 

El HIV posee dos cadenas de ARN monocatenario de aproximadamente 9.2 kb de polaridad 

positiva. Cada una de las cadenas se encuentra constituida por dos secuencias terminales repetitivas 

(LTR: long terminal repeats), que codifican para los genes env, gag y pol y una serie de genes 
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Fuente: UNAIDS REPORT ON THE GLOBAL AIDS EPIDEMIC | 2010. 
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reguladores. 

El gen gag codifica un precursor de las proteínas de la cápside, p55, que luego es clivado 

produciendo las proteínas p17 y p24 que van a formar las cápsides, externa e interna 

respectivamente, y p15 que a su vez es precursora de las proteínas de la nucleocápside p7 y p9. 

El gen env codifica para un precursor que se encuentra altamente glicosilado, la gp160, que 

luego de un clivaje da lugar a las dos glicoproteínas de membrana, gp41 y gp120. 

El gen pol codifica para proteínas con función enzimática que intervienen en la replicación 

viral, la p32 con función endonucleasa-integrasa, la proteasa p10 y la transcriptasa reversa p66/51. 

Se describen además 6 genes reguladores: tat, rev y  nef, que codifican para las proteínas 

p14, p19 y p25/27 respectivamente y ejercen su acción a nivel de la transcripción; mientras que el vif, 

vpr y vpu actúan a nivel de los productos de maduración y liberación del virus [Fields, 1996] 

(Figura2).  

 
Figura 1. Estructura del virión de HIV. 

 

 
Figura 2. Estructura del genoma de HIV. 

 
3. Ciclo de replicación viral. 

Adsorción. 

El ciclo replicativo del HIV se inicia con la unión de la glicoproteína de la envoltura viral gp120 
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al receptor de superficie celular CD4 [Klatzmann et al., 1984] y a varios co-receptores, siendo los 

más importantes los receptores de quimiocinas CXCR4 y CCR5 [Emerman., et al 1996; Choe et al., 

1996]. A partir de esta unión, se produce un cambio conformacional que permite la exposición de un 

péptido presente en la gp41 que media la fusión entre la envoltura viral y la membrana de la célula 

blanco [Chan et al., 1998; Jacobo-Molina et al., 1993] (Figura 3). 

Desnudamiento. 

Una vez dentro de la célula, tiene lugar el desnudamiento del virus. Este proceso involucra la 

fosforilación de la matriz mediante la actividad de MAP quinasa (del inglés mitogen activated protein), 

junto a la acción de ciclofilina A y las proteínas virales Nef y Vif. El desnudamiento del virus permite 

la formación de un complejo encargado de retrotranscribir el genoma viral, compuesto por el ARN 

viral, transcriptasa reversa, integrasa, matriz y varias proteínas celulares, entre otros componentes 

[Greene et al., 2002] (Figura 3). 

Transcripción reversa. 

Una vez que el virus logra evadir los mecanismos de defensa intracelulares, ocurre la 

transcripción reversa del genoma viral, catalizado por la enzima viral transcriptasa reversa, la cual 

convierte al genoma viral en una molécula de ADN doble cadena (ADNdc) [Basu., et al 2008]. 

Cuando el linfocito T se activa y divide, el ADNdc penetra al núcleo. Además el HIV es capaz de 

penetrar al núcleo de células no divisibles como los macrófagos (Figura 3). 

Entrada al núcleo e integración. 

Una vez sintetizado el ADN se forma el complejo de pre-integración (PIC, preintegration 

complex), formado por ADNdc, integrasa, matriz, Vpr, transcriptasa reversa y proteínas celulares. Las 

proteínas virales de matriz, integrasa y Vpr tienen secuencias de traslocación al núcleo. Una vez en 

el interior del núcleo celular, la integrasa junto a proteínas celulares median la inserción del ADN viral 

dentro del cromosoma celular. El ADN viral integrado se denomina provirus, el mismo puede 

permanecer sin ser transcripto durante meses o años (infección latente) o cuando la célula es 

activada iniciarse la síntesis de dos tipos de ARN: el ARN mensajero (ARNm), que será usado para 

traducir las proteínas Gag, Pol, Env y reguladoras y el ARN que constituirá el genoma de la progenie 

viral [Greene et al., 2002] (Figura 3). 

Transcripción. 

En el genoma de la célula huésped, el LTR 5´ funciona como unidad transcripcional eucariota ya que 
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contiene el elemento iniciador, cajas TATA y tres sitios Sp1. Estas regiones ayudan a la ubicación de 

la ARN polimerasa II y al ensamblaje del complejo de pre-iniciación de la transcripción. Durante el 

proceso de transcripción, la polimerasa sintetiza fragmentos pequeños de ARN, no poli-adenilados, 

los que son estables debido a que toman una estructura tridimensional, formando el elemento de 

respuesta al transactivador o TAR. La proteína viral Tat es responsable de aumentar la expresión de 

los genes virales, uniéndose a TAR y reclutando factores celulares. In vivo, en ausencia de Tat, el 

LTR funciona como un promotor débil [Greene et al., 2002] (Figura 3). 

Traducción. 

Luego de la transcripción del genoma viral, más de una docena de transcriptos virales son 

generados. Algunos se procesan co-transcripcionalmente y son rápidamente transportados al 

citoplasma donde se sintetizan las proteínas mediante la maquinaria celular. Las proteínas virales 

estructurales se sintetizan como poliproteínas que son clivadas por proteínas de origen viral y celular 

[Fields, 1996] (Figura 3). 

Ensamblado, liberación y maduración. 

En este proceso se encuentran algunas diferencias entre los LT CD4+ y los macrófagos. En 

los primeros, para terminar con el ciclo de replicación viral, todos los componentes del virión se 

reúnen en la membrana plasmática donde se producirá el ensamblado y brotación del virus. Este 

proceso, se produce a través de regiones especializadas en la bicapa lipídica, produciéndose 

viriones con membranas ricas en colesterol [Greene et al., 2002; Bieniasz et al., 2009]. La brotación 

puede producirse de forma lenta, conservando la integridad celular o rápida, conduciendo a la lisis de 

la célula huésped [Fields, 1996] (Figura 3). En cambio, en los macrófagos se produce la acumulación 

de partículas virales dentro de vesículas intracelulares y brota a través de las mismas [Benaroch et 

al., 2010]. 
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Figura 3. Ciclo de replicación de HIV (adaptado de Coiras et al., 2009). 

 

4. Patogenia. 

4.1 Tropismo diferencial. 

El tropismo de HIV queda determinado por la presencia del receptor CD4 y los correceptores 

CXCR4 y CCR5 en ciertas estirpes celulares. De esta manera el virus es capaz de infectar 

productivamente LT CD4+, monocitos, macrófagos y células dendríticas (CDs). Éstas últimas 

expresan además la molécula DC-SIGN (perteneciente a la familia de Lectinas tipo II C) en su 

membrana, otorgándole la capacidad de unirse a la gp120, capturando el virus y transportándolo a 

los ganglios linfáticos regionales donde infecta LT CD4+ [Kwon et al., 2002]. Ha sido reportado que 

los virus aislados durante las etapas asintomáticas de la infección utilizan preferentemente el co-

receptor CCR5 (virus R5 o macrofagotrópico) mientras que algunos virus aislados en etapas tardías 

emplean el CXCR4 (virus X4 o linfotrópico). Por otro lado algunos aislamientos virales pueden hacer 

uso de ambos co-receptores (virus X4R5 o cepas con tropismo dual) [Greene et al., 2002]. Cabe 
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destacar que la infección resulta en consecuencias disimiles según la célula infectada (Figura 4). 

 

4.2 Linfocitos. 

La infección por HIV de LT CD4+ se caracteriza por ser rápida, eficiente y citopática. Es bien 

sabido que se produce una marcada y progresiva reducción en el número y calidad de LT CD4+. Tal 

disminución se evidencia tanto en los niveles de sangre periférica como en los tejidos que albergan 

dichas células [Guadalupe et al., 2003]. Se ha estimado que un adulto joven sano posee en promedio 

2 x 1011 LT CD4+ maduros, pudiéndose reducir este número a la mitad en pacientes infectados por 

HIV [Haase et al., 1999]. Además, con la progresión de la infección se produce una disminución en la 

proporción de linfocitos T naïve quiescentes (CD45RA+CD62L+) y linfocitos de memoria (CD45RO+), 

conjuntamente con la restricción del repertorio del receptor T (TCR) [Gorochov et al., 1998]. De esta 

manera no sólo la cantidad sino también la calidad de LT CD4+ se ven afectadas por la infección.  

Hay varios mecanismos por los cuáles HIV puede producir la muerte en los LT CD4+ que 

infecta. La misma puede resultar de la propensión de las células infectadas de fusionar sus 

membranas con la producción de células gigantes multinucleadas denominadas sincicios [Sun et al., 

2002]. También, la viabilidad celular de LT CD4+ infectados puede verse comprometida ya que la 

membrana se vuelve permeable debido tanto a la constante liberación de partículas virales, como al 

efecto de Vpu sobre la misma [Gonzalez et al., 2001; Costin et al., 2007]. Además tanto los LT CD4+ 

como los LT CD8+ son más susceptibles a la apoptosis inducida por Fas-Fas ligando [Poonia et al., 

Figura 4. Se muestran en forma 
general las diferencias en el ciclo 
de replicación del HIV en 
macrófagos y linfocitos. Como se 
puede observar tales diferencias 
se dan a nivel de los 
correceptores, en la penetración al 
núcleo, y en el proceso de 
brotación. Figura adaptada de 
Carter et al., 2008. 
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2009].  

Sin embargo la cantidad de linfocitos infectados no se correlaciona con la gran depleción que 

se produce; ciertamente las células no infectadas pueden morir por mecanismos mediados por daño 

“colateral” o bystander. Al respecto, ha sido reportado que varias proteínas virales pueden ser 

excretadas desde las células infectadas e inducir apoptosis de LT CD4+ no infectados, entre ellas 

Tat, Vpr, Nef y gp-120, destacándose ésta última como la más importante [Li et al.,1995; Stewart et 

al., 2000; Holm et al., 2004]. Así, la acción de proteínas virales extracelulares desempeña un papel 

importante en la patogenia de HIV. 

4.3 Células dendríticas. 

Las células dendríticas (CDs) son células presentadoras de antígeno que cumplen una 

función crítica en la inducción y en la regulación de la respuesta inmune. Estas células residen, en un 

estado inmaduro, en tejidos no linfoides donde pueden capturar antígenos eficientemente. Tras ello 

sobreviene la activación y un complejo proceso de maduración que incluye su migración a órganos 

linfáticos secundarios donde presentan antígenos a los linfocitos T naïve, iniciando una respuesta T 

específica [Sabatte et al., 2007]. La CD madura presenta una disminución de la capacidad de 

procesar antígenos, aumento en la expresión de moléculas del CMH y moléculas co-estimulatorias 

[Fainboim et al., 2005]. En condiciones normales, el proceso de diferenciación y maduración de las 

CDs se acompaña de un mecanismo de conservación de la capacidad replicativa celular 

evidenciado, tanto in vitro como in vivo [Ping et al., 2003]. 

Por localizarse en mucosas y tejidos no linfoides las CDs han sido propuestas como el primer 

blanco celular de encuentro con HIV durante la transmisión sexual [Shattock et al., 2003] cumpliendo 

un rol fundamental en la diseminación de la infección ante la captura del virus en mucosas y su 

traslado hacia órganos linfoides donde, sinapsis viral mediante, infecta linfocitos T. Esto ocurre en 

modo bifásico: durante las primeras 24 hs las CDs transfieren virus desde compartimentos no-

lisosomales, que no involucran replicación viral (“trans-infección”) y, en segundo lugar (entre 24-72 

hs) con virus de progenie generada de novo en las CDs (“cis-infección”) [Turville et al., 2004; Wiley et 

al., 2006]. La eficiencia de transmisión del HIV se incrementa ante la maduración de la CD, con lo 

cual se facilita la infección de LT CD4+ residentes en el tejido linfoide [Wang et al., 2007]. En 

contrapartida, en las CDs maduras se evidencia una reducida capacidad de replicación viral en 

relación con su contraparte inmadura al verse bloqueada la replicación a nivel transcripcional luego 
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de la integración. 

4.4 Macrófagos. 

Los macrófagos se diferencian desde monocitos, cumplen funciones muy diversas como 

remodelamiento óseo y regeneración muscular, y actúan tanto en la respuesta inmune innata como 

adaptativa [Gordon et al., 2005]. Son células ampliamente distribuidas en todos los tejidos y órganos, 

incluyendo el sistema nervioso central [Lambotte et al., 2003], donde representan el mayor reservorio 

de HIV. Siendo una población muy heterogénea, se pueden caracterizar al menos dos grupos según 

la expresión de los antígenos de superficie CD14 y CD16 (CD14+ CD16- o CD14+ CD16+) [Ancuta et 

al., 2006]. Además, al ser activados y en forma similar a los linfocitos T colaboradores, pueden tomar 

dos perfiles M1 (pro-inflamatorio) y M2 (anti-inflamatorio) [Mantovani et al., 2007].  

La infección in vitro de macrófagos derivados de monocitos (MDM) también presenta una 

gran heterogeneidad respecto a la capacidad replicativa de HIV. Se han encontrado diferencias de 

hasta 3 logaritmos en la producción viral dependiendo del donante [Bol et al., 2009; Eisert et al., 

2001]. Por el contrario, la cinética de replicación fue similar en MDM provenientes de gemelos 

idénticos [Chang et al., 1996], demostrando la influencia de la genética del individuo en la replicación 

viral en MDM, similar a los reportado en LT CD4+ [Bleiber et al., 2005]. 

Merece destacarse que en estadios muy avanzados de la infección, cuando el número de LT 

CD4+ se encuentra notablemente disminuido, los macrófagos continúan siendo una fuente 

importante de producción viral [Alexaki et al., 2008]. Esto puede deberse a que en contraste a los LT 

CD4 activados, los macrófagos son resistentes al efecto citopático viral y pueden sobrevivir a la 

infección por HIV por largos períodos de tiempo [Kedzierska et al., 2002; Carter et al., 2008].  

 

5. Historia natural de la infección. 

Si bien se ha detectado la presencia del HIV en todos los fluidos orgánicos, las vías de 

transmisión se encuentran bien definidas y están circunscriptas a las vías: sexual, parenteral y 

vertical, siendo la primera la más importante dada su frecuencia [Ministerio de Salud, P.d.l.N., Boletín 

sobre el VIH-SIDA en la Argentina. ,2008]. 

El curso clínico de la infección involucra 3 fases o estadios: la primoinfección o etapa aguda, 

la fase asintomática o latencia clínica y finalmente la fase clínica o SIDA. (Figura 5). La fase aguda 

se caracteriza por presentar una alta carga viral que puede persistir de 3 a 6 semanas después del 
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ingreso del virus al organismo, descenso brusco en el recuento de células CD4+ y ausencia de 

anticuerpos específicos. En aproximadamente el 30% de los sujetos infectados la infección primaria 

es sintomática y dicha forma de presentación ha sido reportada en todos los grupos vulnerables 

[Vanhems et al., 1999]. La respuesta inmune humoral y celular específica para HIV suele detectarse 

4-10 semanas después de la infección y se asocia a una disminución de la viremia y estabilización de 

los valores de células CD4+ [Coutlee et al., 1994; Simmonds et al., 1988; Sheppard et al., 1993]. 

La fase de latencia clínica puede durar entre 8 y 10 años, período en el que la replicación 

viral se mantiene, particularmente en el tejido linfoide. Tal tejido sirve como el mayor reservorio para 

el HIV. La carga viral en células mononucleares de sangre periférica es relativamente baja en este 

momento y va aumentando a medida que le enfermedad progresa con la disrupción de la 

arquitectura de los ganglios linfáticos [van Grevenynghe et al., 2008] (Figura 5).  

Estudios virológicos en pacientes con infección asintomática por HIV muestran altas tasas de 

replicación del HIV y destrucción de un promedio de 109 LT CD4+ por día [Wei et al., 1995; Ho et al., 

1995]. La muerte y el reemplazo celular se encuentran en un balance estrecho durante este período, 

y se obtiene un estado de equilibrio relativo del recuento de LT CD4+ y viremia plasmática a pesar de 

las tasas marcadamente altas de recambio de HIV y LT CD4+ [Henrard et al., 1995] (Figura 5). 

La población de células T CD4+ decrece paulatinamente hasta llegar a la fase clínica. Aquí, 

el sistema inmune se ve severamente afectado, haciendo al individuo susceptible de infecciones 

oportunistas. Los pacientes con infección por HIV avanzada presentan un recuento de LT CD4+ muy 

bajo, generalmente por debajo de 50-100 células/ml. La media de sobrevida en esta etapa en 

ausencia de terapia antirretroviral es de 12 a 18 meses [Yarchoan et al., 1991; Phillips et al., 1992; 

Easterbrook et al., 1993] (Figura 5).  

Con la introducción de HAART (Terapia antirretroviral de alta eficacia), la carga viral puede 

ser disminuida a valores indetectables (por debajo de 50 copias/ml de plasma) y recuperación del 

recuento de células T CD4+ que se acompaña con un importante aumento en la calidad y sobrevida 

de los pacientes [Piacenti, 2006]. El éxito en el tratamiento es monitoreado a través de la 

determinación de carga viral y recuento de células T CD4+ cada cuatro meses [Polis et al., 2001; 

Ghani et al., 2002; Haubrich et al., 2001; Yeni et al., 2002; Dybul et al., 2002]. El aumento de carga 

viral está asociado a veces a la aparición de variantes resistentes y conduciría a cambios en la 

terapia antirretroviral.  
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Figura 5. Curso natural de la infección por HIV. La etapa aguda se caracteriza por altos niveles de carga viral, descenso en 
el recuento de células CD4+ y ausencia de anticuerpos específicos. A medida que aparecen los linfocitos T CD8+ la viremia 
disminuye. La diversidad viral aumenta a lo largo del desarrollo de la enfermedad. El riesgo de transmisión es mayor cuando 
se establece la infección, durante las primeras semanas, y luego cuando la viremia vuelve a subir en la etapa de SIDA. La 
depleción de células CD4+ a nivel de las mucosas es constante a lo largo de la infección y no se recupera. Figura adaptada de 
Simon et al., 2006. 

 

6. Inmunidad innata y sistema de complemento. 

6.1 Inmunidad innata. 

La respuesta inmune integra mecanismos de la inmunidad innata y adaptativa. La inmunidad 

innata comprende, en primer lugar, barreras físicas y anatómicas: la piel y los epitelios de los tractos 

respiratorio, digestivo y genitourinario. Si la barrera impuesta por los epitelios a los microorganismos 

patógenos se supera, se establece en el organismo un foco infeccioso primario. A fin de hacerle 

frente, la inmunidad innata pone en marcha de inmediato un conjunto de mecanismos celulares y 

humorales [Fainboim, 2005)]. 

Entre los componentes celulares se destacan: neutrófilos, eosinófilos, macrófagos, células NK, 

células dendríticas, mastocitos y células endoteliales. 

Los mecanismos humorales involucran: el sistema del complemento, las proteínas de fase 

aguda, los interferones α y く. 
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6.2 Sistema de Complemento. 

Un importante componente humoral de esta inmediata reacción inmune es el sistema de 

complemento, un grupo de más de treinta proteínas, que constituyen el 15% de las globulinas 

séricas. La mayor parte de los componentes del sistema del complemento se encuentran 

normalmente en forma inactiva y su modo de activación involucra un potente mecanismo de 

amplificación. El sistema de complemento puede activarse por tres vías diferentes: vía clásica, vía 

alterna y vía de las lectinas. 

 Cascada de activación del sistema de complemento a través de la vía clásica.  

El C1, primer componente en la cascada de activación de la vía clásica, es un complejo 

multimolecular formado por C1q, C1r y C1s, que se pone en marcha cuando C1q se une al fragmento 

Fc de anticuerpos IgG o IgM, que hayan interactuado previamente con un antígeno polivalente. Sólo 

los anticuerpos que forman complejos inmunes con el antígeno pueden mediar la activación de esta 

vía. Esta unión provoca un cambio en su conformación, responsable de la activación de C1r. Al 

activarse C1r se genera, por un mecanismo autocatalítico, una actividad de serinoproteasa. Ésta 

induce la escisión y consiguiente activación de C1s. Con la activación de C1s se completa la primera 

etapa en la activación de la vía clásica. El C1s activado corta múltiples moléculas de C4 y origina dos 

fragmentos, C4a y C4b. La función fundamental del C4b es mediar la progresión de la cascada 

clásica de la activación. 

C4b permite la formación del complejo C4bC2. El componente C2, da lugar a la formación de 

dos fragmentos, C2a y C2b. Este último permanece asociado con C4b y forma el complejo C4b2b, o 

convertasa de C3 de la vía clásica. 

La C3 convertasa, escinde al C3 en dos fragmentos el C3a y el C3b. El C3b puede activar 

centenares de moléculas de C3, propiedad que le permite convertirse en el principal motivo de 

amplificación en la cascada de la activación de la vía clásica del complemento, no solo activando 

otras moléculas del complemento sino opsonizando patógenos o antígenos circulantes (Figura 6) 

[Fainboim, 2005; Speth, 2008; Stoiber., 2009]. 

 Activación del sistema de complemento a través de la vía de las Lectinas. 

La proteína de unión a manosa (MBL) es capaz de unirse a una amplia variedad de hidratos 

de carbono presentes en la superficie de los microorganismos. Esta interacción genera la activación 

de un complejo integrado por dos proteasas denominadas MASP-1 y MASP-2. Al activarse MASP-2 

-14-



Introducción 
 

 
escinde a los componentes C4 y C2 y da lugar a la formación de la convertasa de C3 (el complejo 

C4b2b). La convertasa C3 generará, C3b y C3a y dará lugar a la formación de la convertasa de C5, 

C4b2b3b (Figura 6) [Fainboim, 2005; Speth, 2008; Stoiber., 2009]. 

 Activación del sistema de complemento a través de la vía Alterna. 

Se activa en forma directa por ciertas estructuras presentes en los microorganismos o por 

previa activación de la vía clásica. Las moléculas de C3b generadas por activación de la vía clásica 

se unen de modo covalente a la superficie del blanco. En su presencia el factor B (homólogo al C2) 

se une a C3b y es escindido por el factor D. La escisión de B unido a C3b en la superficie de la célula 

diana forma el complejo bimolecular C3bBb (Figura 6). 

 

Las tres vías convergen en la activación de C3. El clivaje de C3 a C3b induce la formación de 

la C5 convertasa y la activación secuencial de los componentes de complemento C5, C6, C7, C8 y el 

montaje de varias moléculas de C9 forman el complejo de ataque a la membrana (CAM). La 

formación de CAM sobre la superficie de células infectadas o patógenas resulta en la muerte de los 

mismos por lisis osmótica.  

Para prevenir daños en las células no infectadas del huésped existen proteínas reguladoras de 

la activación del complemento que inhiben la activación del complemento en diferentes etapas 

[Stoiber., 2009]. Elementos claves de la cascada de complemento (C4, C3, C5 y formación de CAM) 

son controlados por diferentes proteínas reguladoras de la activación del complemento situadas en el 

plasma o localizadas en la membrana celular. Factores solubles tales como factor H actúan en 

concierto con proteínas ancladas en la membrana, tales como la proteína cofactor de membrana 

(membrane cofactor protein CMP,CD46), factor acelerador del decaimiento (decay accelerating factor 

DAF, CD55) y CD59 para proteger las células frente a una autodestrucción por el complemento. Otro 

mecanismo importante en el control de la cascada de complemento es la degradación de C3b a C3b 

inactiva (iC3b) y C3d. La proteína clave en este proceso es el factor I, una serinoproteasa soluble 

que requiere cofactores como el factor H, receptor para complemento 1 (CR1), proteína de unión a 

C4b o DAF para una inactivación eficiente de C3b. Aunque la inactivación de C3b interrumpe la 

cascada de complemento, iC3b y C3d contribuyen a la eliminación (clearence) de patógenos 

favoreciendo la fagocitosis [Stoiber., 2009]. 
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Figura 6. Componentes que intervienen en las tres vías de activación de complemento [Fainboim, 2005]. 

 

6.3 Funciones básicas del sistema complemento. 

El sistema de complemento cumple cuatro funciones básicas: 1) Producción de inflamación, 

mediante los componentes C3a y C5a, 2) Opsonización de los microorganismos, a través de C3b, 3) 

Mediación de un efecto citotóxico directo sobre diferentes tipos celulares, mediante los componentes 

C5-C9 y 4) Potenciación de la respuesta B, por medio de C3bi y productos de degradación. 

El depósito de C3b sobre la superficie del patógeno marca a la célula como extraña y brinda a 

los fagocitos un motivo adicional de reconocimiento. Este reconocimiento es mediado por el receptor 

específico para C3b, denominado receptor de complemento tipo 1 o CR1 (CD35). 

La opsonización de C3b señala al microorganismo como posiblemente patógeno. El CR1 no 

sólo reconoce C3b sino también C4b. Los fagocitos presentan también los receptores CR3 y CR4 

para el C3bi y sus productos de degradación, y actúan también favoreciendo la fagocitosis. 

Durante el desarrollo de un proceso infeccioso se liberan antígenos solubles, los cuales se 

unen a anticuerpos de tipo IgG específicos y forman complejos inmunes solubles, que deben ser 

depurados del torrente circulatorio para evitar su deposición en la membrana de vasos pequeños, 

proceso que puede originar diversas manifestaciones patológicas de naturaleza inflamatoria y 
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autoinmune (Fainboim L, 2005). 

La depuración de complejos inmunes se lleva a cabo mediante los siguientes pasos: 1) 

Activación de la vía clásica del sistema de complemento, 2) Unión del complejo 

(antígeno/anticuerpo/C3b) al CR1 expresado en los eritrocitos, 3) Transporte del complejo, por los 

eritrocitos, al hígado y bazo, 4) Eliminación del complejo inmune unido a la superficie del eritrocito 

por las células de Kupffer y los macrófagos esplénicos, mediante un proceso que no afecta la 

integridad del eritrocito 5) Degradación de los complejos inmunes por las células de Kupffer y los 

macrófagos esplénicos. 

 

7. Inmunoadherencia. 

En 1953, Nelson observó que bacterias como Treponema pallidum y Pneumococci se 

adherían a eritrocitos en presencia de anticuerpos específicos y complemento [Nelson, 1953]. Dicho 

fenómeno ocurría solamente con eritrocitos de primates, en presencia de anticuerpos específicos 

contra esas bacterias y complemento. Este hecho no fue observado con eritrocitos de oveja o de 

conejo, ni tampoco ocurría cuando los eritrocitos eran reemplazados por otros tipos celulares como 

plaquetas y leucocitos. De este modo definió la inmunoadherencia para describir la unión de 

microorganismos sensibilizados a los eritrocitos. 

Microorganismos intactos o fragmentos de microorganismos son reconocidos por anticuerpos 

específicos formando inmunocomplejos capaces de activar el complemento. Semejante a los 

microorganismos opsonizados los inmunocomplejos se adhieren a los eritrocitos.  

Los inmunocomplejos circulantes son acarreados por los eritrocitos de la circulación. Todos 

son extraídos de la circulación por un mismo camino, el receptor de inmunoadherencia llamado CR1 

o CD35 [Hess et al, 2003]. 

Las bacterias unidas a eritrocitos in vitro resultaban fagocitadas rápida y eficientemente por 

fagocitos, sugiriendo que una reacción similar ocurría in vivo, donde los patógenos unidos a 

eritrocitos podrían ser transferidos a células aceptoras como macrófagos tisulares en el hígado y 

bazo, lo que se demostró posteriormente [Nelson et al., 1953; Nelson et al., 1955; Fearon et al., 

1979; Fearon et al, 1980]. 

Infusiones de inmunocomplejos en monos Rhesus mostraron una unión a los eritrocitos en 

sólo 1 minuto y una limpieza en la circulación en sólo 5 minutos. Los inmunocomplejos no aparecían 
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detectables en el plasma después de su remoción de los eritrocitos [Edberg et al, 1987]. 

Recién en 1988 se demostró este fenómeno in vivo en humanos, cuando se encontró que el 

porcentaje de unión de complejos inmunes a los eritrocitos era directamente proporcional al número 

de CR1/eritrocitos presente en los hematíes de cada individuo. Posteriormente, al inyectar los 

inmunocomplejos formados in vitro a estos mismos individuos, se observó una limpieza rápida de los 

mismos sobre los eritrocitos (10,3 a 11% de complejos limpiados/minuto). Finalmente al inyectar los 

complejos inmunes, pero ahora opsonizados, unidos a eritrocitos autólogos en estos mismos 

individuos se encontró que una pequeña fracción de estos complejos era liberada de los eritrocitos 

dentro de los primeros minutos, pero los eritrocitos no eran eliminados de la circulación. Esto quiere 

decir que los hematíes no son secuestrados en el hígado ni en el bazo. Este fue el primer trabajo in 

vivo que demostró la limpieza de inmunocomplejos solubles en humanos y también demostró que 

tanto el complemento como el CR1 de los eritrocitos participan en la reacción de limpieza de 

complejos inmunes [Schifferli et al., 1988]. Otros experimentos in vitro demostraron una gran 

estabilidad entre los complejos inmunes-eritrocitos en chimpancés y que además conservaban su 

integridad [Kimberly et al., 1989; Edberg et al., 1992]. 

 

Estos trabajos pioneros demuestran la importancia que tiene la unión a eritrocitos en la 

limpieza de los antígenos circulantes. Sin embargo, están realizados mediante la síntesis in vitro de 

complejos inmunes y la selección por tamaño e inoculación en una sola dosis. Estas condiciones 

pueden representar pobremente lo que ocurre en pacientes con infección crónica, donde la relación 

antígeno/anticuerpo puede ser mucho menor. Por otro lado, en pacientes crónicos, los receptores 

CR1 pueden estar disminuidos y la producción de antígeno ser constante. Lo expuesto anteriormente 

demuestra la relevancia de la determinación de la presencia de virus, antígeno y anticuerpos en 

eritrocitos en pacientes con infección crónica. 

 

7.1 El receptor de inmunoadherencia, CR1 (CD35). 

El receptor de inmunoadherencia es una glicoproteína transmembrana (190-280 Kda) 

expresada sobre los eritrocitos, macrófagos, monocitos y células B entre otros tipos celulares. El 

dominio extracelular de la proteína está organizado en cuatro tandems, llamados repeticiones 

homólogas largas (RHLs), excepto para la RHL próxima a la membrana celular (RHLDs). Cada una 
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de las RHLs presentan un sitio de unión para las proteínas de complemento C3b y/o C4b [Klickstein 

et al., 1987]. También para las dos opsoninas: C1q y MBL (Figura 7).  

Cabe aclarar que los eritrocitos de primates no humanos no tienen receptor CR1, sino 

presentan un receptor pequeño de inmunoadherencia de 55-77 KDa o uno de 130-170 KDa, donde 

según la especie que se estudie se encuentran para algunos casos dominios homólogos al CR1 

humano [Birmingham et al., 1989a; Birmingham et al., 1989b; Nickells et al., 1995]. 

La afinidad de CR1 por C4b/C3b monoméricos es baja. El 68% de estas moléculas se 

encuentran distribuidas en clusters sobre la membrana de las células rojas; existen de 2 a 15 

moléculas de CR1 por cada cluster y un total de 100-1.000 CR1 por eritrocito [Pascaud et al., 1988]. 

Dicha distribución de CR1 sobre los eritrocitos aumenta la avidez de los complejos inmunes 

recubiertos de C3b. La alta avidez que permite este tipo de célula la señala como el principal 

mecanismo de depuración de complejos inmunes de la circulación. 

La deposición de C3b sobre los complejos inmunes tiene una importancia central en la 

inmunoadherencia, ya que la unión a CR1 depende del número de CR1 disponibles, de la 

distribución espacial de C3b en los complejos inmunes y de factores como el tamaño de los 

complejos inmunes, composición de componentes activados y las bases genéticas del individuo, ya 

que diferentes alelos están asociados con diferentes niveles de expresión de CR1 sobre la superficie 

celular. Todos estos factores contribuyen a la eficiencia con la que ocurre la inmunoadherencia.  

Experimentos in vitro han demostrado que complejos inmunes formados por moléculas de 

ADN de alrededor de 6.000 pb (dsADN) y anticuerpos.anti-ADN opsonizados pueden contener unas 

500 IgG y más de 100 moléculas de C3b por molécula de dsADN [Edberg et al., 1988]. La unión 

fuerte y estable de inmunocomplejos preparados con ADN de unas 1.500-6.000pb a eritrocitos de 

humanos y monos es rápida, observándose una unión completa en sólo 2 minutos lo que demuestra 

una alta eficiencia del sistema en cuanto a la unión de los complejos inmunes a los eritrocitos 

[Kimberly et al., 1989; Edberg et al., 1992; Emlen et al., 1989]. 

Además, CR1 es el mejor cofactor para la inactivación de C3b por el factor I del complemento 

[Ross et al., 1982]. Este último es una serinoproteasa sérica que circula en forma activa y escinde a 

los componentes C4b y C3b en fragmentos incapaces de formar convertasas funcionales; a fin de 

escindir a C4b se requiere que este componente haya reaccionado previamente con C4BP o CR1, 

los cuales actúan como cofactores de la reacción y a fin de escindir a C3b se requiere su interacción 
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previa con el factor H o CR1 [Fainboim, 2005]. 

En resumen, los mecanismos de inmunoadherencia a CR1 están mediados por la interacción 

de la opsonina central C3b y en menor medida por C4b, C1q y MBL. 

 
Figura 7: Estructura del receptor de inmunoadherencia CR1 (CD35). 

 

7.2 Transferencia de los inmunocomplejos del eritrocito a fagocitos. 

Existen varias teorías de cómo es la reacción de transferencia de los complejos inmunes del 

eritrocito a los fagocitos. La más aceptada es la siguiente: el primer paso en la reacción de 

transferencia es el reconocimiento del inmunocomplejo del eritrocito por el receptor para la fracción 

de Fc de las inmunoglobulinas de células fagocíticas. Esta unión puede ser seguida por una reacción 

en la que CR1 es clivado por proteasas asociadas a la membrana del receptor celular. De este modo 

el inmunocomplejo entero, incluyendo el CR1, es internalizado vía el receptor Fc de la célula 

fagocítica (como las células de kupffer en el hígado y macrófagos de bazo). Experimentos in vitro e in 

vivo realizados en primates no-humanos demostrarían esta hipótesis [Ripoche et al., 1986; Pascual 

et al., 1994; Sadallah et al., 1999; Lach-Trifilieff et al., 1999]. 

 

7.3 La inmunoadherencia en enfermedades humanas. 

Si bien el modelo de complejos inmunes y su mecanismo de unión a los eritrocitos ha sido 

extensamente estudiado, relativamente pocas investigaciones se han focalizado sobre qué tipo de 

antígeno está involucrado en la inmunoadherencia en enfermedades infecciosas humanas. El lupus 

eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune caracterizada por la presencia de 

numerosos anticuerpos no órgano específico, como anticuerpos anti-ADN o anticuerpos anti-C1q. 

Como el correspondiente antígeno está presente en el plasma es inevitable la formación de 

inmunocomplejos entre estos auto-anticuerpos y su antígeno blanco. Luego de su formación ocurriría 

la inmunoadherencia y la limpieza del complejo terminaría en los macrófagos de hígado y bazo.  

Aunque datos experimentales en primates sugieren que ante una formación excesiva de 
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complejos inmunes estos se depositarían en pequeños vasos como capilares glomerulares en los 

riñones [Hebert et al., 1994] la expresión de proteínas reguladoras del complemento en los 

glomérulos humanos son modificadas por algunos factores, entre ellos, el ataque del complemento 

dado por el depósito de complejos inmunes. Se podría pensar a los eritrocitos como un sistema 

buffer por proporcionar la inmunoadherencia previniendo las patologías formadas por la deposición 

de complejos inmunes en los tejidos de los individuos con LES. 

Se ha encontrado una inmunoadherencia ineficiente en individuos con LES activa, ya que se 

genera un círculo vicioso donde la presencia de complejos inmunes induce inmunoadherencia pero 

luego el sistema complemento es agotado permitiendo la deposición de inmunocomplejos en tejidos. 

Esta deposición activa nuevamente el complemento y de este modo vuelve a comenzar el circulo 

[Schifferli et al., 1989]. 

En individuos deficientes en C1q donde no funciona la vía clásica de complemento que 

impide la opsonización de complejos inmunes y por lo tanto no pueden ser limpiados por 

inmunoadherencia, se ha observado que más del 90% desarrollan enfermedad de Lupus [Bánki et 

al., 2005]. 

También se observaron altos niveles de factor reumatoideo en la infección crónica por el 

virus de la hepatitis C (VHC). Este interfiere en la inmunoadherencia por obstaculizar la unión de 

C3b-complejos inmunes a CR1. De este modo los complejos inmunes formados por virus, 

anticuerpos anti-virus y factor reumatoideo son más propensos a depositarse en tejidos, por lo que se 

observa una alta incidencia de vasculitis, artritis y glomerulonefritis ocasionada por complejos 

inmunes en la infección de VHC [Bánki et al., 2005]. 

 

8. Interacción de HIV con el sistema de complemento. 

8.1 Activación del sistema de complemento por HIV. 

El HIV puede activar directamente la vía clásica del complemento en ausencia de anticuerpos 

específicos, por la unión directa de C1q a la proteína de envoltura viral gp41 [Ebenbichler et al., 

1991]. Se ha propuesto un sitio principal de unión y dos sitios adicionales localizados en el dominio 

inmunodominante de gp41 [Quinkal et al., 1999; Stoiber et al., 1994]. Al igual que gp41 la 

glicoproteína de envoltura gp120 induce activación de la vía clásica, en ausencia de anticuerpos, 

como también de la vía de lectinas [Prohászka et al., 1995; Susal et al., 1996; Haurum et al., 1993].  
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Para la activación de la vía de lectinas por el virus de HIV, la unión de MBL a la partícula viral 

está dada por la presencia de altos contenidos de manosas sobre la gp120, los cuales activan la vía 

de lectinas. También hay que tener en cuenta que durante el proceso de brotación, el virus toma de 

la membrana celular proteínas que pueden tener alto contenido de carbohidratos y aportar en 

conjunto a la unión de MBL y de esta forma a la activación del complemento. 

De este modo, en el primer momento de la infección el HIV toma ventaja en activar el sistema 

de complemento en ausencia de anticuerpos específicos. Después de la seroconversion, con la 

consecuente presencia de anticuerpos específicos gatilla la activación de la vía clásica del 

complemento. 

 

8.2 HIV y la virólisis deficiente por parte del complemento. 

Si bien el sistema de complemento es fuertemente activado en la infección por HIV, la lisis de 

HIV mediada por complemento es algo ineficiente [Stoiber et al., 2001; Sullivan et al., 1996)]. Esto 

último es debido a la presencia de proteínas reguladoras del complemento como MCP (CD46), DAF 

(CD55), CD59 incorporadas a la envoltura viral durante el proceso de brotación [Saifuddin et al., 

1997]. Al igual que estas proteínas presentes en las células que el virus es capaz de infectar [Frank 

et al., 1996], reguladores del complemento asociados a la membrana están involucrados en la 

protección de HIV en contra de la lisis mediada por complemento (LMC). También interacciones del 

factor H (FH) con las proteínas de la envoltura viral han sido identificados: un sitio de unión del FH 

sobre la región constante del N-terminal de la gp120 y tres sitios de unión sobre la región homóloga 

de C3 de la gp41 [Pintér et al., 1995; Pintér et al., 1995a; Stoiber et al., 1995]. La importancia del FH 

en la protección de HIV de lisis mediada por complemento está enfatizada en la capacidad de los 

sueros sin FH a inducir lisis mediada por complemento de HIV [Stoiber et al., 1996]. 

Como consecuencia de la lisis ineficiente mediada por complemento el virus así opsonizado 

se presenta in vivo como virus infectivo [Dopper et al., 2003; Bánki et al., 2005]. La presencia de 

proteínas del complemento sobre la superficie del HIV permite la interacción del virus con receptores 

del complemento (RC) expresados en células. 

 

8.3 Facilitamiento de la infección en cis.  

El requerimiento para favorecer una infección en cis es la co-expresión de receptores de 
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complemento y/o FcR, CD4 y CXCR4 o CCR5 sobre la misma célula [Stoiber., 2009]. 

La opsonización de patógenos con fragmentos del complemento (por ejemplo C3b, iC3b y 

C3d) generalmente contribuye a la limpieza y eliminación de virus/antígenos por unión a receptores 

del complemento expresados en células. En el caso de HIV la opsonización del complemento parece 

ser una ventaja en la infección de células permisivas. El facilitamiento de la infección por los 

receptores de complemento CR1+ CR2+ ha sido observado para líneas celulares de origen T 

[Mouhoub et al., 1996; Zhou et al., 1996; Robinson et al., 1990; Robinson et al.1988] y B [Tremblay et 

al., 1990; Gras et al., 1993] así como también para cultivos primarios de linfocitos B [Delibrias et al., 

1994]. En la mayoría de los estudios in vitro es requerido además la expresión simultánea de CD4 

para una infección productiva, aunque algunos estudios indican infección independiente para CR2+ 

[Boyer et al., 1991]. En células MT2 se observó un aumento de infección con HIV opsonizado y este 

no se observó cuando se trata previamente el cultivo celular con péptidos contra el sitio de unión de 

C3d sobre CR2. Esto demuestra un aumento en la infección viral dependiente de los receptores para 

complemento (Figura 8). 

CR3 también media el facilitamiento de la infección en cis [Pruenster et al., 2005; Bouhlal et 

al., 2007] y sus posibles target celulares incluyen monocitos, macrófagos y células dendríticas 

(Figura 8). Muchos aspectos de la interacción entre HIV y CR3 no se han dilucidado aún. Con 

respecto a esto último se ha demostrado la activación de la replicación viral de monocitos derivados 

de pacientes infectados, que fueron incubados con anticuerpos monoclonales o fragmentos de C3 

observándose una translocación de NFkB [Frank et al., 1996; Thieblemont et al., 1995; Griffin et al., 

1991]. 

Similar al facilitamiento de la infección por receptores de complemento los FcR median el 

incremento en la infección dependiente de anticuerpos [Takeda et al., 1988; Laurence et al., 1990]. 

La interacción de virus opsonizado con anticuerpos resulta en favorecer o inhibir la infección 

dependiendo del subtipo de FcR, isotipo de anticuerpo y su especificidad o del virus mismo y 

requiere futuros estudios. 

Esto demuestra un aumento en la infección viral dependiente de los receptores para 

complemento expresados en las líneas celulares y células primarias. 
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8.4 Facilitamiento de la infección en trans. 

El facilitamiento de la infección en trans se observa cuando se expresan receptores de 

complemento o FcR sobre células no permisivas para la infección, debido principalmente a la falta de 

CD4 o a un adecuado receptor de quemoquinas. Sin embargo, son capaces de unir y transferir con 

alta eficiencia virus infectivo a células que son permisivas a la infección [Stoiber ., 2009]. 

 

 

 

Estudios in vitro e in vivo han demostrado que receptores de complemento en eritrocitos, 

células B y células dendríticas foliculares (CDFs), células CD8+, plaquetas y neutrófilos unen y 

transportan HIV permitiendo la transmisión de virus a células permisivas (Figura 8) [Cameron et al., 

1992; Pohlmann et al., 2001; Jakubik et al., 2000; Olinger et al., 2000; Moir et al., 2000]. 

Las CDFs toman antígenos en forma de fragmentos de complemento conteniendo complejos 

inmunes. Como otros antígenos HIV se une a CDFs en los centros germinales de tejido linfoide y 

representa un gran reservorio viral en individuos infectados [Rácz et al., 1986; Burton et al., 2002]. Si 

bien bajo terapia antiretroviral de alta eficacia (HAART) el pool de HIV asociado a linfocitos T 

desaparece luego de seis meses de comenzado el tratamiento, se ha observado ARN viral asociado 

a CDFs en algunos de los centros germinales [Cavert et al., 1997]. 

Por otra parte, células B circulantes llevan HIV opsonizado sobre su superficie, adherido al 

receptor de complemento CR2 (Figura 8), pudiendo entrar en tejido linfoide donde consigue un 

contacto con células T CD4+. La interacción directa de células B y T en nódulos linfoides posibilita la 

infección por transmisión de HIV de la superficie de células B a T. La transmisión de virus de células 

B a T ha sido demostrada in vitro [Jakubik et al., 1999; Doepper et al., 2000]. 

Figura 8. Procesamiento de los 
fragmentos de C3 en la superficie de 
patógenos. La C3 convertasa cliva a 
C3 para generar la anafilitoxina C3a y el 
fragmento C3b. El fragmento C3b es 
unido covalentemente al patógeno y es 
inactivado por FI en colaboración con 
co-factores (FH, CR1, MCP) y es 
generado iC3b. iC3b es clivado por FI y 
CR1 dando como resultado la formación 
de C3d en la superficie de HIV. La 
secuencia generada por los fragmentos 
de C3 pueden unirse a distintos 
receptores de complemento. C3b 
interactúa con alta afinidad con CR1, 
iC3b con CR3 y C3d con CR2. 
Adaptado de Stoiber et al., 2008. 
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También ha sido reportado que las células dendríticas CD4+/CR3+ transmiten con alta 

eficiencia virus a monocitos y macrófagos derivados de monocitos [Pruenster et al., 2005; Bouhlal et 

al., 2007]. Esta transmisión también se ha observado a corto y largo plazo a células T [Wilflingseder 

et al., 2007]. 

De este modo, las interacciones de HIV con el sistema de complemento facilitarían la 

diseminación e infección de HIV por lo que se puede pensar en nuevos blancos para la terapia 

antiretroviral.  

 

9. HIV y eritrocitos. 

El HIV puede adherirse in vitro al receptor CR1 de los eritrocitos a través de la deposición de 

complemento sobre el virus formando parte de complejos inmunes [Montefiori et al., 1994]. También 

se han encontrado partículas virales capaces de unirse a eritrocitos en presencia de complemento y 

ausencia de anticuerpos, aunque en menor proporción [Horakova et al., 2004]. Asimismo se ha 

encontrado una afinidad química con el receptor DARC (receptor de antígeno Duffy) presente en los 

hematíes [Craig et al., 2005; He et al., 2008]. 

La adherencia mediada por complemento es abolida cuando el sistema de complemento es 

bloqueado, al igual que utilizando in vitro sueros deficientes en C1q o C2 para reconstituir 

inmunocomplejos-HIV y unirlos a eritrocitos. También al tratar los eritrocitos con anticuerpos anti CR1 

previo a la unión de complejos inmunes-HIV, la unión es abolida, por lo que la adherencia de HIV a 

los eritrocitos que involucra complemento, necesita al sistema de complemento en perfecto estado 

además del receptor CR1 [Horakova et al., 2004].  

Existen evidencias que estos complejos inmunes unidos a eritrocitos son transferidos a 

macrófagos por medio de la pérdida de inmunocomplejo-receptor presentes sobre los hematíes y 

existiría una competencia entre la fagocitosis de los eritrocitos y los inmunocomplejos asociados a 

ellos por parte de los macrófagos esplénicos y hepáticos. En general, este ciclo de eliminación de 

complejos inmunes de la circulación sistémica es beneficioso para el huésped. Sin embargo, en el 

caso de la infección por HIV, el virus contenido dentro de los complejos, con su capacidad infecciosa 

intacta, podría "tomar ventaja" de ser transportado a células hepáticas y esplénicas susceptibles de 

infección. En base a esto, se especula que los eritrocitos alimentarían este reservorio viral en el 

transcurso de la fase clínica de la enfermedad [Hess et al., 2002], habiéndose verificado a favor de 
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esta hipótesis que los pacientes infectados con HIV presentan una activación de C3 aumentada, y 

una presencia del receptor CR1 en los hematíes disminuida [Tausk et al., 1986]. Ambas alteraciones, 

en forma coordinada, aseguran un alto y continuo número de complejos inmunes circulantes, lo que 

sustentaría el ciclo de posible alimentación del reservorio descrito. 

En un estudio en pacientes infectados tratados con HAART [Hess et al, 2002] se analizó la 

carga viral asociada a eritrocitos. En 23 de 82 pacientes, los dosajes de virus en plasma habían 

permanecido por debajo del límite de detección (menos de 20 copias por ml) durante más de 32 

meses, mientras que en las muestras eritrocitarias correspondientes, se observaron hasta 80.000 

copias del ARN viral por ml de sangre completa. Finalmente, se ratificó la condición infecciosa de 

esta población celular en líneas celulares susceptibles. Por lo que Hess y col aseguraron la presencia 

de HIV en eritrocitos y que ocurre una continua replicación viral durante la terapia antirretroviral [Hess 

et al, 2002]. Por el contrario Fierer y col. no encontraron RNA-HIV asociado a eritrocitos en pacientes 

que presentaban carga viral en plasma indetectable por largo periodo de tiempo, sugiriendo que los 

resultados hallados por Hess y col. podrían deberse a una contaminación de los eritrocitos 

purificados con otros tipos celulares que portaban RNA-HIV [Fierer et al., 2007]. 

Si bien existen divergencias acerca de si se puede demostrar la presencia de HIV unido a 

eritrocitos en personas infectadas, hay evidencias indirectas que sugieren que dicha unión ocurre en 

individuos infectados. Se ha encontrado que durante la progresión de la enfermedad de SIDA existe 

un significativo decrecimiento de la expresión de CR1 sobre eritrocitos de pacientes HIV positivos 

[Jouvin et al., 1987]. Sumado a esto hay evidencias de clivaje proteolítico de CR1 en pacientes que 

padecen SIDA. Sin embargo, los mecanismos exactos en la reducción de CR1 sobre las células rojas 

aún no están claros [Pascual et al., 1994]. 

Otro rol de CR1 sobre los eritrocitos en la patogenia de HIV, está asociado al factor I, por 

medio del clivaje del fragmento C3b a iC3b y C3d sobre la superficie del eritrocito y de este modo 

podría liberarse el virus de los hematíes. La actividad de co-factores en la superficie de los hematíes 

con CR1 permitiría que el factor I medie la conversión de proteínas del complemento sobre la 

superficie de HIV y de este modo, cambiando el patrón de opsoninas por un procesamiento 

secuencial de fragmentos de complemento sobre la partícula viral, permitiría a esta interactuar con 

un amplio espectro de tipos celulares que expresen diferentes tipos de receptores para fragmentos 

del complemento. Ha sido demostrado in vitro que HIV opsonizado y unido a eritrocitos puede ser 
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liberado mediante el pasaje de C3b a C3d y ser transferido a células B por unión a CR2 y 

posteriormente el virus infectivo ser transferido a células T. Toda esta transferencia sería gracias a la 

acción del Factor I [Bánki et al., 2006]. 

Si bien en el torrente sanguíneo hay más virus asociado por células blancas que por 

eritrocitos, el mayor número de eritrocitos presente en la sangre hace que este tipo celular sea visto 

como una mayor fuente de ARN viral, y por lo tanto como virus infeccioso transmisible [Hess et al., 

2002]. 

 

10. Infección de HIV a macrófagos y células de kupffer. 

La capacidad de HIV de infectar macrófagos y otros tipos de células presentadoras de 

antígenos (CPA) juega un rol determinante en el establecimiento, persistencia y patogenia de la 

infección. Los macrófagos juegan un rol central en la defensa y el control de infecciones y en la 

destrucción directa de patógenos invasores mediante la secreción de citoquinas capaces de inhibir 

su replicación o activar otras armas de la respuesta inmune innata o adaptativa. La infección de 

macrófagos por patógenos intracelulares, como el HIV, podría perjudicar sus funciones y alterar el 

patrón de producción de citoquinas, resultando en inflamación crónica y daño tisular. Los macrófagos 

infectados con HIV parecerían ser resistentes a los efectos citopáticos del virus cuando se los 

compara con los linfocitos T CD4+. Esta resistencia y su vida media prolongada los constituyen como 

reservorio en la infección persistente. La capacidad de los macrófagos para migrar a los órganos y 

sobrevivir en los tejidos los hace potenciales transportadores de virus infectivo. Además, su 

interjuego como CPAs o como fuente de citoquinas quimiotácticas con células T CD4+ podría 

favorecer la transmisión de virus intercelular. Por lo tanto, los macrófagos juegan un rol ambiguo en 

la infección por HIV, actuando como sistema de defensa antiviral o bien como blanco del virus 

[Verani et al., 2005].  

Las cepas macrofagotrópicas del HIV son las que inician la infección, predominando durante 

gran parte de la primera fase. Los monocitos y macrófagos son células que juegan un papel 

fundamental en la infección por el HIV. Ruibal-Ares et al., 2001 estudiando monocitos/macrófagos 

derivados de células mononucleares de sangre periférica de pacientes infectados, pudieron 

demostrar la replicación de HIV principalmente en este tipo celular. Además, Levy., et al 1998, han 

encontrado que este tipo celular es un importante reservorio especialmente en pacientes tratados. 
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Monocitos funcionalmente defectivos han sido descriptos en individuos infectados por muchos años 

con HIV. Algunas funciones de monocitos/macrófagos tales como presentación de antígeno, 

destrucción o fagocitosis intracelular del patógeno, son afectadas por la infección con el HIV [Verani 

et al., 2005].  

El HIV puede entrar al macrófago a través de la unión de la glicoproteína viral gp120 al CD4 y 

al receptor de quemoquina CCR5, fusionando su envoltura con la membrana celular. El nivel de 

expresión del co-receptor en la superficie celular es un factor determinante para la susceptibilidad a 

la infección por HIV de macrófagos derivados de monocitos. La falta de expresión de la molécula de 

CCR5 en la superficie celular vinculada a una mutación homocigota CCR5Δγ2 bloquea la entrada de 

virus R5 en células T CD4+ y en macrófagos derivados de monocitos [Connor et al., 1996; Paxton et 

al., 1996; Liu et al., 1996]. Los genotipos heterocigotas para CCR5Δγ2 también se han asociado con 

una disminución de la sensibilidad de macrófagos derivados de monocitos a la infección por virus R5 

[Bol et al., 2009; Ometto et al., 1999].  

También se ha demostrado la entrada viral por macropinocitosis que es un proceso 

endocítico que no requiere ninguna unión a la superficie celular donde el liquido extracelular es 

secuestrado por prolongaciones celulares [Maréchal et al., 2001; Amyere et al., 2002]. Poco después 

de la exposición de HIV a los macrófagos y con independencia de la interacción de gp120-receptor, 

partículas virales son visibles en vesículas intracelulares llamadas macropinosomas. La mayoría de 

los viriones son posteriormente degradados. Sin embargo, una fracción de ellos que es internalizada 

por vesículas intracelulares escapa a la destrucción y conduce a una infección productiva (Marechal 

et al., 2001). Este proceso requiere una balsa lipídica intacta, y en particular la correcta cantidad y 

distribución de las moléculas de colesterol.  

Los macrófagos también expresan receptores para la porción Fc de las inmunoglobulinas 

(IgG), llamados FcけR [Jungi et al., 1986]. FcけR forman una familia de proteínas integrales de 

membrana que puede activar o inhibir las funciones celulares. La activación de estos receptores 

expresados en macrófagos son el receptor de alta afinidad para IgG monomérica FcけRI (CD64) y dos 

de baja afinidad que se unen sólo a los inmunocomplejos formados por antígeno-anticuerpos FcけRII 

(CDγ2) y FcけRIIIA (CD16). La agregación de los FcけR tras la unión de los inmunocomplejos 

desencadena la activación de las principales respuestas a patógenos (endocitosis, fagocitosis y 

producción de citoquinas) [Bergamaschi et al., 2010]. CR3 (CD11b/CD18) y CR4 presentes en la 

-28-



Introducción 
 

 
membrana de los macrófagos [Stoiber et al., 2008] resultan ser una alternativa al ingreso viral, ya que 

se ha observado infección productiva mediada por HIV opsonizado por complemento y se ha 

demostrado un bloqueo del efecto potenciador del complemento a la infección, por el bloqueo de la 

función F (ab) '2, fragmentos de anticuerpos monoclonales anti-receptores [Thieblemont et al., 1993; 

Bouhlal et al., 2001, Verani et al., 2005]. El nivel de los complejos inmunes circulantes (CIC) son 

elevados en los pacientes HIV-positivos (CIC incluyendo anticuerpo especifico-HIV) [Carini et al., 

1987; Tausk et al., 1986]. Los complejos inmunes de HIV facilitan la entrada viral a través de los 

receptores Fc y de complemento [Homsy et al., 1989; Takeda et al., 1990].  

Los macrófagos también presentan sobre sus membranas el receptor de manosa de los 

macrófagos (MMR) que es un receptor importante en la inmunidad innata cuya función es reconocer 

patrones terminalmente manosilados de partículas extrañas. Dado que cerca de la mitad de los 

carbohidratos de gp120 están manosilados terminalmente HIV puede unirse a los macrófagos por 

ellos. Aproximadamente el 60% de la asociación inicial de HIV con macrófagos es mediada por 

MMR. Se ha observado que al bloquear dichos receptores se ve disminuida la transmisión de HIV de 

macrófagos a células T en co-cultivos [Niguyen., et al 2003; Stahl et al., 1998]. 

Los macrófagos hepáticos (células de Kupffer) de individuos HIV positivos pueden presentar 

proteínas de HIV. Biopsias de individuos HIV positivos y de macacos infectados con el virus de la 

inmunodeficiencia simiana (SIV) han mostrado que las células de Kupffer están enriquecidas por 

proteínas de HIV y SIV respectivamente y dichas células son infectadas preferentemente sobre otras 

células hepáticas [Housset., et al 1990; Cao., et al 1992; Hufert., et al 1993]. Además, las células de 

Kupffer humanas y de macacos soportan una infección productiva in vitro [Persidsky et al., 1994; 

Schmitt., et al 1990a; Schmitt., et al 1990b;]. Las células de Kupffer representan la mayor reserva de 

macrófagos fijos en el cuerpo [Balagopal., et al 2009]. Se ha visto que la función de dichas células es 

afectada por la infección de HIV. La infección por HIV puede alterar el tráfico y la migración de las 

células de Kupffer y sus precursores a los sitios de destino en el hígado, como así también la perdida 

de las células de Kupffer por muerte celular programada debido a efectos citotóxicos directos de HIV 

o como resultado de factores virales solubles o del huésped.  

Balagopal., et al 2009, han demostrado en personas co-infectadas HIV-HCV, que la densidad 

de las células de Kupffer es menor en personas que cursan una inmunosupresión comparada con 

aquellas que presentan un número preservado de linfocitos CD4+. En un subconjunto de 
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participantes que recibieron HAART y presentaron reconstitución inmune observaron un incremento 

en la densidad de las células de Kupffer junto con el conteo de linfocitos CD4+. 

Las células de Kupffer junto a los macrófagos de bazo presentan un estrecho contacto con 

los eritrocitos debido al mecanismo de captación de los complejos inmunes presentes sobre la 

membrana de los eritrocitos [Schifferli et al, 1988]. La capacidad de clearence de estas células es 

grande y ocurre rápidamente. Praaningvandalen et al., 1981 luego de inyectar lipopolisacaridos por 

vía intravenosa a ratas observaron que la mayoría de estos fue limpiado por el hígado, y casi todo 

fue encontrado en las células de Kupffer. En el caso de virus simiano Zhang et al., 1999 realizando 

infusión de partículas de SIV en macacos observaron que los viriones del plasma fueron aclarados 

en unos 3,3 minutos, donde se encontraron niveles detectables de RNA-SIV en los nódulos linfáticos, 

pulmón, bazo e hígado. Sin embargo solo el 1 a 10% o menos se encontró en los tejidos, lo que 

indica que la gran mayoría de las partículas infundidas habían sido degradadas en un periodo corto 

de tiempo. La rápida eliminación de virus demostrada es aplicable a los pacientes HIV positivos 

[Zhang et al., 1999]. 

Hay evidencia de que el HIV unido a eritrocitos puede infectar en trans a células 

mononucleares de sangre periférica y a distintas líneas celulares [Olinger et al., 2000; Bánki et al., 

2006; He et al., 2008; Beck et al., 2009; Beck et al., 2011]. A pesar de la importancia de los 

macrófagos en la infección por HIV y el estrecho contacto que tienen con los eritrocitos, no se ha 

estudiado la capacidad del virus unido a eritrocitos de infectar dichas células. 

 

 

Como se desprende del análisis de los párrafos precedentes, el virus unido a eritrocitos 

podría jugar un rol importante en la infección por HIV. Sin embargo, la detección del HIV asociado a 

eritrocitos en individuos infectados ha sido discutida. Además, algunos de los trabajos publicados son 

difíciles de extrapolar a los pacientes infectados. El objetivo de esta tesis fue realizar un estudio más 

profundo en vías de corroborar que el HIV puede unirse a los eritrocitos de pacientes, explorar si su 

determinación podría contribuir a mejorar el seguimiento de los pacientes y que rol patofisiológico 

cumple dicha unión en la patogenia de HIV. 
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Es sabido que las partículas del HIV pueden unirse a los eritrocitos in vitro por al menos tres 

mecanismos: unirse al receptor CR1 de la membrana eritrocitaria por medio de las proteínas del 

sistema de complemento en presencia o ausencia de anticuerpos o por unión directa al antígeno 

DARC (Duffy) presente en los eritrocitos [Horakova et al., 2004; Lachgar et al., 1998; He W et al., 

2008; Beck et al., 2009]. Se ha observado que los individuos HIV positivos muestran un aumento en 

la activación de C3 y disminución del número de CR1 en las membranas de los hematíes [Tausk et 

al., 1986; Cohen et al., 1988]. Esta es una evidencia probable de que la inmunoadherencia puede 

ocurrir in vivo. Incluso el HIV asociado a eritrocitos podría jugar un rol importante como intermediario 

de la infección de linfocitos T, monocitos, macrófagos de hígado y bazo y otras células susceptibles a 

la infección [He et al., 2008; Beck et al., 2009; Olinger et al., 2000; Hess et al., 2002; Bánki et al., 

2006]. Sin embargo, la importancia de la asociación entre HIV y los eritrocitos en individuos 

infectados no ha sido aun dilucidada. Hasta la fecha, sólo dos estudios sobre RNA-HIV asociado a 

eritrocitos han sido publicados, con resultados controversiales. 

Teniendo en cuenta lo antes descrito, se plantea: 

Objetivos generales  

 Comprobar que la unión de HIV a eritrocitos ocurre y es demostrable en los individuos 

HIV positivos. 

 Determinar la contribución a la dinámica viral y el rol patofisiológico de los eritrocitos en 

la infección por HIV. 

En referencia a la unión del HIV al eritrocito en individuos infectados se plantea como 

hipótesis que la misma ocurre y se evidencia por la presencia de antígenos virales, de ácido nucleico 

y/o de anticuerpos específicos asociados a los eritrocitos de dichos pacientes. 

Con respecto a la dinámica viral, dado al número elevado de eritrocitos en la circulación, 

estos proveerían una gran superficie para unir y transportar virus y seguir capturando virus a medida 

que circulan. La unión de HIV a las células rojas podría contribuir a disminuir el HIV que se encuentra 

en circulación, que se traduciría en subestimar la carga viral. Por el otro lado, el pool viral que 

transportarían los eritrocitos los constituirían en potenciales transportadores de virus infectivo.  

Para corroborar las hipótesis postuladas se propusieron los siguientes  

Objetivos específicos 

 Analizar la presencia de antígeno y ácido nucleico viral asociado a eritrocitos en 
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individuos HIV positivos cursando distintos estadios virológicos. 

 Determinar la relación entre antígeno y carga viral en plasma con respecto a antígeno y 

carga viral en eritrocitos.  

 Estudiar la captura viral de eritrocitos de individuos infectados en comparación con 

individuos no infectados.  

 Estudiar la presencia de anticuerpos específicos para HIV en eritrocitos.  

 Estudiar si la asociación de HIV a eritrocitos afecta la infectividad y la carga viral en el 

plasma. 

 Reproducir las distintas formas de unión del HIV a eritrocitos in vitro. 

 Estudiar la infectividad del HIV unido a eritrocitos sobre macrófagos derivados de 

monocitos como modelo de infección a macrófagos de hígado y bazo del sistema 

retículo endotelial. 
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Poblaciones estudiadas. 

Los individuos HIV positivos que participaron de este estudio asistieron al Centro Nacional de 

referencia para el SIDA para la determinación de carga viral en plasma. Al igual que los individuos 

HIV negativos, todos mayores de 21 años, fueron invitados a participar del estudio. El protocolo fue 

aprobado por el Comité de Ética de la Universidad de Buenos Aires y cada participante firmó un 

consentimiento informado. 

Individuos HIV positivos para el estudio de antígeno asociado a eritrocitos. 

Doscientos treinta y cuatro individuos HIV positivos fueron reclutados y ciento doce 

participantes HIV positivos fueron clasificados en dos grupos de acuerdo al valor de sus tres CVp 

durante los 12 meses previos al estudio. El primer grupo incluyo 71 individuos con CVp≥50 copias/ml 

en al menos una muestra durante este periodo. El segundo grupo incluyo 41 individuos con CVp<50 

copias/ml en todas las muestras obtenidas durante el mismo periodo. Ochenta y ocho individuos HIV-

negativos fueron reclutados como controles. 

Individuos HIV positivos para la determinación de anticuerpos IgG anti HIV asociados a 

eritrocitos. 

Setenta y cinco individuos HIV positivos fueron reclutados, para la determinación de los 

anticuerpos IgG anti HIV asociado a eritrocitos, y su determinación de carga viral en plasma. A 48 de 

estos 75 pacientes se les realizó el ensayo de captura viral (11 de estos 48 participaron en el ensayo 

de inhibición de la captura viral). A otros 12 de los 75 individuos se le determinó el antígeno p24 

asociado a eritrocitos. Un total de 37 muestras de otros individuos HIV positivos fueron utilizadas 

como controles, ocho de estas últimas fueron empleadas en la determinación de la concentración de 

anticuerpos asociados a eritrocitos.  

 

Procesamiento de las muestras 

Las muestras fueron obtenidas por punción venosa utilizando EDTA como anticoagulante. 

Los eritrocitos fueron procesados el mismo día de la extracción de sangre. Las muestras de sangre 

entera fueron centrifugadas a 1.400g por 10 minutos. El plasma fue congelado para las 

determinaciones correspondientes de CVp, Ag-P, o IgG anti HIV. El buffy coat fue descartado, 

obteniéndose la fracción enriquecida de eritrocitos. 

Purificación de eritrocitos. 
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Un mililitro de la fracción enriquecida de eritrocitos fue diluida al medio en PBS, seguido de la 

adición de Dextran 4% (PM 200.000-275.000, Biochemical), se mezcló por inversión y se dejo en 

posición vertical por 30 minutos a temperatura ambiente. Los eritrocitos sedimentados fueron lavados 

4 veces en PBS. En cada lavado, el sobrenadante y la interfase fueron aspiradas y descartadas. 

Como control del proceso de lavado, el sobrenadante del último lavado de los eritrocitos (Ag-L) fue 

congelado para la determinación de antígeno p24 o para la determinación de anticuerpos específicos 

asociados a eritrocitos. Después de la sedimentación, todo el proceso fue realizado a 4 ºC. Las 

condiciones de baja temperatura permitieron una recuperación seis veces mayor de antígeno que las 

obtenidas a temperatura ambiente. La mediana de la concentración final de eritrocitos en la fracción 

purificada fue de 7.78 106 eritrocitos/l (RIC 7.24 106- 8.90 106). Se estimó un leucocito contaminante 

por cada 44.000 eritrocitos. Las muestras fueron depletadas de leucocitos en 93.6% comparado a 

sangre entera (mediana residual de leucocitos: 175/l; mediana residual de linfocitos: 58/l; mediana 

residual de linfocitos CD3+ CD4+: 27/l). 

En algunos casos los eritrocitos de individuos HIV positivos fueron purificados a partir de la 

fracción enriquecida de eritrocitos utilizando una mezcla de esferas magnéticas recubiertas por 

anticuerpos anti CD4 y CD8 (BD Biosciences), obteniéndose una depleción de leucocitos de 98.0% 

en comparación con sangre entera (mediana residual leucocitos: 100/l; mediana residual linfocitos: 

11/l; mediana residual linfocitos CD3+ CD4+: 3/l). Para comprobar la presencia de antígeno p24 

asociado a eritrocitos en pacientes HIV positivos y para todos los casos en los que se utilizaron los 

eritrocitos en infecciones virales a partir de la fracción enriquecida de eritrocitos se emplearon 

esferas magnéticas recubiertas con anticuerpos anti CD3 (DYNAL) obteniéndose una depleción de 

leucocitos del 99%. 

Purificación de eritrocitos por perlas magnéticas con anticuerpos específicos anti-CD3. 

Para los experimentos con infecciones virales se realizo la purificación de eritrocitos 

utilizando perlas magnéticas con anticuerpos adheridos anti CD3, de modo de mantener la viabilidad 

y disminuir la contaminación con linfocitos T. En el caso de infección a células MT2 se utilizaron 

eritrocitos de individuos HIV negativos y para las infecciones a macrófagos derivados de monocitos 

(MDM) se utilizaron los eritrocitos pertenecientes al mismo dador de buffy coat, para que no se 

produzca ninguna incompatibilidad al momento de realizar las infecciones dejando en contacto MDM 

y eritrocitos. 
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A partir de 2ml de la fracción enriquecida de eritrocitos en el caso de muestras de individuos 

no infectados o a partir de 3ml de buffy coat lavado con solución fisiológica. Las células fueron 

lavadas a 1.200 rpm 5 minutos, 2 veces, descartando el sobrenadante y la capa superior del 

precipitado para remover las células blancas. Luego se realizo la purificación negativa incubando las 

células con las perlas magnéticas. Se logro una concentración de 1.106 eritrocitos/l de eritrocitos 

purificados. La pureza fue evaluada por citometría de flujo utilizando el tritest CD3/CD4/CD8 

obteniéndose una media residual de 1 linfocito CD3+ CD4+/l de eritrocitos purificados, media de 1 

linfocito CD3+ CD8+/l de eritrocitos purificados. Si no se logra dicha purificación, se vuelve a 

realizar el mismo proceso, en caso que la purificación no sea óptima, las células fueron descartadas. 

 

Liberación de antígeno asociado a eritrocitos. 

Los eritrocitos fueron sometidos a tratamiento ácido para liberar el antígeno asociado a 

eritrocitos. Para lo cual, 750l de buffer glicina–HCl (pH 3.2) fue añadido a 250l de eritrocitos 

purificados a temperatura ambiente y centrifugados a 470g por 5 minutos. El sobrenadante fue 

neutralizado a pH 7.2 con NaOH 0.1N y se mantuvo a -20 ºC. El tratamiento glicina–HCl también se 

realizó sobre el plasma y el sobrenadante del último lavado de los eritrocitos (Ag-L) de cada muestra 

de eritrocitos. El antígeno p24 fue determinado en todas las fracciones (Ag-P, Ag-E y Ag-L). 

Con el fin de determinar si el tratamiento acido afecta el ensayo de determinación de 

antígeno p24, eritrocitos purificados de individuos HIV negativos fueron incubados con una cantidad 

conocida de antígeno p24 recombinante, y se sometió al tratamiento glicina-HCl bajo las mismas 

condiciones ensayadas determinándose que el tratamiento ácido no afecta la medición de antígeno 

p24. 

 

Determinación de antígeno p24. 

El antígeno p24 fue determinado por ELISA (Murex HIV antigen Mab, Abbott). Cálculo del 

punto de corte (“cut off”): a) Ag-P: de acuerdo al fabricante; b) Ag-E: absorbancia media obtenida 

después del tratamiento glicina-HCl en el sobrenadante de eritrocitos purificado de 15 individuos HIV 

negativos más dos desvíos estándar (SD); c) Ag-L: absorbancia media del sobrenadante obtenido del 

último lavado de los eritrocitos de 15 individuos HIV negativos, luego de realizarle el tratamiento con 

glicina-CHl, mas dos desvíos estándar (SD). El límite de detección para el ensayo de ELISA fue de 5 
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pg de antígeno p24. Para la cuantificación, el mínimo requerido fue de 5 pg de antígeno p24 en 

plasma y de 20 pg para Ag-E. 

 

Determinación de carga viral.  

La carga viral en plasma fue ensayada por la tecnología de branched DNA (b-DNA) con un 

límite de detección de 50 copias de ARN-HIV (Versant HIV-1 RNA 3.0, Siemens Healthcare 

Diagnostics Inc.,Tarrytown, NY). Para la medición de la carga viral asociada a eritrocitos, a partir de 

eritrocitos purificados con perlas magnéticas recubiertas con anticuerpos anti-CD3, se extrajo RNA a 

partir de 1 mililitro de eritrocitos purificados usando TRIZOL (TRIzolH Reagent, Invitrogen) y se los 

sometió a la determinación de carga viral en el paso de captura de RNA. Con el fin de determinar si 

la extracción de ARN con TRIZOL afecta la determinación de carga viral, eritrocitos purificados de 

individuos HIV negativos fueron incubados con una con cantidades conocidas de virus 

correspondientes a la cepa BaL HIV-1 o HXB2 HIV-1 y después de la extracción sometidos a la 

determinación de carga viral, comprobándose que este proceso no afectó la medición de carga viral. 

 

Transcripción inversa, seguida de una reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR), para la 

región C2V3 del gen env de HIV. 

A partir de eritrocitos purificados con perlas magnéticas recubiertas con anticuerpos anti-

CD3, se extrajo RNA a partir de 1 mililitro de eritrocitos purificados usando TRIZOL (TRIzolH 

Reagent, Invitrogen). Se amplifico el fragmento C2V3 del gen env. El límite de detección de la RT-

PCR por medio de controles internos es de 10 copias/ml.  

 Los cebadores utilizados fueron los siguientes: 
Región  Cebador Secuencia 

Transcripción 
inversa. 

JA12 GAGGGGAATTTTTCTACTGT 

Primer round JA9 CACAGTACAATGTACACATG 

JA12 GAGGGGAATTTTTCTACTGT 

Segundo round JA10 AAATGGCAGTCTAGCAGAAG 

JA11 GGAGGGGACCCAGAAATTGT 

Los protocolos realizados para la amplificación fueron los siguientes: 
Transcripción 
inversa 

 Primer 
round PCR 

 Segundo 
round PCR 

 

Agua 4µl Agua 18,7µl Agua 30,7µl 
dNTPs 
(10mM) 

7µl dNTPs 
(10mM) 

1µl dNTPs 
(10mM) 

1µl 

JA12 (20µM) 1µl JA9 (20µM) 1µl JA10 1µl 
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JA12 (20µM) 1µl (20µM) 

JA11 
(20µM) 

1µl 

RNA 8µl ADN 5µl ADN 2µl 
Master mix 7µl Master mix 37 µl Master mix 44 µl 
Volumen final 22 µl Volumen 

final 
42 µl Volumen 

final 
46 µl 

 

Inmunofluorescencia para antígeno p24 sobre eritrocitos 

Eritrocitos purificados fueron fijador con paraformaldehido 4% en PBS. Como anticuerpo 

primario fue usado un anticuerpo monoclonal humano anti-HIV-1 p24 Gag hecho en ratón (NIH AIDS 

Research  Reference Reagent Program) y como anticuerpo secundario anticuerpo anti ratón hecho 

en cabra conjugado con FITC (BD Biosciences). Las muestras fueron observadas en un microscopio 

de epifluorescencia Nikon Eclipse E200 (Plan100X, N.A. 1.35). Eritrocitos de individuos HIV 

negativos fueron incubados con acido tánico para favorecer la unión de antígeno, los eritrocitos 

tanados fueron incubados con antígeno p24 recombinante (7.500 moléculas de antígeno 

p24/eritrocito), y usados como controles. El antígeno p24 recombinante usado fue el control positivo 

standard del kit Murex HIV antigen Mab (Abbott). Fueron usados los eritrocitos de quince diferentes 

individuos HIV positivos con carga viral en plasma entre 1.000 y 20.000 copias/ml. 

 

Citometría de flujo para antígeno p24 asociado a eritrocitos. 

Con el fin de identificar las propiedades de dispersión de la población de eritrocitos y 

asegurarse una correcta selección de dicha población, se marcaron 106 eritrocitos purificados con el 

anticuerpo anti -Glicoforina A, una de las principales sialoglicoproteinas expresada sobre la 

membrana de los eritrocitos humanos. Posteriormente, los eritrocitos fueron adquiridos en un 

citómetro de flujo y se utilizó la expresión de la glicoforina A como un marcador para definir los 

detectores de dispersión forward y side. La adquisición fue fijada por los detectores de dispersión 

forward y side en modo logarítmico, lo que proporciona una mejor resolución para los eritrocitos. Una 

vez definidos los detectores forward y side 106 eritrocitos purificados de individuos HIV positivos 

(n=7) o HIV negativos fueron marcados con anticuerpo monoclonal anti-p24 (FITC-KC57, Coulter 

Clone, Hialeah, FL) o anticuerpo control de isotipo. 106 eritrocitos fueron marcados con 5µl de 

anticuerpo FITC-KC57pre titulado. La ventana (P1) fue definida en el análisis para excluir otras 

células y restos celulares, basado en forward/scatter dot blot. El análisis se realizó utilizando un 

FACS flow cytometer (FACSCanto, BD) y el software CellQuest (BD Biosciences, San Jose, CA). Las 
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células CD4+CD8+ en los eritrocitos purificados fueron contadas por citometría de flujo (Coulter XL, 

Coulter Co., Hialeah, FL). 

 

Recuperación de anticuerpos asociados a eritrocitos de individuos HIV positivos. 

Como los complejos inmunes son estables en presencia de iones Ca++ en este ensayo se 

utilizó medio de cultivo para los lavados que comprenden el proceso final de la purificación de 

eritrocitos por medio de dextran 4%. A 250 µl de eritrocitos purificados de individuos HIV positivos se 

los trató con 750l de buffer glicina–HCl (pH 3.2), luego de ser centrifugados a 470g por 5 minutos., 

el sobrenadante fue neutralizado a pH 7.2 con NaOH 0.1N y se mantuvo a -20 ºC hasta la 

determinación de los anticuerpos IgG anti HIV por Western Blot (New Lav Blot I, BIO-RAD). El 

tratamiento glicina–HCl también se realizó sobre el plasma y el sobrenadante del último lavado de los 

eritrocitos de cada una de las muestras utilizadas.  

Para la determinación de anticuerpos específicos asociado a eritrocitos, el sobrenadante de 

los eritrocitos obtenido del tratamiento ácido fue concentrado en un concentrador de proteínas 

Amicon YM-10 (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA). 

La puesta a punto del tratamiento descrito utilizando el buffer de glicina-ClH para la 

recuperación de anticuerpos específicos, fue realizada con eritrocitos de 14 individuos HIV positivos. 

Se determinó que el pH adecuado para evitar la lisis de los eritrocitos, que puede afectar la 

determinación del Western Blot correspondió a pH 3.2. Para ello, cada una de las muestras fue 

separada en distintas fracciones y cada fracción fue tratada con un pH ácido distinto (pH 2.5 a pH 

6.2), barriendo el espectro en cambios de un décimo. 

Inmunonefelometría.  

La concentración de inmunoglobvulinas A M y G se determinó utilizando el método de 

inmunonefelometría (Sistema de Inmunoquimica IMMAGE) de Beckton Coulter. 

  
 
Ensayo de captura viral de eritrocitos. 

A 1,50.108 eritrocitos purificados se los incubó con 60pg de virus particulado a un 40% de 

hematocrito. Se incubaron HIV-eritrocitos 30 minutos en baño térmico a 37º C con agitación. 

Finalizada la incubación y luego de una centrifugación a 470g durante 5 minutos a 20ºC se recuperó 

el sobrenadante al que se le midió el antígeno p24. El porcentaje de HIV capturado por los eritrocitos 
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se calculó indirectamente, tomando el 100% de pg de antígeno p24 del virus suministrado (60 pg 

antígeno p24) y restándole los pg de antígeno p24 medidos en el sobrenadante de lo incubado. A 

este último calculo, se le realizó una corrección debido a que en el líquido intersticial de los glóbulos 

rojos queda retenido el 5% de líquido correspondiente al volumen presente de eritrocitos en el 

incubado. Los resultados se grafican como porcentaje de la capacidad de captura vira por los 

eritrocitos.  

Los stocks virales de la cepa HXB2 contienen mayoritariamente virus particulado, 

presentando menos del 10% de antígeno p24 no asociado a partículas virales. Se utilizó una 

concentración de glóbulos rojos del 40% debido a que los valores normales en humanos rondan 

valores de 40,7% a 50,3% en hombres y de 36,1 a 44% en mujeres. 

El ensayo de captura viral descrito fue puesto a punto con eritrocitos purificados de 10 

individuos HIV positivos. En cada caso se incubaron los eritrocitos pertenecientes a cada uno de los 

pacientes con distintas cantidades de HIV comprendiendo un rango: 60.000 a 6 pg de antígeno p24. 

En cada caso se determinó el porcentaje de virus capturado por los eritrocitos correspondientes a 

cada uno de los pacientes. La máxima captura coincidió con el suministro de 60pg o más de antígeno 

p24, por lo cual se escogió esa cantidad como la indicada para el ensayo de captura viral a 

eritrocitos. 

Por otro lado, durante la puesta a punto, se controló que el valor de antígeno viral en el 

sobrenadante de la incubación HIV-eritrocitos, no sea subestimado a causa de ser neutralizado por 

anticuerpos presentes en el medio ambiente de la incubación. Por lo tanto, se procedió a calentar 3 

minutos a 98°C el sobrenadante del incubado previó a la determinación de antígeno p24, de forma de 

separar los complejos inmunes si se hubiesen formado por la presencia de anticuerpos específicos 

anti HIV. Las mediciones de antígeno p24 en el sobrenadante del incubado sometido o no a 

temperatura elevada mostraron diferencias menores al 8% que no resultaron significativas, por lo que 

la disminución de antígeno viral en el sobrenadante no se debió a la presencia de virus acomplejado 

que escapara a la determinación por ELISA. 

Por otro lado, para controlar que los eritrocitos habían sido lavados eficientemente y no 

quedaran anticuerpos en el líquido intersticial de los mismos que pudiera disminuir la medición de 

virus en el sobrenadante del incubado, se procedió a realizar el ensayo de captura viral utilizando el 

sobrenadante del último lavado de los eritrocitos. Midiéndose antígeno p24 en esta muestra, no se 
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detectó disminución de antígeno p24 en este ensayo, por lo que podemos concluir que no quedarían 

anticuerpos en el líquido intersticial que puedan disminuir la lectura del antígeno p24 del 

sobrenadante.  

Para controlar si el antígeno medido en el sobrenadante del incubado podría ser el 

desprendido de los eritrocitos de los individuos infectados, a una alícuota de eritrocitos purificados se 

le realizó el ensayo de captura viral, sin el agregado de virus, y se midió el antígeno p24 en el 

sobrenadante desprendido en los 30 minutos de incubación a 37°C. No se detectó antígeno p24 

liberado en el sobrenadante, lo que contrasta con lo reportado por Bẚnki et al, 2006, que al realizar 

ensayos de unión de HIV a eritrocitos de individuos HIV negativos encontró que el 50% de HIV unido 

a eritrocitos in vitro es liberado luego de una incubación de 30 min a 37°C. Este dato difiere de lo 

ocurrido con los eritrocitos pertenecientes a individuos HIV positivos. 

Finalmente, se determino la capacidad de captura viral de los eritrocitos de 6 individuos HIV 

positivos realizando la determinación de antígeno asociado a eritrocitos (por tratamiento acido) 

después del ensayo de captura viral y comparándolo con los cálculos .de captura viral (por la resta 

de antígeno p24 detectado en el sobrenadante). Se observo una regresión de R2:0,933, entre ambas 

determinaciones. Con esta suma de controles, se considero valido el ensayo de captura  viral. 

Ensayo de inhibición de la captura viral de eritrocitos. 

A eritrocitos de individuos HIV positivos, se les realizó paralelamente, el ensayo de captura 

viral y previo al ensayo de captura viral se los incubó con 7,73 µg/ml de la glicoproteína viral gp120 

(Protein Sciences) 30 minutos a 37ºC con el propósito de saturar el/los mecanismo/s de adsorción de 

HIV a eritrocitos. Finalizada la incubación los eritrocitos fueron lavados.  

 

Cepas virales utilizadas. 

Se prepararon stocks virales de la cepa BaL, virus con tropismo hacia macrófagos, los stocks 

se obtuvieron infectando macrófagos derivados de monocitos (MDM). Todos los stocks virales fueron 

titulados en MDM se obtuvo el título viral por medición de antígeno p24 y por el método de dilución 

final expresándose los  títulos como dosis infectiva de cultivo celular 50 (DIC50/ml). 

 Los stocks virales de la cepa HXB2 con tropismo linfotrópico se obtuvieron de la línea celular 

MT2. A la progenie viral obtenida se la tituló en cultivos celulares de la misma línea utilizando el 

método de dilución final y los títulos se expresaron como dosis infectiva de cultivo celular 50 

-42-



Materiales y métodos 
 

 
(DIC50/ml) y por medición de antígeno p24. 

 Los stocks fueron enriquecidos mediante centrifugación a 23.000 g por 1 hora a 4°C. El título 

se obtuvo por determinación de pg antígeno p24/ml. Por otro lado fueron titulados por carga viral 

determinándose las copias de genoma viral/ml y según el stock fue titulada su DIC50. 

 

Línea celular MT2. 

La línea celular MT2 es de origen linfoblástica persistentemente infectada con el virus HTLV-

1. La infección de estas células por HIV se hace visible por la formación de sincicios en su cultivo 

celular, lo que la hace una herramienta muy útil en titular virus por el método de punto final. 

 

Neutralización y virólisis seguida de captura viral. 

Plasma de 14 individuos HIV-positivos fueron inactivados 45 minutos a 56°C y utilizados 

como fuente de anticuerpos anti HIV. 

100µ de diluciones de plasma de cada individuo (Ig anti HIV) fueron incubadas 30 min. a 

37°C con 10.000 DIC50 de virus (HXB2) en presencia de: suero humano normal como fuente de 

complemento (C) (neutralización y virólisis: HIV + Ig anti HIV + C) o en presencia de suero humano 

normal inactivado (Ci) 45 minutos a 56°C (neutralización HIV + Ig anti HIV + Ci). Una alícuota de 

cada una de estas fue enfrentada a 250.106 glóbulos rojos de individuos HIV-negativos (E) 

(neutralización y virólisis seguida de captura viral, HIV- Ig anti HIV- C + E) o neutralización seguida 

de captura viral (HIV- Ig anti HIV -Ci + E). La concentración final de eritrocitos fue a un 40% de 

hematocrito. La infectividad remanente en el sobrenadante de cada incubación fue titulada y 

cuantificada en células MT2, por el método de formación punto final. 

La fuente de complemento fue suero humano normal, cuya actividad de complemento total 

resulto ser 28 CH50/ml, medición de C3 115mg/ml y medición de C4 30 mg/ml. 

 

Ensayo de unión de HIV a eritrocitos. 

A eritrocitos purificados a partir de eritrocitos de individuos HIV negativos o muestras de buffy 

coat de dadores seronegativos para HIV, HBV y HCV se les realizaron los tratamientos mencionados 

a continuación para favorecer la unión de HIV a eritrocitos por medio de las proteínas del sistema de 

complemento (HIV-C), opsonizando HIV con anticuerpos anti HIV y complemento (HIV-Ig HIV-C-E) y 
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uniendo HIV directamente a los eritrocitos (HIV-E). Para obtener HIV-Ig HIV-C-E se incubo virus de la 

cepa HXB2 o BaL (200pg de antígeno p24) fue incubado con 100µl de un pool de sueros de 10 

individuos HIV positivos (con carga viral y antígeno p24 indetectable) inactivados 45 minutos a 56°C 

como fuente de anticuerpos, estos fueron incubados 15 minutos a 37°C. Luego se agrego al 

incubado100µl de suero humano normal como fuente de complemento incubando 15 minutos a 37°C. 

Finalmente se adhirieron 250.106 eritrocitos y se incubo 30 minutos a 37°C. Para obtener HIV-C-E se 

incubo virus de la cepa HXB2 o BaL (200pg de antígeno p24) fue incubado con 100µl de medio de 

cultivo, estos fueron incubados 15 minutos a 37°C. Luego se agrego al incubado100µl de suero 

humano normal como fuente de complemento incubando 15 minutos a 37°C. Finalmente se 

adhirieron 250.106 eritrocitos y se incubo 30 minutos a 37°C, y para la obtención de HIV-E se incubo 

virus de la cepa HXB2 o BaL (200pg de antígeno p24) con 100µl de medio de cultivo, estos fueron 

incubados 15 minutos a 37°C. Luego se agrego al incubado otros 100µl de medio de cultivo 

incubando 15 minutos a 37°C. Finalmente se adhirieron 250.106 eritrocitos y se incubo 30 minutos a 

37°C. En los tres casos la concentración final de eritrocitos fue a un 40% de hematocrito. Terminada 

la incubación, los eritrocitos fueron lavados 4 veces llevando cada vez a un volumen de 13 ml con 

medio de cultivo RPMI 1640 a 4°C. Del último lavado se determina antígeno p24 y se lo utiliza como 

inocuo para la infección según el virus utilizado, para BaL MDM y para HXB2 células MT2, si una de 

estas dos determinaciones resultara positiva el ensayo fue descarto, debido a que los lavados de los 

eritrocitos no fueron efectivos. En cada caso se cuantificó el antígeno p24 asociado a eritrocitos. 

La fuente de complemento fue suero humano normal, cuya actividad de complemento total 

resulto ser 28 CH50/ml, medición de C3 115mg/ml y medición de C4 30 mg/ml. 

 

Fragilidad corpuscular media. 

La fragilidad osmótica de los eritrocitos se midió utilizando soluciones de Na Cl entre 0 a 0,9 

% (método de Dacie y Lewi, 1975). Se añadieron 20 µl de eritrocitos purificados a 1 ml de las 

diferentes soluciones de NaCl. Luego de una incubación a 37°C durante 30 minutos y centrifugado 

durante 10 minutos a 1.000g, se midió la absorbancia en el sobrenadante a 540nm. La absorbancia 

de las muestra incubada con 0% de NaCl fue el indicativo del 100% de hemólisis, y se utiliza para 

convertir las absorbancias obtenidas en porcentaje de hemolisis (% hemolisis x =(Ax/A0%NaCl )x100), lo 

que lleva a una curva de hemolisis sigmoidal (%) frente a la distintas concentraciones de cloruro de 
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sodio. La fragilidad corpuscular media (FCM) se define como la concentración de cloruro de sodio a 

la cual hay un 50% de hemolisis [Vieira C.R et al., 2007]. La FCM fue determinada por triplicado, en 

cada una de las mediciones. 

 

Infectividad de HIV unido a eritrocitos a células de origen histiocítico (U937). 

Virus de la cepa viral macrofagotropica BaL fue adherido in vitro a eritrocitos de la forma HIV-

E, HIV-C-E y HIV-Ig HIV-C-E. Luego los eritrocitos con el HIV unido fueron puestos en contacto (2hs 

a 37°C) con las células U937 diferenciadas con PMA (20, 40, 60, 80, 100 o 120 eritrocitos / célula 

U937 diferenciada), luego de la incubación los eritrocitos fueron lisados y el cultivo se lavo 

exhaustivamente, y se siguió la infección de las células U937 por la medición de la producción del 

antígeno p24 en el sobrenadante del cultivo células a los 2 días posteriores a la inoculación.  

 

Infectividad de HIV unido a eritrocitos a macrófagos derivados de monocitos. 

Células mononucleares de sangre periférica. 

Células mononucleares de sangre periférica (CMSP) fueron purificadas a partir del buffy coat 

de dadores seronegativos para HIV, HBV, HCV por centrifugación en gradiente de Ficoll-Hypaque. 

Se realizaron dos lavados con solución fisiológica centrifugando 10min a 1000 rpm. Luego se 

resuspendió el pellet de células en 40 ml de solución fisiológica, se sembraron 20ml sobre 10ml de 

Fycoll-Hypaque en tubos de 50ml. Las CMSP obtenidas, se lavaron dos veces con solución 

fisiológica centrifugando 10min a 1500 rpm y se resuspendieron en RPMI suplementado con 

glutamina y antibióticos. 

Macrófagos derivados de monocitos humanos. 

Los monocitos se purificaron por adherencia a partir de CMSP en placas de cultivo. Luego de  

24hs de incubación en RPMI suplementado con glutamina y antibióticos a 37°C, en atmósfera con 

5% CO2, fueron lavadas para eliminar las células no adherentes con solución fisiológica. Se indujo la 

diferenciación a macrófagos en presencia de GM-CSF (factor estimulador de colonias de granulocitos 

y macrófagos) (0.1µg/ml) en RPMI 1640 10% SFB, glutamina antibióticos durante 6 días. Una vez 

diferenciadas, las células se desprendieron con tripsina-EDTA 0,25%, se ensayo la viabilidad celular 

por exclusión de azul tripan y se utilizaron los cultivos con más de 90% de MDM viables. Se 

sembraron en placas de 96 o 24 pocillos (1x104 y 1x106 MDM por pocillo respectivamente), y se 

-45-



Materiales y métodos 
 

 
mantuvieron en medio completo en ausencia de GM-CSF. Una vez diferenciadas, las células se 

marcaron con un anticuerpo monoclonal anti-CD14 y la pureza fue evaluada por citometría de flujo. 

Se utilizaron los cultivos con más de 90% de células CD14 positivas. Los MDM fueron utilizados para 

las respectivas infecciones luego de 7 días de diferenciación. 

Mantenimiento de eritrocitos. 

Los eritrocitos purificados a partir de Buffy coat fueron mantenidos durante 7 días a 4ºC a 

una concentración final de 22g/L citrato trisódico, 8g/L ácido cítrico, 24.5 g/L dextrosa y 

resuspendidos en plasma AB, quedando a un 60% de hematocrito. Los eritrocitos se conservan en 

ese medio hasta el momento de realizar las incubaciones correspondientes con virus (Ensayo de 

unión de HIV a eritrocitos) y luego ser incubados con MDM. Al momento de las incubaciones se le 

determinó a los eritrocitos la fragilidad osmótica, si el 50 % de hemolisis resultaba mayor a 0,4 los 

eritrocitos eran descartados.  

 

Infección de HIV unido a eritrocitos a macrófagos derivados de monocitos. 

En cada caso se cuantificó el antígeno p24 asociado a eritrocitos, previa inoculación sobre 

MDM. Los MDM fueron puestos en contacto con 20, 40, 60, 80, 100 o 120 eritrocitos: 1 MDM, y cada 

uno de estos radios permitiendo el contacto por 60, 90 o 120 minutos con los eritrocitos con el virus 

unido según HIV-E, HIV-C-E y HIV-Ig HIV-C-E. Luego de la incubación los eritrocitos son lisados y el 

cultivo lavado exhaustivamente. Se determinó antígeno p24 en sobrenadante de cultivo a los 2 a 14 

días post inoculación (pi). A los mismos días se realizó inmunofluorescencia para antígeno p24 en los 

MDM.  

Inmunofluorescencia de antígeno p24 en macrófagos derivados de monocitos. 

Los MDM fueron fijados de 2 a 14 días post-infección 20 minutos a temperatura ambiente con 

paraformaldehido 4%, las células fueron permeabilizadas y se utilizo como anticuerpo primario anti-

p24 de HIV (hecho en ratón anti-humano) proveniente del hibridoma 183-H12-5C provisto por el NIH 

(3.5mg/ml), el anticuerpo secundario utilizado fue hecho en cabra anti-ratón IgG-FITC (BD 349031). 

La fluorescencia fue observada utilizando un microscopio Nikon E 200 de epifluorescencia. 

 

Ensayo de eritrofagocitosis. 

Los eritrocitos con HIV unido fueron puestos en contacto con macrófagos (células U937 
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diferenciadas o macrófagos derivados de monocitos) a una relación de 20, 40, 60, 80, 100, o 120 

eritrocitos por MDM y durante 5, 30, 60, 90 o 120 minutos a 37 °C. Terminado el periodo de tiempo el 

cultivo fue colocado a 4°C para detener la fagocitosis. Los eritrocitos fueron retirados del cultivo y el 

cultivo lavado con PBS a 4°C. La fagocitosis fue cuantificada microscópicamente, contando al menos 

100 células de cada cultivo celular, y se definió el índice fagocítico como el número total de 

macrófagos que presentan más de 5 eritrocitos internalizados sobre el número total de macrófagos 

contados, el mismo se expresa en porcentaje. Estos resultados fueron confirmados por inmunotinción 

del marcador de eritrocitos glicoforina A sobre los MDM, para esto luego de observar las placas al 

microscopio óptico se fijaron las mismas con paraformaldehido 4% y se realizo una 

inmunofluorescencia directa en los MDM para el marcador de eritrocitos glicoforina A. 

Los resultados fueron corroboraron marcando los eritrocitos, previa unión a HIV, con 5µM de 

5(y 6)-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE, Molecular Probe) en PBS por 25 

minutos a 37°C. La marca no unida fue retirada, lavando 4 veces los eritrocitos con PBS a 10% de 

suero fetal bovino. Luego a los eritrocitos marcados se les favoreció la unión por HIV (HIV-E, HIV-C-

E y HIV-Ig HIV-C-E) y finalmente fueron puestos en contacto con MDM, en las mismas condiciones y 

tiempos descriptos en el párrafo precedente. Los eritrocitos fueron retirados del cultivo de 

macrófagos, los macrófagos fueron lavados con PBS a 4°C y luego fijados con paraformaldehido 4%. 

La fagocitosis de los eritrocitos fue observada en un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse 

E200 (Plan100X, N.A. 1.35). Donde si los eritrocitos hubieran sido fagocitados, se vería marca de 

CFSE dentro de los macrófagos.  

Se utilizo como control positivo de eritofagocitosis eritrocitos de individuos HIV negativos los 

cuales fueron dejados 24horas, previo al ensayo, a temperatura ambiente en ausencia de medio de 

mantenimiento (eritrocitos envejecidos). Y como control negativo eritrocitos de individuos HIV 

negativos. 

 

Infección de células Ghost. 

La línea celular Ghost, derivada de un osteosarcoma humano se encuentra transfectada en 

forma estable con los receptores CD4 CCR5 y CXCR4. Esta línea celular posee el gen de la proteína 

fluorescente verde (green fluorescence protein) GFP asociado al promotor LTR de HIV, por lo tanto, 

la infección por HIV induce la expresión de la proteína fluorescente monitoreándose el porcentaje de 
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células infectadas por citometría de flujo. 2.5 x 104 células fueron sembradas en placa de 12 pocillos 

y cultivadas durante 24 horas a 37ºC en medio DMEM suplementado con 10% de suero bovino fetal, 

10 U de penicilina/ml y 50 μg de estreptomicina/ml (DMEM completo) conteniendo los siguientes 

antibióticos de selección: 500 μg/ml de G418, 100 μg/ml de higromicina y 1 μg/ml de puromicina. 

Luego fueron incubadas con 100 pg de antígeno p24 de las cepas virales correspondientes o con 

300ul de volumen del sobrenadante de MDM durante 2 horas a 37ºC. Las células fueron luego 

lavadas con PBS y cultivadas durante 48 horas en DMEM completo a 37ºC. Finalmente las células 

fueron recolectadas mediante tratamiento con tripsina 1X durante 5 minutos, la enzima fue inactivada 

con suero fetal bovino, posteriormente las células fueron lavadas con PBS. La intensidad de 

fluorescencia fue analizada sobre 10.000 células de cada muestra mediante citometría de flujo. La 

infección de células Ghost se realizó utilizando como inoculo el sobrenadante de cultivo de 

macrófagos derivados de monocitos humanos correspondiente y las cepas virales macrofagotrópica 

HIV BaL y la linfotrópica HXB2. Las células no infectadas fueron utilizadas como control negativo. 

 

Análisis estadístico. 

Fue usado el test exacto de Fisher para calcular la significancia en las tablas de contingencia. 

La prueba de Chi-cuadrado fue empleada para evaluar tendencias, p<0.05 fue considerado 

significativo.  

Para la comparación entre medias de grupos, se utilizo el test de t, en los casos donde se 

comprobó la asunción de normalidad. La asunción de normalidad se comprobó mediante la prueba 

de D’Agostino y Pearson, para las variables que fueron rechazadas se emplearon los métodos no 

paramétricos para la pruebas de diferencia entre grupos se emplearon el test U de Mann Whitney (no 

pareados) y el test de Wilcoxon sidned-rank (pareados). El análisis de correlación se realizo 

mediante la correlación de Spearman. Todas las pruebas de significancia fueron de dos colas, y el 

nivel de significancia se fijo en 0,05.  

En todos los casos, la media, mediana y el rango intercuartil (RIC) fueron calculados 

considerando solo los valores detectables. 

En el ensayo de inhibición de la captura viral se empleo un ANOVA de dos factores con 

diseños de bloques al azar y se empleo un análisis de medidas repetidas para observar el efecto 

inhibitorio en los individuos que presentan IgG anti 120 sobre sus eritrocitos. 
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Para los cálculos estadísticos se utilizaron los programas GraphPad InStat y SSPS versión 

12.0. 

 

Metodología adicional. 

Diagnóstico de HIV. 

Para el diagnóstico de HIV se considera "adulto" a cualquier individuo mayor de 18 meses de 

edad. En estos casos se utiliza como herramienta diagnóstica la detección de los anticuerpos 

generados por el individuo ante la infección viral. En el Centro Nacional de Referencia para el SIDA 

se realizan 2 técnicas de tamizaje de anticuerpos anti-HIV-1/2. Estas pueden ser una aglutinación de 

partículas y un enzimoinmunoensayo (o bien 2 enzimoinmunoensayos de distinta configuración 

antigénica. La técnica de confirmación utilizada es el Western Blot. 

Para cada una de las muestras recibidas se sigue un algoritmo diagnóstico recomendado por 

el Centers for Disease Control and Prevention (CDC) de Atlanta, Estados Unidos. 

Determinación de Antígeno p24: Murex HIV antÍgen Mab, Abbott. 

La técnica utilizada es un enzimoinmunoensayo para la detección de antígeno de core p24 

del HIV. Los fundamentos del método consisten en la utilización de pocillos de microtitulación 

recubiertos de anticuerpos policlonales humanos anti HIV. Las muestras son incubadas en el pocillo 

junto con anticuerpos monoclonales anti-p24 marcados con biotina. En un paso siguiente la biotina 

se une a un conjugado de peroxidasa-estreptavidina.  

En paralelo a las muestras se ensayan diluciones de un estándar para convertir a este 

ensayo en cuantitativo. La incubación posterior con el cromógeno produce un color azul en el pocillo 

de ensayo que cambia a amarillo cuando se detiene la reacción con ácido sulfúrico; finalmente se 

mide la absorbancia a 450 nm con un lector de placas. 

El cálculo de los resultados consiste en determinar el promedio de absorbancia de los 

controles negativos (N), el promedio de absorbancia de los controles positivos y absorbancia de la 

muestra (S). Posteriormente se calcula el valor de punto de corte (cut-off) como N + 0.05. Una 

muestra es no reactiva si S < N + 0.05 y una muestra es reactiva si S ≥ N + 0.05. Para calcular los 

pg/ml de antígeno p24, se grafica la absorbancia en función de la concentración de las diluciones de 

los estándares.  
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Medición de Carga Viral: Versant HIV-1 RNA 3.0, Siemens Healthcare Diagnostics 

Inc.,Tarrytown, NY. 

Se realiza a partir de 1 ml de plasma utilizando la técnica de Branch ADN (bDNA) con el kit 

Versant HIV-1 RNA 3.0, Siemens Healthcare Diagnostics Inc.,Tarrytown, NY y el equipo 

BAYER®System 340 bDNA Analyzer.  

Brevemente, el bADN es un procedimiento sándwich de hibridación de ácido nucleico para la 

cuantificación directa de ARN del HIV-1, luego de concentrar el HIV-1 por centrifugación (17.500 rpm, 

4°C, 60 minutos). Se libera el ARN genómico del HIV-1 de los viriones, se captura en un micropocillo 

mediante un conjunto de sondas de captura de oligonucleótidos sintéticos específicos. Un conjunto 

de sondas diana se hibridan al ARN viral y a las sondas del amplificador. Las sondas de captura y las 

sondas diana, se acoplan a distintas partes del gen pol del ARN viral y la sonda del amplificador se 

híbrida al preamplificador formando un complejo de ADN ramificado. 

Varias copias de una sonda marcada con fosfatasa alcalina se hibridan a este complejo 

inmovilizado. La detección se realiza incubando el complejo con un sustrato quimioluminiscente. La 

emisión de luz es directamente proporcional a la cantidad de ARN del HIV-1 presente en cada 

muestra y el analizador registra los resultados como unidades relativas de luz. Se definió una curva 

patrón por la emisión de luz de estándares que contienen concentraciones de ARN del HIV-1 

conocidas. Las copias de genoma viral presentes en las muestras se determinan a partir de esta 

curva estándar. 

Western Blot para la determinación de anticuerpos anti-HIV: BIO-RAD, Marnes-la-Coquette, 

France. 

Esta prueba se basa en una técnica de enzimoinmunoensayo indirecta sobre una tira de 

nitrocelulosa que contiene todas las proteínas constituyentes del HIV-1 y un control interno anti-IgG  

Si hay anticuerpos anti-HIV-1, estos se unen a las proteínas virales presentes en la 

membrana. Después de lavar, se incuban con anti-IgG humano marcado con fosfatasa alcalina. El 

conjugado se une a los anticuerpos anti-HIV capturados en la fase sólida. Se retira el exceso de 

conjugado y la solución de revelado permite demostrar la actividad enzimática de los complejos 

unidos a la nitrocelulosa. 

El aspecto de las bandas específicas coloreadas permite demostrar la presencia de 

anticuerpos anti-HIV-1 en la muestra. 
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1. Detección de antígeno p24 y RNA-HIV en eritrocitos de individuos HIV positivos. 

1.1 Antígeno p24 es detectado en eritrocitos de individuos HIV positivos. 

Con el fin de investigar la presencia de antígeno p24 en los eritrocitos purificados (Ag-E) de 

individuos HIV positivos se utilizaron muestras de 71 individuos con carga viral en plasma detectable 

(CVp ≥ 50 copias por ml) en al menos una muestra durante el año previo al estudio. Se encontró Ag-

E en 71,8% (51/71) de los individuos, pero sólo el 18,3% (13/71) de ellos mostraron evidencia de 

antígeno p24 en plasma (Ag-P). 

El examen de las posibles combinaciones entre Ag-E y el Ag-P mostró la presencia de Ag-E 

sin Ag-P en el 56,3% (40/71) de los individuos HIV positivos, la ausencia de ambos en el 25,4% 

(18/71) y la presencia de ambos en el 15,5% (11/71). Sólo en el 2,8% de los pacientes (2/71) se 

detectó presencia de Ag-P en ausencia de Ag-E (Tabla 2). En todos los casos se calculó la mediana 

y el rango intercuartil (RIC) teniendo en cuenta sólo los valores detectables. Se encontró una 

mediana de 41 pg antígeno p24/ml (RIC 21-121) en los eritrocitos purificados. En el plasma, la 

mediana de antígeno p24 fue de 148 pg/ml (RIC 105-152). 

De los 71 pacientes evaluados, 32 presentaron CVp <10.000 copias/ml y los 39 restantes 

presentaron CVp ≥10.000 copias/ml. En ninguno de los 32 individuos que presentaban CVp <10.000 

copias/ml se detectó antígeno p24 en plasma, mientras que en 22 de estos 32 individuos se detectó 

Ag-E. De hecho, cuatro de estos 22 individuos presentaron CVp <50 copias/ml, y tres de estos 

mostraron niveles de Ag-E por encima de 110 pg antígeno p24/ml. Once de los 39 individuos con 

CVp ≥10.000 copias/ml presentaron ambos Ag-E y Ag-P, mientras que se observa la ausencia de Ag-

E y la presencia de Ag-P en dos, y 18 individuos presentan Ag-E sin detectarse Ag-P. Por último, no 

se detectó antígeno p24 en los 8 individuos restantes (Tabla 2). Cabe señalar, que ocho de los 13 

casos donde Ag-P fue detectado, mostraron mayores niveles de Ag-P que de Ag-E (Tabla 2). 

Es importante destacar que el antígeno p24 nunca se detectó en el sobrenadante del último 

lavado de los eritrocitos purificados, demostrando que la determinación de Ag-E no se vio afectada 

por una posible contaminación de Ag-P contenida en el paquete globular. 

Con el objetivo de dilucidar la relación entre los niveles de CVp y la presencia de Ag-E y Ag-

P, los 71 individuos estudiados fueron asignados en cuatro grupos de acuerdo a sus niveles de CVp 

al momento del estudio: 1) <1.000 copias/ml (n=20), 2) 1.000-9.999 copias/ml (n=12), 3) 10.000-

49.999 copias/ml (n=21), 4) ≥50,000 copias/ ml (n=18). En estos grupos se evaluó el porcentaje de 
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individuos que presentaban antígeno p24 en eritrocitos y en plasma (Figura 9). Como era de 

esperar, se encontró una relación positiva estadísticamente significativa entre los diferentes grupos 

de CVp y la presencia de Ag-P (p<0,00001), donde Ag-P se relacionó con un aumento de la CVp, 

siendo detectable en los individuos con CVp ≥ 10.000 copias/ml (p<0,0001). Cabe resaltar, que el Ag-

P solo se detectó en individuos que presentaban CVp≥10.000 copias/ml. 

Por otra parte, una alta proporción de individuos, más del 50% en cada grupo, presentó Ag-E 

independientemente de sus niveles de CVp (p=0,68). Como se mencionó anteriormente no se 

observó relación entre la presencia de Ag-E y el Ag-P (Tabla 2). 

En resumen, estos resultados demuestran la existencia de Ag-E en individuos HIV positivos. 

Además, la presencia de antígeno p24 en los eritrocitos no estuvo necesariamente relacionada con 

Ag-P o los niveles de CVp, incluso en aquellos pacientes con niveles de CVp<10.000 copias/ml y 

ausencia de Ag-P. Ag-E estuvo presente en más del 50% de estos individuos. 

Tabla 2. Carga viral en plasma, antígeno p24 en plasma y en eritrocitos, en individuos 

con carga viral detectable en al menos una muestra durante el año previo al estudio. 

Individuos  
HIV-positivos 

CVp 
Ag-E 

(pg/ml) 
Ag-P 

(pg/ml) 
1 <50 >152 NR 
2 <50 >152 NR 
3 <50 NR NR 
4 <50 112.4 NR 
5 53 NR NR 
6 67 <20ӿ NR 
7 68 <20ӿ NR 
8 76 >152 NR 
9 83 <20ӿ NR 

10 90 97.36 NR 
11 104 NR NR 
12 109 NR NR 
13 126 34.52 NR 
14 131 <20ӿ NR 
15 131 >152 NR 

16 135 NR NR 

17 144 >152 NR 
18 175 <20ӿ NR 
19 398 <20ӿ NR 
20 479 30.4 NR 
21 1,389 <20ӿ NR 
22 1,406 103.2 NR 
23 1,603 NR NR 
24 1,720 <20ӿ NR 
25 2,048 NR NR 
26 3,087 NR NR 
27 3,966 <20ӿ NR 
28 4,133 20.72 NR 
29 4,445 60.72 NR 
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Individuos  
HIV-positivos 

CVp 
Ag-E 

(pg/ml) 
Ag-P 

(pg/ml) 
30 5,207 NR NR 
31 9,031 59 NR 
32 9,329 NR NR 
33 11,422 41 NR 
34 12,855 23.04 NR 
35 13,100 103.6 34.4 
36 13,888 NR NR 
37 14,293 NR NR 
38 16,334 134.48 NR 
39 17,489 24.88 NR 
40 17,781 29.93 NR 
41 18,188 28.08 NR 
42 19,522 21 NR 
43 22,061 NR NR 
44 22,217 126 >152 

45 25,334 117.6 NR 

46 27,478 NR 148 
47 30,585 33 NR 

48 31,627 NR NR 
49 39,441 <20ӿ NR 

50 41,687 21.64 40 

51 45,594 97.2 NR 
52 46,347 NR NR 

53 48,125 33.16 NR 
54 50,394 <20ӿ NR 

55 51,107 30 NR 
56 62,679 NR NR 

57 100,928 >152 >152 

58 155,010 57 NR 
59 160,981 27.2 90 

60 198,000 121.12 >152 
61 247,521 61 127.17 

62 261,100 NR NR 

63 316,443 107.2 NR 
64 380,691 37.76 NR 

65 426,691 NR NR 

66 >500,000 45.08 126 

67 >500,000 NR 120 

68 >500,000 >152 >152 

69 >500,000 >152 NR 

70 >500,000 >152 >152 

71 >500,000 >152 >152 

 
Mediana 

RIQ 
41 

21-121 
48 

105-152 

CVp: carga viral en plasma al momento del estudio (cuyo límite de detección es 50 copias/ml). Ag-E 
(pg/ml): pg de antígeno p24 asociado a eritrocitos por mililitro de eritrocitos purificados. Ag-P (pg/ml): 
pg de antígeno p24 por mililitro de plasma. NR: no reactivo. Mediana: la mediana se calculó teniendo en 
cuenta los valores detectables. RIC: rango intercuartil. En todos los casos utilizados, el RIC se calculó 
considerando sólo los valores detectables.  *: este valor se consideró positivo porque fue menor de 20 
pg pero estuvo por encima de la línea de corte (valor<20). 
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1.2 Antígeno p24 asociado a eritrocitos fue detectado en individuos HIV positivos con carga 

viral en plasma indetectable por un año. 

Después de demostrar la presencia de antígeno p24 en los eritrocitos de individuos HIV 

positivos, se encontró Ag-E en individuos con CVp <1.000 copias/ml al momento del estudio. Por lo 

tanto surgió el interrogante sobre si el Ag-E puede ser detectado en individuos que presentan CVp 

indetectable durante un año. Con el fin de encontrar una respuesta, se utilizaron 41 muestras de 

individuos HIV positivos que presentaban CVp indetectable en tres determinaciones consecutivas 

durante los 12 meses previos al estudio. Ocho de estos 41 individuos mostraron CVp detectable 

(mediana: 112 copias/ml; RIQ 77-403) al momento del estudio y todos ellos presentaron Ag-E 

(mediana: 25 pg antígeno p24/ml; RIQ 20-76) (Tabla 3). Por el contrario, 33 de estos 41 individuos 

presentaron CVp indetectable al momento del estudio y solo se pudo detectar Ag-E en 5 individuos 

(mediana: 38 pg antígeno-p24/ml; RIQ 31-97). Al analizar los dos grupos, se encontró una relación 

significativa positiva entre CVp detectable y la presencia de Ag-E (p<0.00001) (Tabla 3). No se 

detectó antígeno p24 en el plasma ni en el sobrenadante del último lavado de los eritrocitos 

purificados en los 41 individuos. 

Estos resultados muestran que el Ag-E estuvo presente en individuos con CVp indetectable 

por un año. Por otra parte, la detección de CVp al momento del estudio estuvo relacionada con la 

presencia de Ag-E lo que sugiere que la detección de Ag-E podría ser un posible indicador de la 

actividad viral. 

 

Figura 9. El antígeno p24 asociado a 
eritrocitos no está relacionado con el nivel 
de carga viral en plasma. Setenta y un 
individuos con carga viral en plasma 
detectable (CVp) en al menos una muestra 
durante el año previo al estudio fueron 
clasificados en cuatro intervalos de acuerdo a 
su nivel de CVp al momento del estudio. Las 
barras representan el porcentaje de individuos 
que presentan antígeno p24 asociado a 
eritrocitos (Ag-E, barras negras) y antígeno 
p24 en plasma (Ag-P, barras blancas). En 
cada uno de los primeros tres intervalos existe 
una diferencia significativa entre la presencia 
de Ag-E y Ag-P. No se observa relación entre 
Ag-E y CVp entre los diferentes intervalos de 
CVp (p=0.68). Se encontró una relación 
significativa entre los intervalos de CVp y la 
presencia de Ag-P (p<0.0001). * p<0.001; ** 
p<0.0001. 
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Tabla 3. Antígeno p24 asociado a eritrocitos en individuos con cargas virales indetectables en 

plasma por un año. 

CVp: carga viral en plasma al momento del estudio. 
CVp indetectable: carga viral en plasma <50 copias por mililitro. 
CVp detectable: carga viral en plasma ≥50 copias por mililitro. 
Ag-E (pg/ml): pg de antígeno p24 asociado a eritrocitos por mililitro de eritrocitos purificados. 
Ag-P (pg/ml): pg de antígeno p24 por mililitro de plasma. 
NR: no reactivo. 
Mediana: la mediana se calculó teniendo en cuenta los valores detectables. 
RIC: rango intercuartil. En todos los casos utilizados, el RIC se calculó considerando sólo los valores detectables. 
*: este valor se consideró positivo porque fue menor de 20 pg pero estuvo por encima de la línea de corte (valor<20). 
 

1.3 La cantidad de antígeno asociado a eritrocitos es independiente del método de 

purificación de eritrocitos usado. 

Con el objetivo de determinar si la cuantificación de Ag-E depende del método de purificación 

utilizado, la fracción enriquecida de eritrocitos de 27 muestras de individuos HIV positivos se 

dividieron en dos alícuotas. Una alícuota fue purificada por sedimentación con dextran, mientras que 

la otra fue purificada por depleción utilizando perlas magnéticas (partículas magnéticas recubiertas 

con anticuerpos anti CD4 y CD8). Empleando la sedimentación con dextran, las muestras fueron 

depletadas de leucocitos en 93.6% comparado a sangre entera (mediana residual de leucocitos: 

175/l; mediana residual de linfocitos: 58/l; mediana residual de linfocitos CD3+ CD4+: 27/l). Por 

otro lado, la depleción de leucocitos por esferas magnéticas fue de 98.0% en comparación con 

sangre entera (mediana residual leucocitos: 100/l; mediana residual linfocitos: 11/l; mediana 

residual linfocitos CD3+ CD4+: 3/l). La máxima diferencia de Ag-E entre ambos procedimientos fue 

del 21,0%, con un valor promedio de 5,0% (Figura 10). La regresión lineal entre los niveles de Ag-E 

obtenidos por sedimentación con dextran y los obtenidos por la depleción con esferas magnéticas 

mostro un R2 de 0.981 y una pendiente de 0.972. El Ag-E fue detectado por ambas técnicas en 17 

CVp Individuos HIV-
positivos 

CVp (copias/ml) Ag-E (pg/ml) Ag-P (pg/ml) 

Detectable 1 67 <20ӿ NR 
N=8 2 76 >152 NR 

 3 83 <20ӿ NR 
 4 98 90.6 NR 
 5 126 34.52 NR 
 6 175 <20ӿ NR 
 7 479 30.4 NR 
 8 3,966 <20ӿ NR 

Indetectable 9 a 36 <50 NR NR 
N=33 37 <50 30.4 NR 

 38 <50 31.6 NR 
 39 <50 38.0 NR 
 40 <50 42.0 NR 
 41 <50 >152 NR 
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muestras y resultó indetectable, por ambas técnicas, en las otras 10 muestras. Por otro lado, 

utilizando fracciones enriquecidas de eritrocitos de otras 6 muestras de individuos HIV positivos, los 

eritrocitos se purificaron realizando una depleción con esferas magnéticas recubiertas con 

anticuerpos anti CD3, y se observó una depleción de leucocitos del 99%. De estas 6 muestras, tres 

presentaron CVp detectable y el Ag-E resultó ser mayor de 152 pg/ml, mientras que las otras tres 

presentaban CVp y Ag-E indetectable. Por lo tanto, estos experimentos muestran que la 

determinación de antígeno p24 en los eritrocitos arroja resultados comparables independientemente 

del método de purificación utilizado. 

 

 

1.4 Los leucocitos contaminantes en los eritrocitos purificados no afectan la determinación de 

antígeno p24 asociado a eritrocitos. 

Con el fin de dilucidar si los leucocitos residuales en los eritrocitos purificados resultaron ser 

una fuente significativa de antígeno p24, leucocitos (leucocitos HIV+) y eritrocitos (E HIV+) de diecisiete 

individuos HIV positivos con Ag-E detectable fueron obtenidos por sedimentación con dextran. En 

cada una de las muestras se cuantificaron los leucocitos residuales en los eritrocitos purificados. 

Luego, la misma cantidad de leucocitos contaminantes en los eritrocitos purificados fueron 

mezclados con eritrocitos de individuos HIV-negativos (Leucocitos HIV+ + E HIV-). Posteriormente, las 

dos muestras de cada individuo, (E HIV+) y (Leucocitos HIV+ + E HIV-), fueron sometidas a la 

determinación de antígeno p24 asociado a eritrocitos. No se detectó antígeno p24 en ninguna de las 

muestras de Leucocitos HIV+ + E HIV-, en notable contraste con las muestras de E HIV+ que resultaron 

todas positivas para la detección de antígeno p24. Los datos aquí presentados indican que si hay 

antígeno p24 asociado a leucocitos residuales, estos no contribuyen significativamente a la 

determinación de Ag-E. 

Figura 10. La cuantificación de antígeno 
asociado a eritrocitos es independiente del 
método de purificación. Veintisiete muestras 
de individuos HIV positivos fueron utilizadas 
para la purificación de eritrocitos empleando 
dos métodos de purificación en simultáneo de 
la fracción enriquecida de eritrocitos: 
sedimentación con dextran o perlas 
magnéticas recubiertas con anticuerpos anti 
CD4 y CD8. A cada uno de los purificados de 
cada muestra se le determinó el antígeno p24 
asociado a eritrocitos. La determinación de 
antígeno p24 en los eritrocitos arroja 
resultados comparables independientemente 
del método de purificación utilizado. 
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1.5 Una población limitada de eritrocitos es portadora de antígeno p24 asociado a sus 

membranas. 

Con el fin de confirmar que el antígeno p24 estaba realmente asociado a la membrana de los 

eritrocitos, se realizó una inmunofluorescencia en los eritrocitos purificados de 15 individuos HIV 

positivos que presentaban cargas virales en plasmas en el rango de 1.000 a 20.000 copias/ml. Doce 

de los 15 individuos presentaron señal positiva para antígeno p24, con un patrón muy similar sobre 

los eritrocitos. La Figura 11 muestra la inmunoreactividad positiva de tres de los 12 pacientes. Es de 

notar que los eritrocitos de individuos HIV negativos tratados con o sin acido tánico, usados como 

controles positivos, fueron capaces de unir antígeno p24 recombinante. Por el contrario, no se 

detectó fluorescencia en eritrocitos purificados de individuos HIV negativos usados como controles 

negativos. 

Con el fin de determinar la proporción de eritrocitos que llevan antígeno p24, se realizaron 

ensayos de citometría de flujo utilizando un anticuerpo específico anti p24 conjugado con FITC. 

Eritrocitos de individuos HIV positivos, que presentaban CVp entre 1.000 y 20.000 copias/ml, 

mostraron una inmunoreactividad para p24 de 14 ± 4 % (media ± SD), y presentaban una 

fluorescencia media de 33 ± 5 (media ± SD) (Figura 12A). Es interesante notar que el antígeno p24 

se asoció a una población definida de eritrocitos. No se detectó fluorescencia inespecífica en la 

población total de eritrocitos de los individuos HIV negativos (Figura 12B).  

En conclusión, estos resultados demuestran que el antígeno p24 se asocia a la membrana 

de los eritrocitos, dentro de una población definida de eritrocitos en los individuos HIV positivos. 

 

1.6 Detección de Carga Viral asociada a eritrocitos. 

Dado que la presencia de antígeno viral no implica que la partícula viral se encuentre sobre 

los eritrocitos se determinó el ácido ribonucleico viral (ARN-HIV) asociado a eritrocitos en 14 

individuos infectados con el objetivo de dilucidar la presencia viral. Se determinó la carga viral 

asociada a eritrocitos (CVe) y la carga viral en plasma. Como muestra la Tabla 4, se detecta ARN-

HIV asociado a eritrocitos en 9 casos en los que las copias de genoma asociadas a los hematíes 

fueron menores que las halladas en plasma. Es de destacar que en 2 de 5 pacientes cuyas cargas 

virales plasmáticas fueron indetectables (<50 copias/ml) estas resultaron detectables en los 

eritrocitos. Asimismo, existe una correlación positiva (regresión lineal con R2: 0,9641) entre las 
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cargas virales halladas en los hematíes y las encontradas en plasma en este grupo de 14 pacientes. 

 
Figura 11. El antígeno p24 está asociado a la membrana de los eritrocitos en individuos HIV positivos. Eritrocitos de 
individuos HIV positivos y HIV negativos fueron sujetos a inmunofluorescencia con el anticuerpo anti p24. Se observa una 
homogénea fluorescencia en la membrana de los eritrocitos purificados de individuos HIV positivos. Las tres imágenes 
mostradas son representativas de 12 diferentes individuos HIV positivos que presentaban cargas virales en plasma entre 
1.000 a 20.000 copias/ml. Eritrocitos purificados de individuos HIV negativos incubados con antígeno p24 solo o antígeno p24 
más acido tánico fueron usados como controles positivos. No se observa fluorescencia positiva en eritrocitos purificados de 
individuos HIV negativos usados como controles negativos. 
 

 
 
 

 

Figura 12. El antígeno p24 está asociado a una población definida de eritrocitos. Análisis representativo de citometría de 
flujo de inmunotinción para antígeno p24 en eritrocitos purificados. Se muestra la dispersión lateral o side scatter (SSC) vs. 
Fluorescencia en FITC. (A) eritrocitos purificados de individuos HIV positivos y marcados con un anticuerpo anti-p24 
conjugado con el fluorocromo FITC, mostraron un valor medio de 14 ± 4% de eritrocitos con antígeno p24 positivo 
(fluorescencia media de 33 ± 5). (B)  eritrocitos purificados de individuos HIV negativos fueron marcados con anti-p24-FITC. 
No se encontró marca específica en los eritrocitos. (C) Control de isotipo de eritrocitos purificados de individuos HIV positivos. 
El cuadro superior en cada una de las figuras (A a C) muestra el correspondiente diagrama de puntos o dot plot y la región P1 
representa la dispersión hacia delante o forward scatter sobre la dispersión angular o side scatter (FSC/SSC) en la ventana de 
dispersión de luz. En el cuadrante Q2 se muestra el porcentaje de eventos positivos. Los gráficos son representativos de siete 
experimentos independientes (fueron usadas muestras HIV positivas pertenecientes a individuos con carga viral en plasma 
entre 1.000 y 20.000 copias/ml). 

 

 

-59-



Resultados 
 

 

 

 

Tabla 4. Carga viral en eritrocitos de individuos HIV positivos. 

Individuos 
HIV positivo 

CVe  
(Copias/ml) 

CVp 
(copias/ml) 

1 <50 <50 
2 <50 <50 
3 <50 <50 
4 540 <50 
5 580 <50 
6 <50 74 
7 <50 148 
8 1150 7568 
9 1930 14544 

10 4000 25287 
11 4890 32084 
12 14380 54018 
13 36390 102240 
14 91930 >500.000 

CVe (copias/ml): carga viral en eritrocitos, copias por mililitro de 
eritrocitos purificados. 
CVp (copias/ml): carga viral en plasma, copias por mililitro de plasma.   
El límite de detección de la determinación de carga viral es 50 
copias/ml.  

1.7 Carga viral asociada a eritrocitos en individuos HIV positivos que presentan antígeno p24 

en eritrocitos. 

Los resultados descriptos anteriormente revelaron la presencia de Ag-E y de CVe de 

pacientes con diferentes CVp. Este hallazgo trajo el interrogante de si la detección de antígeno p24 

en los eritrocitos se relaciona con el ARN viral de HIV en estas células. Para aclarar este punto se 

determinaron la CVe, CVp, Ag-E y Ag-P en 34 individuos HIV-positivos (10 con Ag-E indetectable y 

24 con Ag-E detectable). La Tabla 5 muestra que de los 10 pacientes con Ag-E indetectable 8 no 

presentaron carga viral ni en plasma ni en eritrocitos y tampoco se detectó Ag-P, mientras que dos 

solo presentaron CVp detectable. Los resultados correspondientes a los individuos con Ag-E 

detectable mostraron que en solo 7 de ellos la única prueba que refleja la expresión viral es Ag-E. Es 

interesante que en tres de los individuos que presentan Ag-E detectable (pacientes 18, 19 y 20) solo 

se observó presencia de CVe, es decir que la expresión viral se refleja sólo en los eritrocitos (Tabla 

5). Cinco individuos presentaron sólo Ag-E y CVp detectable. Finalmente en 9 de los pacientes con 

Ag-E detectable se encontró carga viral en ambas fracciones plasma y eritrocitos. Tres de estos 

nueve pacientes fueron los únicos que presentaron Ag-P y correspondieron a los individuos que 

presentan los más altos valores de CVp. 

Aunque es infrecuente encontrar antígeno p24 detectable en muestras de plasma de 

pacientes que presentan niveles bajos o indetectable de CVp, la detección de Ag-E fue posible en 
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muestras que presentaban bajas cantidades de CVe. Estos resultados muestran que la detección de 

CVe está relacionada con la detección de Ag-E. 

Por otro lado se realizó una transcripción inversa, seguida de una reacción en cadena de la 

polimerasa (RT-PCR), para la región C2V3 del gen env, de 17 muestras de ARN purificado de los 

eritrocitos de los individuos descriptos en el párrafo precedente. Como se observa en la Tabla 5 

(columna RNA-HIV-E) en las muestras donde CVe resultó ser indetectable encontramos 7 de 12 

casos con ARN-HIV detectable por RT-PCR y siempre que la CVe resultó ser detectable la RT-PCR 

para C2V3 resultó ser positiva (5 de 5). Estos hallazgos no son sorprendentes, teniendo en cuenta 

que el límite de detección para carga viral es de 50 copias/ml y el de la RT-PCR por medio de 

controles internos es de 10 copias/ml. Esto confirmaría la presencia de ARN-HIV en los eritrocitos de 

individuos HIV-positivos. 

Tabla 5. Carga viral y antígeno p24 asociados a eritrocitos en individuos HIV positivos. 

Ag-E Individuos 
HIV 

positivos 

CVp 
(copias/ml) 

Ag-P 
(pg/ml) 

CVe 
(copias/ml) 

Ag-E 
(pg/ml) 

RNA-
HIV-E 

Indetectable 1 to 8 <50 NR <50 NR ND 
N=10 9 2,060 NR <50 NR NR 

 10 6,624 NR <50 NR NR 
Detectable 11 <50 NR <50 <20* positivo 

N=24 12 <50 NR <50 <20* positivo 
 13 <50 NR <50 <20* NR 
 14 <50 NR <50 <20* NR 
 15 <50 NR <50 80 positivo 
 16 <50 NR <50 80 positivo 
 17 <50 NR <50 92 positivo 
 18 <50 NR 74 28 positivo 
 19 <50 NR 128 <20* positivo 
 20 <50 NR 368 <20* positivo 
 21 150 NR <50 <20* NR 
 22 279 NR <50 29 positivo 
 23 1,039 NR <50 <20* positivo 
 24 1,131 NR <50 <20* ND 
 25 2,417 NR <50 108 ND 
 26 111 NR 215 96 positivo 
 27 1,326 NR 104 <20* positivo 
 28 2,672 NR 830 <20* ND 
 29 11,581 NR 71 80 ND 
 30 26,355 NR 64 104 ND 
 31 45,032 NR 1,268 <20* ND 
 32 52,340 96 235 80 ND 
 33 >500,000 >152 3,823 <20* ND 
 34 >500,000 >152 14,364 33 ND 

CVp: carga viral en plasma al momento del estudio. 
CVe: carga viral asociada a eritrocitos al momento del estudio. 
Ag-E Indetectable: antígeno p24 asociado a eritrocitos indetectable. 
Ag-E Detectable: antígeno p24 asociado a eritrocitos detectable. 
Ag-E (pg/ml): pg antígeno p24 asociado a eritrocitos por mililitro de eritrocitos purificados. 
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Ag-P (pg/ml): pg antígeno p24 por mililitro de plasma. 
RNA-HIV-E: transcripción inversa, seguida de una reacción en cadena de la polimerasa, para la región C2V3 del gen env, de 

ARN asociada a eritrocitos al momento del estudio. 
NR: no reactivo. 
ND: no determinado. 
*: este valor fue considerado positivo porque resultó menor a 20 pg pero fue superior al punto de corte determinado (valor <20). 
El límite de detección de la determinación de carga viral es 50 copias/ml. 

 

1.8 Los eritrocitos de los individuos infectados poseen mayor capacidad de captura del HIV ex 

vivo que los eritrocitos de los individuos no infectados. 

Como se ha demostrado, los eritrocitos de los individuos HIV positivos presentan ARN-HIV y 

antígeno p24 adherido, lo cual sugiere la presencia de la partícula viral adherida a su membrana. 

Teniendo en cuenta que las células rojas se encuentran en gran número y aportan gran superficie en 

la circulación sanguínea, el eritrocito podría circular adhiriendo más virus y/o antígeno a sus 

membranas. Debido a que los sistemas de adsorción sobre la membrana eritrocitaria podrían estar 

saturados en los individuos infectados se quiso determinar si estos poseen la capacidad de seguir 

adsorbiendo virus/antígeno a su membrana. 

Para estudiar la capacidad de captura viral se purificaron eritrocitos de 20 individuos HIV 

positivos y 15 individuos no infectados. El ensayo de capacidad de captura viral consistió en 

suministrarle a los eritrocitos una cantidad conocida de HIV (stock enriquecido en partículas virales), 

permitiendo la adsorción durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente se midió el antígeno p24 en el 

sobrenadante del incubado. El porcentaje de la capacidad de captura viral (HIV adherido a eritrocitos) 

se calculó indirectamente, tomando el 100% de antígeno p24 del virus suministrado y restándole el 

remanente de antígeno p24 medido en el sobrenadante, aplicando una corrección de volumen debido 

al líquido intersticial contenido en el paquete globular. Los resultados se grafican como porcentaje de 

la capacidad de captura viral por los eritrocitos de cada individuo (Figura 13).  

Se puede observar en la Figura 13 A y B que los eritrocitos de la mayoría de los individuos 

infectados (15/20) adsorben más del 20% del HIV suministrado, presentando una mediana de 

capacidad de captura viral de 53,50% (RIC= 18,87–87,25). Los datos de estos 20 pacientes no 

presentan correlación significativa entre la capacidad de captura viral y la carga viral plasmática, 

arrojando una regresión lineal con un R2: 0,06. Por ejemplo, el paciente Nº 5 el cual posee una carga 

viral en plasma <50 copias/ml presenta una capacidad de captura viral del 95,5%, mientras que el 

paciente Nº 13 con una carga viral plasmática de 15.002 copias/ml presentó una capacidad de 

captura viral del 100% (Figura 13 A).  
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Por otro lado, la capacidad de captura viral por parte de los eritrocitos de los 15 individuos no 

infectados, resultó menor al 20% en todos los casos, presentando una mediana de antígeno p24 

adsorbido a eritrocitos del 15% (RIC=7-18) (Figura 13 B). 

Entre ambos grupos se obtiene una diferencia estadísticamente significativa entre los valores 

medios del porcentaje de la capacidad de captura viral por parte de los eritrocitos de 55,07 % para 

pacientes infectados y 12,08 % para pacientes no infectados (p<0,0001, test de Mann-Whitney). 

Estos resultados demuestran que los eritrocitos de pacientes presentan propiedades únicas 

tal como es la posibilidad de adsorber mayor porcentaje de virus en comparación a los hematíes de 

los individuos no infectados. Este hecho, en apariencia sorprendente, muestra que los eritrocitos en 

circulación pueden presentar HIV o algunos de sus componentes adheridos a sus membranas, y al 

mismo tiempo seguir adhiriendo una dosis adicional de virus. 

 

 

Figura 13. Los gráficos 
muestran la capacidad de 
captura viral por parte de 
los eritrocitos (porcentaje 
de antígeno p24 
adsorbido a eritrocitos) y 
cada barra representa un 
individuo. (A). En la parte 
superior se observa el 
rango de carga viral en 
plasma de 20 individuos 
HIV positivos. Estos se 
encuentran ubicados en 
forma creciente de 
acuerdo al valor de carga 
viral en plasma que 
presenta cada individuo al 
momento del estudio. No 
hay correlación 
significativa entre la 
capacidad de captura viral 
y la carga viral plasmática 
(R2: 0,06) demostrando 
que la adsorción de 
antígeno por parte de los 
eritrocitos ocurre 
independientemente de la 
carga viral plasmática que 
presenta cada paciente. 
(B) en la parte izquierda 
se muestran la capacidad 
de captura viral de los 20 
individuos HIV positivos y 
en la parte derecha la de 
15 individuos HIV 
negativos. Ambos grupos 
exhiben una diferencia 
estadísticamente 
significativa entre sus 
valores medios de % de 
captura viral (p<0,0001, 
test de Mann-Whitney). 
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2. Anticuerpos  IgG anti HIV asociados a eritrocitos. 

Este capítulo tuvo por objetivo determinar la presencia de las IgG anti HIV asociadas a eritrocitos y 

sus implicancias y propiedades al respecto de la inmunoadherencia de HIV. En la mayoría de los 

ensayos realizados se trabajó con un grupo de 75 individuos HIV positivos. 

 

2.1 Recuperación de inmunoglobulinas G específicas anti-HIV, asociadas a eritrocitos de 

individuos HIV positivos. 

La presencia de ARN-HIV y antígeno p24 sobre los eritrocitos de los individuos infectados, 

evidencia que la inmunoadherencia de HIV ocurre. Sin embargo, hasta el momento no se ha 

demostrado que dicha inmunoadherencia ocurre in vivo en los individuos HIV positivos. Una de las 

tres formas postuladas para la unión de HIV a los hematíes demostrada in vitro involucra la adhesión 

de complejos inmunes de HIV, los cuales podrían unirse al receptor CR1 por medio de las proteínas 

del sistema de complemento. Esta adhesión supone el reconocimiento de la partícula y/o antígenos 

virales por parte de anticuerpos específicos anti-HIV. Estos anticuerpos unidos se ven expuestos al 

ataque del sistema de complemento y el inmunocomplejo así formado se adheriría al receptor CR1 

de la membrana de las células rojas. Para demostrar si dicha adhesión viral puede ocurrir in vivo en 

individuos infectados se propuso investigar la presencia de anticuerpos específicos anti-HIV 

asociados a eritrocitos. 

Con el objetivo de determinar la presencia y el patrón de inmunoglobulinas G anti-HIV-1 (IgG 

anti-HIV) sobre los eritrocitos se tomaron muestras de sangre entera a 75 individuos HIV positivos. 

De cada una de las muestras se determinaron las IgG anti HIV: 1) asociados a eritrocitos (por medio 

de la liberación de las Ig asociadas a los hematíes purificados aplicándoles un tratamiento ácido), 2) 

en plasma y 3) en el último lavado de los eritrocitos como control de purificación de los mismos. A 

cada una de estas muestras se las sometió a western blot para determinar el patrón de IgG anti HIV 

que presentaban. 

Se detectó la presencia de al menos una de las IgG anti-HIV sobre los eritrocitos en el 77,3% 

(58/75) de los individuos estudiados. Las IgG anti-HIV más frecuentemente asociadas a eritrocitos 

correspondieron a la glícoproteína precursora de Gp110/120 y Gp41 de masa molecular 160 (Gp 

160) en el 84,5% (49/58) de los casos y la proteína de la cápside de masa molecular 24 (P24) en el 
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63,8% (37/58) de los casos. Ambas IgG estuvieron presentes juntas en el 50% (29/58) de los casos 

(Tabla 6, Figura 14). 

La tercer IgG más representada fue la correspondiente a la endonucleasa de masa molecular 

34 (P34) que se encontró en el 39,6% (23/58) de los pacientes, seguida por las IgG correspondientes 

a transcriptasa inversa de masa molecular 68 (P68) 34,5% (20/58), glicoproteína transmembrana de 

masa molecular 41 (Gp41) 25,8 (15/58), precursora de la proteínas de la cápside de masa molecular 

55 (P55) 22,4% (13/58), glícoproteínas de envoltura de masa molecular 110/120 (Gp 110/120) 18,9% 

(11/58), transcriptasa inversa de masa molecular 52 (P52) 13,8% (8/58), precursora de las proteínas 

de la cápside de masa molecular 40 (P40) 6,9% (4/58), y la proteína de la cápside de masa 

molecular 18 (P18) en el 1,7% (1/58) de los casos (Tabla 6, Figura 14). 

En los 11 casos en los que estuvo presente la IgG Gp110/120 también se detecto la IgG 

Gp160. Lo mismo ocurrió en los 15 casos donde se detectó IgG Gp 41. Por el contrario, siendo la Gp 

160 la precursora de Gp110/120 y Gp41 la presencia de la IgG Gp160 sobre los eritrocitos no 

siempre se encuentra acompañada por la presencia de las IgG Gp110/120 y/o Gp41. 

El patrón de IgG anti HIV asociado a eritrocitos difirió respecto del patrón presente en el 

plasma de cada uno de los individuos. En su mayoría los plasmas de los individuos HIV positivos 

presentaron todas las IgG anti HIV, en cambio el patrón las IgG anti HIV halladas en los eritrocitos en 

la mayoría de los casos fueron la IgG anti Gp160 y anti P24 (Figura 14).  

En los controles de lavado de los eritrocitos en cada una de las muestras no se detectó 

ninguna IgG anti HIV, lo cual demuestra que la fracción de eritrocitos purificados no contiene IgG 

anti-HIV que pueda provenir de otras fracciones sanguíneas como puede ser del plasma (Figura 14).  

La presencia de IgG anti Gp160 y anti P24 podría reflejar la presencia de inmunocomplejos 

asociados a eritrocitos. Estos complejos inmunes podrían estar formados por la partícula viral y/o por 

antígenos solubles, como puede ser el caso del antígeno P24 donde se ha encontrado que la mayor 

parte de los inmunocomplejos circulantes en los individuos infectados están constituidos por esta 

proteína.  

Demostrada la presencia de antígeno p24, RNA-HIV e IgG anti HIV sobre los eritrocitos de 

los individuos infectados se confirma que el HIV se puede encontrar unido a eritrocitos de individuos 

HIV positivos. 
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Tabla 6. Anticuerpos IgG anti HIV, capacidad de captura viral y antígeno p24 asociados 

a eritrocitos en individuos HIV positivos (N=75). 

 

Individuos  
HIV-

positivos 

CVp 
(copias/ml) 

Capacidad 
de captura 

viral (%) 

Ag-E 
(pg/ml) 

G
p

16
0 

G
p

12
0 

P
68

 

P
55

 

P
52

 

G
p

41
 

P
40

 

P
34

 

P
24

 

P
18

 

1 <50 55,2 ND           
2 <50 41,5 ND            
3 <50 1,1 ND           
4 <50 38,0 ND            
5 <50 0,0 ND         x  
6 <50 13,4 ND            
7 <50 1,0 ND           
8 <50 9,0 ND            
9 <50 8,3 ND         x  

10 <50 58,1 ND  x        x  
11 <50 8,8 ND           
12 <50 36,1 ND  x          
13 <50 63,1 ND           
14 <50 75,9 ND            
15 <50 86,6 ND x          
16 <50 70,3 ND  x        x  
17 <50 65,0 ND x        x  
18 <50 ND ND  x       x x  
19 <50 ND ND           
20 <50 ND ND          x  
21 <50 ND ND x          
22 <50 ND ND  x          
23 <50 ND 55 x        x  
24 <50 ND ND  x        x  
25 <50 ND 109,2 x          
26 68 0,0 ND  x          
27 70 12,9 ND x          
28 99 0,0 ND            
29 118 3,0 ND           
30 138 6,3 ND          x  
31 191 40,7 ND x x x x  x   x  
32 1.406 ND 107,6  x  x x x x  x x  
33 2.023 10,9 ND         x  
34 2.782 23,2 ND  x       x x  
35 3.196 29,0 ND x  x        
36 3.771 ND 59  x  x      x  
37 4.858 15,3 ND x  x  x x x x   
38 5.464 38,0 ND  x  x x    x   
39 6.470 ND ND x x    x   x  
40 7.307 6,8 ND           
41 10.310 ND 64  x x x   x  x   
42 10.390 54,9 ND x x x x  x  x   
43 10.751 ND ND  x  x x    x x  
44 10.791 65,0 ND x  x x    x x  
45 12.406 95,1 ND  x  x     x x  
46 12.426 ND ND x  x     x x  
47 13.053 100 ND  x x x x x x x x x  
48 13.817 0,0 ND           

IgG- anti HIV-E 
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Individuos  
HIV-

positivos 

CVp 
(copias/ml) 

Capacidad 
de captura 

viral (%) 

Ag-E 
(pg/ml) 

G
p

16
0 

G
p

12
0 

P
68

 

P
55

 

P
52

 

G
p

41
 

P
40

 

P
34

 

P
24

 

P
18

 

49 17.969 ND 53 x        x  
50 18.799 0,0 ND x          
51 22.217 ND 116,4 x       x   
52 22.333 ND 33   x     x   
53 23.743 ND ND  x  x x x   x x  
54 29.027 100 ND x  x x x  x x x  
55 30.165 0,0 ND          x  
56 34.682 21,7 ND           
57 37.364 27,5 ND            
58 45.594 ND 96 x       x   
59 45.637 65,0 ND  x x    x   x  
60 49.851 69,7 ND x       x   
61 49.871 ND 98  x       x   
62 54.387 69,0 ND x x    x   x  
63 62.746 ND ND  x  x  x x  x x x 
64 75.637 ND >152 x        x  
65 79.472 31,0 ND  x   x     x  
66 206.242 1,4 ND         x  

67 264.670 ND ND  x  x x x x x x x  

68 273.689 11,4 ND x x    x   x  

69 282.301 0,6 ND          x  

70 316.443 ND 110,8 x        x  

71 335.366 ND ND  x x    x     

72 348.147 ND ND x x x x x x  x x  

73 348.167 20,8 ND x x x x  x  x x  

74 >500.000 73,2 ND x          

75 >500.000 ND ND x          

 Mediana 
RIC 

25,3 
6,4-64,5 

           

CVp: carga viral en plasma al momento del estudio (cuyo límite de detección es 50 copias/ml). 
Capacidad de captura viral (%): % antígeno p24 adsorbido a eritrocitos. 
Ag-E (pg/ml): pg de antígeno p24 asociado a eritrocitos por mililitro de eritrocitos purificados. 
IgG-HIV-E: anticuerpos IgG anti HIV asociados a eritrocitos. 
ND: no determinado. 
RIC: rango intercuartil.  
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Figura 14. Western blot para la determinación de inmunoglobulinas G anti HIV (IgG anti HIV). Esta figura es 
representativa de los 75 individuos HIV positivos (Tabla 5) a los cuales se les determinó sus IgG anti HIV en: plasma 
(cinta superior), asociadas a eritrocitos (cinta media) y en el ultimo lavado de los eritrocitos purificados (cinta inferior). 

 

2.2 El patrón de IgG anti HIV asociado a eritrocitos difiere del presente en el plasma de los 

individuos HIV positivos. 

Como se mencionó anteriormente las IgG anti HIV asociadas a los eritrocitos presentan un patrón 

diferente del hallado en el plasma. Con el objetivo de confirmar este hallazgo y descartar la posibilidad 

de que la unión de las IgG anti HIV a los eritrocitos se deba a la presencia de IgG unida 

inespecíficamente se procedió a cuantificar las inmunoglobulinas (Ig) totales de tipo IgG, IgA e IgM y 

determinar el patrón de IgG anti HIV en 8 muestras de individuos HIV positivos. Se realizaron dichas 

determinaciones en las siguientes fracciones: en eritrocitos por medio de la liberación de las Ig 

asociadas a ellos por medio del tratamiento ácido (Ig-E), en eritrocitos concentrados concentrando lo 

desprendido por medio del tratamiento ácido de los eritrocitos (Ig-Ec), en el plasma (Ig-P) y en el 

plasma diluido (Ig-Pd) diluyendo el plasma a una concentración final igual a la que quedaría teniendo 

en cuenta el límite de detección en la medición en eritrocitos.  

Como se puede observar en la Tabla 7 la determinación cuantitativa por nefelometría de los 

tipos de IgG y IgM en los plasmas de los 8 pacientes arrojó resultados en el rango normal y para la IgA 

resulto aumentada en 1 de los 8 pacientes. En cuanto a las muestras de Ig-Pd, Ig-E e Ig-Ec las Ig 

estuvieron por debajo del límite de detección, por lo que no se encuentran aumentadas las IgG en 

ninguna de las fracciones estudiadas de estos pacientes.  

En cuanto a la detección cualitativa de IgG anti HIV por medio de western blot, se observaron 

patrones idénticos o similares, diferencia en presencia de 1 a 3 IgG anti HIV, entre las IgG anti HIV-E y 
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IgG anti HIV-Ec. Notoriamente sobre los eritrocitos concentrados se aprecia una intensificación en las 

bandas detectadas con respecto a lo obtenido de los eritrocitos sin concentrar (Figura 15). 

Comparando las IgG anti HIV-P y IgG anti HIV-Pd, se observó la presencia de todas las IgG anti HIV 

en plasma mientras que en plasma diluido se detectó la presencia de una o dos IgG anti HIV. El patrón 

de bandas de las IgG anti HIV en eritrocitos o en su concentrado en todos los casos difirió del hallado 

en las IgG anti HIV en plasma o su diluido. En los casos en los que se detectó la misma IgG anti HIV en 

el Pd y en los Ec, siempre la intensidad de las bandas en el western blot fue mayor para las IgG anti 

HIV-Ec. 

La Figura 15 muestra el western blot para el individuo número 1 y 3 (Tabla 7). El patrón de IgG 

anti HIV para el individuo numero 1 resultó ser el mismo en E y Ec, presencia de IgG anti GP160 y P24, 

ambas IgG se observan con mayor intensidad en Ec. En cambio, el plasma diluido presentó solamente 

IgG anti Gp160 con una intensidad menor a la que presentaron sus Ec y la ausencia de las restantes 

IgG anti HIV inclusive la IgG anti P24. En cuanto al individuo número 3 se observó el mismo patrón de 

IgG anti HIV sobre los eritrocitos y los eritrocitos concentrados y en estos últimos las bandas se 

intensifican al concentrar lo obtenido de eritrocitos. El plasma presenta todas las IgG anti HIV que 

pueden determinarse por el western blot utilizado. Por el contrario en el plasma diluido se observa solo 

la presencia de la IgG anti P24, pero con una intensidad menor a la encontrada en Ec. 

En conclusión, se observó el mismo patrón de IgG anti HIV en eritrocitos (IgG anti HIV-E) y en 

el concentrado de lo desprendido de los eritrocitos (IgG anti HIV-Ec) y este patrón difiere al presente 

en el plasma (IgG anti HIV-P) y en el plasma diluido (IgG anti HIV-Pd). Incluso en los casos que 

presentan la misma IgG anti HIV en Ec y en Pd la intensidad de la banda en el western blot presente en 

los Ec es mayor a la encontrada en su Pd. Incluso, si al plasma de los individuos HIV positivos se lo 

diluye a una concentración final igual a la que quedaría teniendo en cuenta los pasos de 

purificación/lavados de los eritrocitos antes de realizar el tratamiento ácido para recuperar los 

anticuerpos asociados a sus membranas, no se detectan anticuerpos de tipo IgG anti HIV por medio de 

western blot. Estos resultados confirman la presencia de un patrón diferente y específico de IgG anti 

HIV sobe los eritrocitos.  
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Tabla 7. Determinación cuantitativa de inmunoglobulinas por nefelometría, en muestras de ocho 

individuos HIV positivos. 

Ig-P: inmunoglobulinas en plasma.  
Ig-Pd: inmunoglobulinas en plasma diluido (diluyendo el plasma a una concentración final igual a la que quedaría teniendo en 
cuenta el límite de detección en la medición en eritrocitos 
Ig-E: inmunoglobulinas en eritrocitos (por medio de la liberación de las Ig asociadas a ellos por medio de tratamiento ácido). 
Ig-Ec: eritrocitos concentrados (concentrando lo desprendido por medio del tratamiento ácido de los eritrocitos). 
Rango de referencia en plasma para las inmunoglobulinas: IgG (mg/dL) 50-8.000), IgA (mg/dL) 95-385 y IgM (mg/dL) 5-1.000. 

 
 
 

 
 

 

Indiv. 
HIV 

positivo
s 

  Ig-P     Ig-Pd     Ig-E     Ig-Ec   

 IgG 
(mg/d

L) 

IgA 
(mg/d

L) 

IgM 
(mg/d

L) 

IgG 
(mg/d

L) 

IgA 
(mg/dL

) 

IgM 
(mg/d

L) 

IgG 
(mg/d

L) 

IgA 
(mg/d

L) 

IgM 
(mg/d

L) 

IgG 
(mg/dL

) 

IgA 
(mg/d

L) 

IgM 
(mg/d

L) 
1 1640 203 156 <33,3 <6,67 <4,17 <33,3 <6,67 <4,17 <33,3 <6,67 <4,17 
2 2350 259 107 <33,3 <6,67 <4,17 <33,3 <6,67 <4,17 <33,3 <6,67 <4,17 
3 1390 998 184 <33,3 <6,67 <4,17 <33,3 <6,67 <4,17 <33,3 <6,67 <4,17 
4 1720 353 84.4 <33,3 <6,67 <4,17 <33,3 <6,67 <4,17 <33,3 <6,67 <4,17 
5 2600 286 147 <33,3 <6,67 <4,17 <33,3 <6,67 <4,17 <33,3 <6,67 <4,17 
6 1690 276 158 <33,3 <6,67 <4,17 <33,3 <6,67 <4,17 <33,3 <6,67 <4,17 
7 1110 109 112 <33,3 <6,67 <4,17 <33,3 <6,67 <4,17 <33,3 <6,67 <4,17 
8 1150 146 114 <33,3 <6,67 <4,17 <33,3 <6,67 <4,17 <33,3 <6,67 <4,17 

Figura 15. Western blot para 
la determinación de 
inmunoglobulinas G anti HIV 
(IgG anti HIV), representativo 
de las muestras de ocho 
individuos HIV positivos. En 
las muestras de plasma (IgG 
anti HIV-P), plasma diluido 
(IgG anti HIV -Pd) diluyendo 
el plasma a una 
concentración final igual a la 
que quedaría teniendo en 
cuenta el límite de detección 
en los eritrocitos, eritrocitos 
(IgG anti HIV-E) por medio 
de la liberación de las Ig 
asociadas a ellos por 
tratamiento ácido, 
eritrocitos concentrados 
(IgG anti HIV-Ec) 
concentrando lo desprendido 
por medio del tratamiento 
ácido de los eritrocitos. La 
parte superior corresponde 
al individuo HIV positivo 
número 1 y en la parte 
inferior corresponde al 
individuo número 3 
pertenecientes a la Tabla 7. 
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2.3 La presencia de antígeno p24 está acompañada por la presencia de IgG anti HIV en 

eritrocitos. 

Confirmado que la unión de HIV ocurre en los individuos HIV positivos, se buscó determinar si 

la presencia de Ag-E está acompañada por la presencia de IgG anti HIV sobre los eritrocitos de 

individuos HIV positivos. Para esto se determinó el patrón de IgG anti HIV-E en 12 muestras de 

individuos HIV positivos que presentaban Ag-E detectable (12 de los 75 presentados en Tabla 5). Se 

encontró en el 100% de los casos la presencia de alguna IgG anti HIV, siendo la más representada en 

el 91,6% (11/12) de los casos la Gp 160, en el 50% (6/12) de los casos P24 y P34 por lo que existiría 

una asociación entre la detección de Ag-E y la presencia de alguna IgG anti HIV sobre los eritrocitos de 

los individuos HIV positivos (Tabla 6).  

 

2.4 Asociación entre la presencia de carga viral en plasma e IgG anti HIV en eritrocitos de 

individuos HIV positivos. 

Con el objetivo de determinar si existe una asociación entre la determinación de carga viral 

detectable en plasma (CVp ≥50 copias/ml) y la presencia de IgG anti HIV en eritrocitos, se estudió la 

CVp y se determinaron las IgG anti HIV asociadas a eritrocitos en 75 pacientes HIV positivos.  

Se encontró una asociación estadísticamente significativa entre la presencia de alguna IgG anti 

HIV sobre eritrocitos y la presencia de CVp detectable (p<0,005) (Tabla 6). 

En solo 14 de los 25 pacientes que presentaron carga viral <50 copias/ml en plasma se observó 

la presencia de IgG anti HIV unidas a eritrocitos, mientras que en los individuos cuyas cargas virales 

estuvieron por encima de las 50 copias/ml se encontraron anticuerpos en 44 de los 50, observándose 

una asociación significativa entre la presencia de IgG anti HIV sobre los eritrocitos de individuos HIV 

positivos y la presencia de carga viral detectable (p<0.005) (Tabla 6).  

Realizando un análisis similar, considerando cada IgG anti HIV individualmente, se pudo 

observar una asociación estadísticamente significativa entre una determinación de CVp detectable y la 

presencia de las IgG anti HIV correspondientes a IgG anti Gp160 (p<0,05), IgG anti Gp110/120 

(p<0,05), IgG anti P68 (p<0,0005), IgG anti P55 (p<0,005), IgG anti P52 (p<0,05), IgG anti Gp41 

(p<0,005), IgG anti P34 (p<0,0005). Las IgG anti HIV que no presentaron una asociación significativa 

entre la CVp detectable y la presencia de dicha IgG anti HIV fueron IgG anti P40 (p>0,5), IgG anti P24 

(p<0,5) y IgG anti P18 (p>0,5). 
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La presencia de una CVp detectable, indica la presencia de partículas virales en circulación 

presentes en el plasma. La asociación estadísticamente significativa entre la presencia de alguna IgG 

anti HIV sobre los eritrocitos y la presencia de una CVp detectable, podría insinuar la presencia de 

partículas virales y/o antígenos virales sobre los eritrocitos de estos individuos, más aún la significancia 

entre la presencia de IgG anti Gp160 podría aludir a la presencia de la partícula viral asociada a las 

células rojas a través de complejos inmunes. En cambio, la presencia de IgG anti P24 sobre los 

eritrocitos no presenta una asociación significativa con respecto a la CVp que presentan los pacientes. 

Este mismo hecho ocurrió con la determinación del Ag-E, el cual no estuvo estadísticamente asociado 

a una CVp detectable. Esta coincidencia es sorprendente dado que en ambos casos (presencia de IgG 

anti P24 y antígeno p24 asociado a eritrocitos) parecería no ser necesaria una CVp detectable para 

hallar el antígeno p24 y IgG anti p24 sobre los hematíes. 

 

2.5 La capacidad de captura viral de los eritrocitos de individuos HIV positivos está asociada a la 

presencia de IgG anti Gp160 sobre sus membranas. 

Como se ha mostrado, los eritrocitos pertenecientes a individuos HIV positivos poseen la 

capacidad de adsorber virus en cantidades superiores a la presente en los eritrocitos de individuos HIV 

negativos. Este resultado llamativo llevó a investigar si la presencia de las IgG anti HIV guarda relación 

con este hecho. 

Se determinó la CVp, y las IgG anti HIV presentes sobre los eritrocitos y se realizó el ensayo de 

capacidad de captura viral a los eritrocitos de 48 individuos HIV positivos (48 de los 75 presentes en 

Tabla 6). Se encontró, que el 56% (27/48) de individuos capturan más del 20% de antígeno p24 

suministrado en forma de HIV particulado, presentando una mediana de antígeno p24 adsorbido a 

eritrocitos de 25,36% (RIC= 6,44-64,53). Ambas características resultan menor a lo determinado 

respecto a los 20 pacientes mencionados en la sección 1.8 (56% vs. 75%, mediana de p24 adsorbido 

25,36% contra 53,50%).  

La capacidad de captura viral no guarda relación con la CVp que presenta cada individuo (R2= 

0,00007). Ambos grupos (N=20 y N=48) concuerdan en que los eritrocitos de pacientes capturan HIV 

en sus membranas y esto último no guarda relación con el valor de CVp (Figura 16). 

Con respecto a las IgG anti HIV en eritrocitos, no se encontró una asociación estadísticamente 

significativa entre la presencia de alguna IgG anti HIV y que dichos eritrocitos adsorban más del 20% 
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de HIV (p>0,5). Sumado a esto, se ha encontrado una diferencia estadísticamente no muy significativa 

entre los valores medios de la capacidad de captura viral (%) entre los individuos que presentan al 

menos una IgG anti HIV (N=32, media 39,32, mediana 33,58) respecto a aquellos que no la presentan 

(N=16, media 22,91, mediana 11,26)(p=0,087)(Figura 17 A). 

Sin embargo, 20 de los 25 pacientes que presentan la IgG anti Gp160 asociada a eritrocitos 

mostraron una captura de HIV mayor al 20%, contra 7 de 23 que no la presentaban, siendo esta 

diferencia estadísticamente significativa (p<0,005). La presencia de las IgG anti P68 y P55, también 

mostraron una asociación significativa con respecto a capturar >20% de HIV (p<0,5 y p<0,05, 

respectivamente). Sorprendentemente, al tener en cuenta una captura viral mayor al 50% esta solo fue 

significativa en aquellos individuos que presentaban IgG anti Gp160 (13 de 25 pacientes) (p<0.05). Las 

restantes IgG anti HIV no muestran ninguna asociación entre su presencia sobre eritrocitos y captura 

viral >50% (Figura 17 B). 

La comparación entre los valores medios de captura viral a eritrocitos entre los individuos que 

presentan IgG anti Gp160 (N=25, media 49,22%, mediana 54,90%) respecto a aquellos que no la 

presentan (N=23, media 17,11%, mediana 8,27%) arroja una diferencia estadísticamente significativa 

(p<0,0005). Por lo que se puede afirmar que la presencia de la IgG anti Gp160 presenta una asociación 

positiva con respecto a la captura viral de HIV a eritrocitos en individuos HIV positivos. 

 
 

 

 

Figura 16. El gráfico 
muestra la capacidad de 
captura viral (%) por parte 
de los eritrocitos. Cada 
barra representa un 
individuo que se encuentra 
ubicado en forma creciente 
de acuerdo al valor de carga 
viral en plasma que 
presenta al momento del 
estudio (48 de los 75 de 
Tabla 5). En la parte 
superior se observa el rango 
de carga viral en plasma al 
cual pertenece cada uno de 
los pacientes. La capacidad 
de captura viral no guarda 
relación con la CVp que 
presenta cada individuo 
(R2= 0,00007). 
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2.6 La IgG anti gp120 sería la responsable de una mayor capacidad de captura viral por parte de 

los eritrocitos en individuos HIV positivos. 

Los eritrocitos en circulación no solo pueden presentar Ag-E, sino que además durante su circulación 

en el torrente sanguíneo podrían seguir capturando HIV en sus membranas. Existe una asociación 

entre la capacidad de captura viral y la presencia IgG anti gp160 sobre eritrocitos. Como es sabido, el 

gen env del HIV codifica para la proteína precursora altamente glicosilada gp160, que luego de un 

clivaje da lugar a las glicoproteínas de la envoltura viral, gp120 (proteína de superficie externa) y la 

gp41 (proteína de transmembrana). El virión en circulación expone estas últimas glicoproteínas las 

cuales podrían ser reconocidas por anticuerpos específicos ubicados sobre los eritrocitos en individuos 

HIV positivos. La Gp120 es la más expuesta y es la responsable de generarla mayoría de los 

anticuerpos neutralizantes. 

 

Figura 17. Los gráficos muestran la capacidad de captura viral (%) por parte de los eritrocitos de 48 individuos HIV positivos (48 
de los 75 de Tabla 5) y cada barra representa un individuo. (A) En la parte izquierda del gráfico se agrupan, en forma creciente 
según el porcentaje de capacidad de captura viral, los individuos que  presentan alguna IgG anti HIV  asociada a  eritrocitos (+ 
IgG anti HIV-E, N=32). En la parte derecha se agrupan los individuos que no presentan ninguna IgG anti HIV asociada a 
eritrocitos (- IgG anti HIV-E, N=16). No se encontró una asociación estadísticamente significativa entre la presencia de alguna 
IgG anti HIV sobre los eritrocitos y que dichos eritrocitos capturen más del 20% de HIV suministrado (p>0,5). (B) En la parte 
izquierda del gráfico se agrupan, en forma creciente según el porcentaje de capacidad de captura viral, los individuos que 
presentan IgG anti Gp160 asociada a eritrocitos (+ IgG anti 160-E, N=25) y en la parte derecha se agrupan, los individuos que 
no presentan IgG anti Gp160 asociada a eritrocitos (- IgG anti Gp160-E, N=23). La presencia de la IgG anti Gp160 asociada a 
eritrocitos mostró una captura de HIV mayor al 20% (p<0,005).  

-74-



Resultados 
 

 

 

 

Con el objetivo de dilucidar si la captura viral depende de la presencia de IgG anti Gp120 sobre 

los eritrocitos, se realizó un ensayo de inhibición de la captura viral a eritrocitos utilizando como 

inhibidor la glicoproteína viral gp120 soluble.  

Brevemente, a eritrocitos de 11 individuos HIV positivos (11 de los 75 involucrados en la tabla 

5), se les realizó paralelamente el ensayo de captura viral y el ensayo de inhibición de la captura viral 

(previo al ensayo de captura viral se los incubó con un exceso de la glicoproteína viral120). Este último 

con el propósito de saturar los mecanismos de adsorción de HIV dependiente de la presencia de gp120 

a eritrocitos. En todos los casos se determinaron las IgG anti HIV asociadas a los eritrocitos previo a la 

captura viral. Todos los sujetos presentan la IgG anti Gp160 y solo 6 presentan la IgG anti Gp120 sobre 

los eritrocitos (Figura 18 A).  

En forma notoria, la presencia de la gp120 inhibió considerablemente la captura viral a los 

eritrocitos, encontrando diferencias significativas entre la captura viral con y sin incubación con gp120 

(p<0,05, ANOVA de dos factores con diseños de bloques al azar). La variación entre los individuos 

resultó ser significativa (p<0,05) lo cual indicó que hay sujetos donde el efecto inhibitorio varió en gran 

magnitud (Figura 18 A). Por otro lado, el efecto inhibitorio solamente se presentó en los individuos que 

presentan IgG anti 120 (y adicionalmente IgG anti Gp41) sobre sus eritrocitos (pcorregido<0,05, análisis de 

medidas repetidas). Dicha diferencia se observó debido a que los individuos que presentan IgG anti 

Gp120 sobre sus eritrocitos capturan mayor cantidad de HIV, que aquellos que no presentan dicha IgG 

(Figura 18 B). La inhibición de la captura no resultó en ningún caso del 100%, por lo que otros 

mecanismos, que no involucran IgG anti HIV contra gp120 estarían involucrados en la adsorción como 

puede ser la unión de HIV a los hematíes por medio de DARC [He et al., 2008; Beck et al., 2009]. 

Si bien, no existe asociación significativa entre la presencia de IgG anti Gp 120 sobre los 

eritrocitos y su capacidad de captura viral mayor al 20% (Tabla 6), al bloquear los eritrocitos, por el 

agregado de gp120 soluble, la captura viral se ve considerablemente inhibida, y este efecto se ve 

exacerbado en aquellos individuos que presentan IgG anti GP120 sobre la membrana de sus 

eritrocitos, lo cual sugeriría que la presencia de IgG anti Gp120 aumentaría la posibilidad de capturar 

mayor cantidad de HIV. 
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En conclusión, los eritrocitos de los individuos HIV positivos presentan antígeno p24, RNA-HIV 

y anticuerpos específicos anti HIV sobre sus membranas. Poseen como característica capturar HIV 

suministrado externamente. La presencia de IgG anti Gp160 estaría relacionada con una captura viral 

mayor al 50%. La captura viral en los individuos que presentan IgG anti Gp120 sobre sus membranas 

se vería inhibida al agregar la gp120 soluble, por lo que la presencia de esta inmunoglobulina 

aumentaría la captura viral sobre los eritrocitos de los individuos HIV positivos. 

 
Figura 18. Inhibición de la captura viral a eritrocitos. (A) El gráfico muestra la capacidad de captura viral (%) por parte de los 
eritrocitos de 11 individuos HIV positivos (presentes en la Tabla 5), incubado con gp120 soluble (inhibición de la captura viral, 
barras gris oscuro) o sin incubación con gp120 soluble (captura viral, barras gris claro). La gp120 inhibió la captura viral a los 
eritrocitos (p<0,05) y la variación entre individuos resultó ser significativa (p<0,05). Los números de los individuos corresponden a 
su numeración en la Tabla 5. (B) La tabla detalla los anticuerpos IgG anti HIV presentes en los eritrocitos de estos 11 individuos. 
Todos presentan IgG anti Gp160, y los 6 individuos que presentan IgG anti Gp120 también presentan la IgG anti Gp41 en sus 
eritrocitos (pacientes 62, 59, 42, 31, 71 y 68). (C) Se representa en el eje de las ordenadas la capacidad de captura viral en 
porcentaje, en las abscisas inhibición con gp120 soluble o no (+gp120 o –gp120). Se grafican las medias de porcentaje de 
capacidad de captura viral. En los individuos que presentan IgG anti Gp120 en eritrocitos (+ IgG anti Gp120-E) con o sin 
agregado de gp120 soluble (recta con cuadrados) y la recta que comprende la media de captura viral de los individuos que no 
presentan IgG anti Gp120 en eritrocitos (- IgG anti Gp120-E) con o sin agregado de gp120 soluble (recta con triángulos). 
Observar que en ambos grupos (+ IgG anti Gp120-E y - IgG anti Gp120-E) al incubar con gp120 soluble se ve inhibida la captura 
viral, sin embargo en ausencia de gp120 soluble los individuos que presentan IgG anti Gp120 en eritrocitos presentan un 
porcentaje de captura viral superior a aquellos que no presentan IgG anti Gp120 sobre eritrocitos. El efecto inhibitorio solamente 
se presentó en los individuos con IgG anti Gp120 sobre sus eritrocitos (pcorregido<0,05). Dicha diferencia se observó debido a que 
los individuos que presentan IgG anti Gp120 capturan mayor cantidad de HIV que aquellos que no presentan dicha IgG sobre sus 
membranas. 
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3. El eritrocito contribuiría a la pérdida de infectividad del HIV en plasma. 

El rol del complemento en la patogenia de HIV parece ser multifacético [Stoiber et al., 2001; 

Stoiber et al., 2003]. Los viriones de HIV pueden activar el complemento a través de la vía clásica por 

anticuerpos unidos a su superficie o por activación directa del sistema de complemento a través de las 

proteínas de la envoltura viral [Spear et al., 1991; Ebenbichler et al., 1991; Stoiber et al., 1994; Stoiber 

et al., 1995]. Se ha demostrado que el complemento aumenta la actividad de los anticuerpos 

neutralizantes in vivo e in vitro [Gauduin et al., 1997; Aasa-Chapman et al., 2005] y se ha confirmado 

que la lisis del virión por complemento mediada por anticuerpos, es rápida y efectiva al principio del 

curso de la infección por HIV. También se ha sugerido que la lisis por el complemento es mediada 

predominantemente por los anticuerpos no-neutralizantes. Sin embargo, el 10% de las partículas virales 

parecería ser resistente a la lisis viral [Huber et al., 2006]. 

Opuesto a estas observaciones, varios autores han sugerido que la lisis de HIV es limitada in 

vivo debido a proteínas cuya función es controlar el sistema de complemento, incorporadas por los 

viriones al brotar de las células del huésped [Saifuddin et al., 1995; Stoiber et al., 1996; Saifuddin et al., 

1994]. Los anticuerpos y el complemento conducen eficientemente a la opsonización pero no siempre a 

la destrucción de HIV, y el virus podría permanecer infectivo [Banki et al., 2005].  

Si bien el HIV en circulación puede estar expuesto a la neutralización y a la virólisis por 

complemento, en sangre los eritrocitos se encuentran en gran número y aportando gran superficie 

pudiendo capturar el HIV libre, opsonizado por complemento y anticuerpos o por complemento 

solamente. Por lo que el virus infeccioso disponible en circulación y la carga viral en plasma podrían 

estar afectados, no solo por la neutralización y la virólisis del HIV, sino también por la captura viral que 

realizan los eritrocitos. 

 

3.1 Importancia de la unión del HIV a eritrocitos en la pérdida de infectividad en plasma. 

Con el objetivo de dilucidar si la presencia de eritrocitos puede afectar la infectividad del HIV en 

el plasma, diluciones de plasma como fuente de anticuerpos de 14 individuos HIV positivos (Ig anti HIV) 

fueron incubadas con virus linfotrópico (HXB2) en presencia de: suero humano normal como fuente de 

complemento (C) (neutralización y virolisis: HIV + Ig anti HIV + C) o en presencia de suero humano 

normal inactivado (Ci) (neutralización HIV + Ig anti HIV + Ci). Una alícuota de cada una de estas fue 

enfrentada a glóbulos rojos de individuos HIV negativos (E) (neutralización y virolisis seguida de 
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captura viral, HIV- Ig anti HIV- C + E) o neutralización seguida de captura viral (HIV- Ig anti HIV -Ci + E). 

La infectividad remanente en el sobrenadante de cada incubación fue titulada y cuantificada en células 

MT2 por el método de formación de sincicios. 

En ausencia de eritrocitos, la perdida de infectividad en el plasma resultó ser significativamente 

mayor cuando el complemento estuvo presente que cuando se encontraba inactivado (p < 0,05 test 

wilcoxon, media 678 vs 244), al igual que lo informado por Huber., et al 2006 (Figura 19 A). Sin 

embargo, la presencia conjunta de complemento y eritrocitos permitió una pérdida de infectividad 

considerada extremadamente significativa comparada a cuando el complemento se presentó inactivado 

(media 3.675 vs 210 respectivamente, p < 0,0005, test Wilcoxon) Figura 19 B. Sorprendentemente, la 

pérdida de infectividad en presencia de complemento se exacerbó en presencia de eritrocitos (639 vs. 

3.457, p < 0,0005 test Wilcoxon) (Figura 19 C). Por otro lado, la pérdida de infectividad en presencia 

del complemento inactivado no se encuentra afectada por la presencia o ausencia de eritrocitos (media 

210 vs. 244, p>0,5 test Wilcoxon) y siempre resultó menor a cuando estuvo presente el complemento 

(Figura 19 D). Estos resultados demuestran que el complemento junto a los eritrocitos juega un rol 

fundamental en la disminución de la infectividad en el medio en el que se encuentran. Si bien la pérdida 

de infectividad en presencia de ambos resultó superior (media 3.457) y significativa a cuando los 

eritrocitos se encuentran ausentes (media 639), estos resultados no aseguran la causa por la cual se 

pierde la infectividad, bien sea por unión a los eritrocitos o por que la presencia de los eritrocitos 

exacerba la lisis viral mediada por complemento. Independientemente de las causas los viriones 

infectivos disminuirían en el plasma dando como resultado la perdida de infectividad. 

En un experimento análogo al descripto anteriormente se determinó la carga viral en el plasma 

de pacientes en presencia de HIV y suero humano normal como fuente de complemento, con y sin 

incubación con eritrocitos, para estudiar si la pérdida de infectividad en el plasma lleva relación con la 

carga viral. En la Figura 20 se observa que la presencia de eritrocitos produce una disminución 

significativa de la carga viral (partícula viral) en el plasma de pacientes infectados (p<0,05 test 

Wilcoxon). 

Teniendo en cuenta ambos experimentos (Figura 19 y 20) se puede inferir que la disminución 

en la infectividad y la carga viral en presencia de eritrocitos podría deberse a la unión del HIV a los 

mismos. Dicha unión mediada por complemento y/o anticuerpos resultaría cuantitativamente importante 

en el medio en el que se encuentra el eritrocito, lo que lleva a sugerir que actualmente al medir la carga 
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viral en el plasma de los individuos HIV positivos, estaríamos subestimando la presencia viral que se 

encuentra en circulación. Por otra parte, al favorecer la unión a eritrocitos, la presencia de anticuerpos 

anti HIV podría jugar un rol importante en la pérdida de infectividad, más allá de su capacidad 

neutralizante. 

 

Figura 19. Pérdida de infectividad en el plasma de los pacientes. Los gráficos representan en el eje de las ordenadas el titulo 
neutralizante más captura viral expresada como la inversa de la mayor dilución que es capaz de inhibir la formación de sincicios 
(pérdida de infectividad). Se incubaron diluciones de plasma como fuente de anticuerpos de 14 individuos HIV positivos (Ig anti 
HIV) con virus (HXB2) en presencia de: suero humano normal como fuente de complemento (C) (neutralización y virólisis: HIV + 
Ig anti HIV + C) o en presencia de suero humano normal inactivado (Ci) (neutralización HIV + Ig anti HIV + Ci). Una alícuota de 
cada una de estas fue enfrentada a eritrocitos de individuos HIV negativos (E) (neutralización y virólisis seguida de captura viral, 
HIV- Ig anti HIV- C + E) o neutralización seguida de captura viral (HIV- Ig anti HIV -Ci + E). La infectividad remanente en el 
sobrenadante de cada incubación fue cuantificada en células MT2 por el método de formación de sincicios. Los puntos 
representan la media de dos experimentos independientes con plasma del mismo paciente. Las diferencias entre el título 
neutralizante entre cada una de las situaciones fue comparada usando test de Wilcoxon (Wilcoxon signed-rank test).  

 

3.2 Importancia de la unión del HIV a eritrocitos de individuos HIV positivos en la pérdida de 

infectividad. 

En los puntos precedentes se ha demostrado la capacidad de captura viral que presentan los eritrocitos 
de individuos HIV positivos. Esta notable propiedad junto a la pérdida de infectividad 
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acompañada de pérdida de carga viral al incubar eritrocitos de dadores HIV negativos con plasma de 

individuos HIV positivos, llevó a estudiar la capacidad de los eritrocitos de pacientes HIV positivos de 

disminuir la infectividad. Para esto se incubaron eritrocitos de individuos HIV positivos con una cantidad 

conocida de virus (procedimiento igual al explicado en el punto precedente, en ausencia de plasma de 

individuos infectados y complemento), y luego se titularon los sobrenadantes de lo incubado en células 

MT2, por el método de formación de sincicios. 

En la Tabla 8 se observa que luego de la incubación con eritrocitos de pacientes infectados 

disminuye sensiblemente o desaparece la infectividad en el medio. Estos resultados son coherentes 

con los obtenidos en los ensayos de captura viral. Estos resultados confirman que siempre que esté 

presente el eritrocito (perteneciente a individuos HIV positivos o negativos), se observa una marcada 

pérdida de la infectividad en el medio de incubación. 

 

Tabla 8. Pérdida de infectividad en presencia de eritrocitos de individuos HIV positivos. 

HIV incubado con: Titulación del sobrenadante 
en células MT2 (DIC50/ml) 

HIV 9.572 
Eritrocito-HIV negativo 1.352 

Eritrocito-HIV positivo n°1 1.124 
Eritrocito-HIV positivo n°2 1.124 
Eritrocito-HIV positivo n°3 <63 
Eritrocito-HIV positivo n°4 <63 
Eritrocito-HIV positivo n°5 <63 
Eritrocito-HIV positivo n°6 <63 
Eritrocito-HIV positivo n°7 <63 
Eritrocito-HIV positivo n°8 <63 

 

Figura 20. Pérdida de carga viral en 
presencia de eritrocitos. En el eje de las 
ordenadas se representa la carga viral 
(copias/ml) en plasma luego de incubar el 
plasma de 6 individuos HIV  positivos (Ig anti 
HIV) como fuente de anticuerpos con virus 
(HXB2) en presencia de suero humano normal 
como fuente de complemento (C) y en 
presencia o ausencia de eritrocitos (+E o –E). 
Se determinó la carga viral en el sobrenadante 
de cada incubación. Los puntos representan la 
media de dos experimentos independientes 
con plasma del mismo paciente. Las 
diferencias entre el valor de carga viral en 
presencia o ausencia de eritrocitos fue 
comparada usando test de Wilcoxon (Wilcoxon 
signed-rank test).  

<63: no se observó efecto citopático, sobre ninguna dilución del cultivo celular inoculado. 
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4. Infectividad de HIV asociado a eritrocitos.  

Los ensayos que se describen a continuación buscan determinar si el HIV unido a eritrocitos 

mantiene su infectividad in vitro reproduciendo condiciones presentes en los pacientes, donde el 

eritrocito se encuentra circulando en el torrente sanguíneo expuesto a la partícula y/o antígenos 

virales, anticuerpos específicos y proteínas del sistema de complemento.  

 

4.1 Virus adherido a eritrocitos in vitro.  

Para reproducir las condiciones en las que la inmunoadherencia de HIV puede ocurrir in vivo, 

se incubó virus con eritrocitos de individuos no infectados para favorecer la unión por medio de: 

inmunocomplejos (HIV-Ig anti HIV-C-E), por medio del virus opsonizado por complemento (HIV-C-E) 

o virus “solo” sin agregado alguno (HIV-E).  

De esta manera se favorece alternativamente una de las formas en las que el HIV se une al 

eritrocito, si bien no se pueden descartar las otras formas de unión. Por ejemplo, cuando se incuba in 

vitro HIV (de la cepa macrofagotrópica BaL, HIVBa,L o linfotrópica HXB2, HIVHXB2) con un pool de 

plasmas de individuos HIV positivos inactivados como fuente de anticuerpos y suero humano normal 

como fuente de complemento, y luego con eritrocitos, se favorece la formación de HIV-Ig anti HIV-C-

E, pero no se descarta la unión por el virus opsonizado solo por complemento o la unión del virus al 

receptor DARC. En forma análoga, al incubar el HIV solo con suero humano normal se favorece la 

formación de HIV-C-E, si bien no se puede descartar la unión del virus solo al eritrocito. Finalizada la 

etapa de captura viral la cantidad de virus unido a eritrocitos de individuos HIV negativos in vitro, fue 

determinada midiendo el antígeno p24 sobre los eritrocitos.  

En las tres formas ensayadas in vitro se detectó antígeno p24 unido a eritrocitos utilizando 

uno u otro virus. En cuanto a la unión de HIVBaL a los eritrocitos  la unión HIV-E fue 65,3 ± 16,5; 20-

171 (media pg/ml ± SEM; mínimo y máximo), con respecto a HIV-C-E fue 84,7 ± 32,3 (22,7-230) y 

para HIV-Ig anti HIV-C-E fue 60,4 ± 32,9 (20-191). Como se observa en la Figura 21 en los tres 

casos la variación de la cantidad de antígeno p24 unido a eritrocitos fue muy amplia, aun cuando no 

se registraron diferencias significativas entre los tratamiento (p>0,05 análisis de varianza, ANOVA). 

Con respecto a la unión de HIVHXB2 resultó de 100,2 ± 9 (90,5-110) para HIV-E, 144 ± 19 (122-160) 

para HIV-C-E y 59,3 ± 15 (43,3-75,5) para HIV-Ig anti HIV-C-E siendo significativa la diferencia de 
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unión entre los tratamientos (p<0,05 análisis de varianza, ANOVA) (Figura 21). La cantidad de 

antígeno p24 asociada a eritrocitos resultó ser similar a la que se observa en pacientes, aunque 

como se muestra en la Figura 21 las barras de error muestran una gran variabilidad de unión. La 

diferencia en la cantidad unida utilizando virus HIVBal o HIVHXB2 no resultó significativa en ningún caso 

(p>0,05 test de t). 

 

4.2 El HIV adherido a eritrocitos in vitro no favorece la hemólisis. 

La fragilidad osmótica es una medida de la resistencia a la hemólisis cuando los eritrocitos 

son expuestos a soluciones salinas hipotónicas. Un aumento de la fragilidad osmótica indica un 

aumento en el daño o alteración de los eritrocitos. 

Con el fin de determinar si los eritrocitos se ven afectados por la unión de HIV, se determinó 

la fragilidad corpuscular media de los eritrocitos antes y después de realizárseles los tratamientos 

correspondientes a la unión de HIV. No se encontraron diferencias significativas entre las curvas de 

hemólisis al incubar el HIV con eritrocitos de individuos HIV negativos. En las condiciones para 

favorecer la formación de HIV-E, HIV-C-E y HIV-Ig HIV-C-E, la fragilidad corpuscular media (FCM) 

resultó ser 0,468, 0,475, 0,479 respectivamente. Comparado con los eritrocitos sometidos a las 

mismas condiciones, sin el agregado de HIV, no se encuentran diferencias (0,461) demostrando que 

al exponer a los eritrocitos al HIV en dichas condiciones no ocurre daño. Comparando estos 

resultados con la FCM (0,444) arrojado por los eritrocitos de individuos HIV positivos, observamos un 

Figura 21. HIV unido a 
eritrocitos in vitro. Cada barra 
representa el valor medio ± SEM 
de los pg/ml de antígeno p24 
unido a eritrocitos, realizando los 
siguientes tratamientos: HIV-E, 
HIV-C-E y HIV-Ig anti HIV-C-E. 
Se muestran los valores 
utilizando HIV de la cepa 
macrofagotrópica BaLen la parte 
izquierda y en la parte derecha 
utilizando la cepa linfotrópica 
HXB2. En la parte superior se 
muestra la significancia entre 
cada tratamiento utilizando 
análisis de varianza, 
considerando p<0,05 como 
significativo.  
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menor índice de fragilidad corpuscular media, aunque las diferencias no son significativas (p>0,05), 

por lo que los eritrocitos con HIV asociado no sufren daño o alteración apreciable.  

 

4.3 El HIV asociado a eritrocitos es infectivo en células de origen linfoide.  

Lograda la unión de HIV a eritrocitos in vitro, el paso siguiente fue investigar si el HIV 

asociado resultaba ser infectivo en células susceptibles. Para esto se favoreció la unión de HIV a los 

eritrocitos de las tres formas descriptas en el punto 4.1 y se determinó la infectividad del HIV 

asociado a ellos directamente en células de origen linfoide, comparándolo con la infectividad de HIV 

no unido a eritrocitos. Al mismo tiempo, se determinó si el eritrocito puede mantener virus infectivo 

asociado a sus membranas luego de 30 minutos de ocurrida la unión. 

Para tal fin, se siguió el esquema N°1, realizándose las incubaciones correspondientes de 

forma de permitir la opsonización de HIV por complemento (HIV-C) o la opsonización por complejos 

inmunes (HIV-Ig anti HIV-C) y HIV solo (HIV) durante 30 min a 37°C, utilizándose la cepa viral 

linfotrópica HXB2. Luego de la incubación, a una alícuota de éstas se le tituló su infectividad en 

células MT2 (Fase 1); otra alícuota fue incubada con eritrocitos, 30 min a 37°C, permitiéndole su 

unión (HIV-E, HIV-C-E y HIV-Ig anti HIV-C-E) (Fase 2). Terminada la incubación, las células rojas 

fueron separadas de su medio de incubación (sobrenadante). El sobrenadante de la fase 2, fue 

titulado en células MT2 (Fase 2.1), de forma de corroborar si ocurre una disminución de la 

infectividad en el medio en el que se encuentran los eritrocitos. Los eritrocitos fueron lavados y 

puestos en contacto con células MT2, de forma de determinar si el HIV unido a los eritrocitos resulta 

ser infectivo para dichas células (Fase 2.2.1). La fase tres consistió en dejar una alícuota de 

eritrocitos (Fase 2.2) 30 min a 37°C, con el objetivo de saber si el HIV unido a eritrocitos puede ser 

liberado en este periodo de tiempo y resultara ser infectivo. Para esto el sobrenadante de esta fase 

de liberación fue titulado en células MT2 (Fase 3.1). La titulación en células MT2 fue realizada por el 

método de punto final, observando la formación de sincicios (Esquema N°1).  

Como se observa en la Tabla 9, los resultados correspondientes a la Fase 1, muestran una 

disminución de la infectividad viral en la opsonización de HIV en presencia de complemento y en 

presencia de anticuerpos específicos esta disminución resulta notable (1.125 DIC50/ml contra 220 

DIC50/ml, HIV-C contra HIV-Ig HIV-C, respectivamente). Estos resultados concuerdan con la 

neutralización incompleta y la virólisis ineficiente por parte del complemento ampliamente reportada. 
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Sorprendentemente, el HIV asociado a los eritrocitos en las tres formas descriptas resulta ser 

infectivo en las células MT2 (Fase 2.2). Incluso la infectividad transmitida resulta ser igual en los tres 

casos estudiados (HIV-E, HIV-C-E y HIV-Ig HIV-C-E), mientras que la infectividad en el sobrenadante 

de incubación (Fase 2.1) es menor con respecto a la asociada a eritrocito (Fase 2.2.1). Esto último, 

concuerda con los datos expuestos en los puntos anteriores, dado que aun en presencia de 

anticuerpos específicos no se observa efecto citopático en el cultivo celular.  

Quedaba por saber si el eritrocito puede liberar virus infectivo. La Fase 3 demostró que la 

infectividad del virus liberado es menor a la infectividad que presenta el HIV asociado a eritrocitos, en 

el caso de HIV-E y HIV-C-E (1.125 vs 220, asociado a eritrocitos vs. liberado de este). Nuevamente 

la infectividad cuando los anticuerpos están presentes resultó ser considerablemente menor que la 

del HIV unido a eritrocitos (1.125 DIC50/ml para el HIV-Ig HIV-C-E vs. <45 DIC50/ml para el virus 

liberado de estos). 

 

Esquema N°1 
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 Estos resultados muestran una vez más que la virólisis mediada por complemento es 

incompleta. El HIV asociado a eritrocitos de las tres formas estudiadas resulta ser infectivo para 

células de origen linfoides. Debido a la unión de HIV a los eritrocitos, se ve disminuida la infectividad 

en el medio en el que se encuentra el eritrocito y el virus que podrían liberar los eritrocitos, en 30 min 

a 37°C, resulta ser menos infectivo que el HIV asociado a ellos. 

Tabla 9. El HIV asociado a eritrocitos es infectivo en células de origen linfoide. 

 Título DIC50/ml, en 
células MT2 

Fase 1: opsonización, 30 minutos a 37°C.  
HIV 1.125 

HIV-C 1.125 
HIV-Ig HIV-C 220 

Fase 2: incubación fase 1 y eritrocitos.  
Fase 2.1: sobrenadante.  

HIV 220 
HIV-C 220 

HIV-Ig HIV-C <45 
Fase 2.2: eritrocitos.  

HIV-E 1.125 
HIV-C-E 1.125 

HIV-Ig HIV-C-E 1.125 
Fase 3: liberación de HIV unido a eritrocitos, 30 min a 
37°C (posterior a fase 2.2). 

 

Fase 3.1: sobrenadante, posterior a la incubación de fase 3.  
HIV 220 

HIV-C 220 
HIV-Ig HIV-C <45 

DIC50: dosis infectiva en cultivo celular 50%. 
HIV-C: HIVHXB2 opsonizado con suero humano normal como fuente de complemento. 
HIV-Ig HIV-C: HIVHXB2 incubado con pool de plasma inactivado de individuos HIV positivos, luego opzonizado 
con suero humano normal como fuente de complemento. 
HIV-E: HIVHXB2 unido a eritrocitos. 
HIV-C-E: HIVHXB2 opsonizado con suero humano normal como fuente de complemento y luego incubado con 
eritrocitos. 
HIV-Ig HIV-C-E: HIVHXB2 incubado con pool de plasmas inactivados de individuos HIV positivos, luego 
opzonizados con suero humano normal como fuente de complemento y finalmente incubados con eritrocitos. 
Los resultados expuestos son representativos de un experimento de tres experimentos independientes 
utilizando 4 replicas en cada caso. 

 

4.4. El HIV asociado a eritrocitos mantiene su infectividad por periodos prolongados. 

Con el fin de dilucidar si el HIV unido a eritrocitos mantiene su infectividad por largos 

periodos de tiempo, se incubó virus de la cepa HXB2 con eritrocitos provenientes de individuos HIV 

negativos a 37ºC durante 24 y 48 hs (HIV-E). Luego de la incubación se permitió el contacto de los 

eritrocitos con células MT2 durante 30 minutos. Finalmente se tituló la infectividad del HIV asociado a 

eritrocitos por la formación de sincicios (Tabla 10). No solo el HIV se asocia sin necesidad de 

anticuerpos específicos y complemento a los eritrocitos, sino que este virus conserva su infectividad 
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luego de 24 y 48hs. Incluso a las 48hs resultaría portar mayores dosis infectivas. Los datos no solo 

demuestran el potencial infectivo que presenta el virus unido a eritrocitos in vitro, sino que además en 

periodos prolongados de tiempo el eritrocito podría tener un efecto protector para el HIV, comparado 

con el virus libre bajo las mismas condiciones.  

Tabla 10. El HIV asociado a eritrocitos mantiene su 

infectividad por periodos prolongados de tiempo. 

Tiempo 
(horas) 

Eritrocito + HIV HIV 

24 1,8. 10 3 3,1. 104 

48 3,9.104 2,3.101 

La tabla muestra los títulos virales (DIC50) de un experimento, el cual es 
representativo de tres experimentos independientes utilizando cuatro réplicas 
en cada caso. 

 

4.5 Infectividad del HIV unido a eritrocitos en macrófagos. 

Los macrófagos juegan un papel fundamental en la infección por HIV constituyendo además 

un importante reservorio viral. En hígado y bazo los macrófagos realizan la depuración de complejos 

inmunes de la membrana de los eritrocitos y luego las células rojas son devueltas a la circulación. En 

este proceso hay una interacción estrecha entre macrófagos y eritrocitos. Las cepas virales 

macrofagotrópicas en general son las que inician la infección y también son importantes en el 

mantenimiento y la patogenia de la infección por HIV. El HIV puede ingresar al macrófago a través de 

su receptor CD4 y co-receptor CCR5 y también por otros mecanismos, como el virus opsonizado con 

anticuerpos y complemento que puede ingresar por los receptores Fc o de complemento presentes 

en macrófagos. 

Dado el estrecho contacto que existe entre los eritrocitos y los macrófagos y la importancia 

de estas células en la infección por HIV, se propuso estudiar si el HIV asociado a eritrocitos, 

resultaba infectivo en macrófagos. 

 

4.5.1 Infectividad del HIV asociado a eritrocitos en células de origen histiocítico. 

Virus de la cepa viral macrofagotrópica BaL fue unido in vitro a eritrocitos de dadores HIV negativos 

utilizando las formas de unión que fueron descriptas previamente (HIV-E, HIV-C-E y HIV-Ig HIV-C-E). 
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Luego los eritrocitos con el HIV unido fueron puestos en contacto (2hs a 37°C) con las células U937 

diferenciadas a macrófagos (20, 40, 60, 80, 100 o 120 eritrocitos / célula U937 diferenciada). Los 

eritrocitos fueron retirados del cultivo después de la incubación, y se siguió la infección de las células 

U937 por la medición de la producción del antígeno p24 en el sobrenadante del cultivo celular a las 

48 hs. Como se muestra en la Figura 22, se recuperó antígeno p24 en el sobrenadante de cultivo a 

los 2 días posteriores a la incubación con los eritrocitos, observándose que en las tres situaciones el 

eritrocito puede transferir virus infectivo. Se obtuvieron los mismos resultados, independientemente 

de la proporción de eritrocitos incubados con las células U937, confirmando por primera vez, que el 

virus unido a eritrocitos resulta ser infectivo en células de origen histiocítico. 

 

4.5.2 Los macrófagos derivados de monocitos son infectados por el HIV unido a eritrocitos. 

Con el fin de ratificar si el virus asociado a eritrocitos resulta ser infectivo para macrófagos, 

se realizaron los ensayos para determinar la infectividad del HIV unido a eritrocitos in vitro sobre 

macrófagos derivados de monocitos humanos (MDM), de modo de utilizar cultivos celulares primarios 

para trabajar en un escenario cercano a la situación que ocurre en un paciente. Para esto a partir de 

buffy coat, se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica, se separaron los monocitos y 

se los diferencio a MDM y del mismo buffy coat se purificaron eritrocitos y se los mantuvo hasta el 

momento de realizar la incubación con HIV. Virus de la cepa macrofagotrópica BaL fue incubado con 

eritrocitos de las formas ya descriptas (HIV-E, HIV-C-E y HIV-Ig HIV-C-E). Los eritrocitos con HIV 

unido fueron puestos en contacto con MDM (20, 40, 60, 80, 100 o 120 eritrocitos: 1 MDM), por 60, 90 

o 120 minutos a 37°C, posteriormente los eritrocitos fueron removidos y el cultivo de MDM fue 

seguido a los distintos días post inoculación, determinándose la infección por la medición de la 

Figura 22. Producción de 
antígeno p24 (pg/ml) en el 
sobrenadante de cultivo de 
células U937. Las barras 
representan la media ±SD de 
pg/ml de antígeno p24 
recuperado en el sobrenadante 
de cultivo de las células U937 
diferenciadas a macrófagos, a 
los 2 días posteriores a la 
incubación de dichas células 
con los eritrocitos con HIV unido 
a sus membranas de la forma: 
HIV-E ,HIV-C-E y HIV-Ig anti 
HIV-C-E. Los datos graficados 
corresponden a un experimento 
representativo de un total de 
tres con tres replicas cada uno. 
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producción de antígeno p24 en el sobrenadante de cultivo o por inmunofluorescencia para el 

antígeno p24.  

El HIV asociado a eritrocitos en cualquiera de las formas señaladas resultó ser infectivo para 

MDM. Siempre que se favoreció la unión por la opsonización por complemento (HIV-C-E) se pudo 

recuperar progenie viral del sobrenadante de cultivo de los MDM. Se registraron dos patrones de 

infección, en 4 de 12 el virus unido a los eritrocitos de las tres formas mencionadas logró una 

infección productiva en MDM (Figura 23 A) mientras que en los otros 8 de 12 casos, solo se obtuvo 

producción de antígeno p24 en el sobrenadante del cultivo de MDM cuando se incubó HIV-C-E con 

MDM (Figura 23 B). 

Notar en la Figura 23 Ac y B que la producción de antígeno viral en el sobrenadante del 

cultivo, infectando con el HIV asociado a los eritrocitos por medio de complemento (HIV-C-E) llegó a 

los mismos niveles de producción que al infectar con el virus no unido a células (HIV) o el HIV 

opsonizado solo por complemento (HIV-C). Es notoria la protección del HIV por los eritrocitos, 

sumado a la facilitación de la infección a MDM cuando hay proteínas del sistema de complemento en 

el medio ambiente. En cuanto a la infección a MDM por HIV-Ig HIV-C-E la producción de antígeno 

p24 siempre resultó inferior a las obtenidas por HIV-E y HIV-C-E, incluso nunca superó los 80pg/ml 

de antígeno p24 en el sobrenadante de cultivo de MDM, por lo que parecería que los anticuerpos no 

serian facilitadores para la infección a MDM por el HIV unido a eritrocitos (Figura 23 Ab-d). Incluso la 

producción de antígeno p24 en el cultivo de MDM es superior al infectar MDM con HIV-E (Figura 23 

Ab). 

La inmunofluorescencia para antígeno p24 en MDM reveló marca positiva para el antígeno 

viral en las tres situaciones mencionadas en las que el HIV puede unirse al eritrocito. 

Sorprendentemente en los MDM inoculados con eritrocitos de la forma HIV-E y HIV-Ig HIV-C-E, 

donde no se recuperó antígeno p24 en el sobrenadante de cultivo se observó marca positiva para 

antígeno p24 por inmunofluorescencia observándose vesículas fluorescentes dentro de los MDM a 

los 11 días pi, (Figura 23 C) confirmando que el HIV infecta a MDM de las tres formas en las que el 

virus se adhiere al eritrocito. 
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Figura 23. Producción de antígeno p24 (pg/ml) en el sobrenadante de cultivo de macrófagos derivados de 
monocitos (MDM). Los gráficos representan la producción de antígeno p24 en el sobrenadante de cultivo a los días 
post inoculación (dpi) 4, 6, 9 y 11. Cada punto representa la media de antígeno p24 en pg/ml (media ± SD) 
recuperada del sobrenadante de MDM, previamente incubados con eritrocitos con HIV unido a sus membranas por: 
HIV-E, HIV-C-E y HIV-Ig anti HIV-C-E. (A) Muestra el comportamiento de infección por HIV unido a eritrocitos de las 
tres formas descriptas. Como se observa en la figura las tres formas en las que se favorece la unión del HIV al 
eritrocito resultaron infectar a MDM. Aa muestra todas las curvas de producción de antígeno p24, Ab muestra la 
producción al inocular con HIV-E, Ac muestra las curvas en las que se involucra al sistema de complemento, y Ad 
muestra las curvas en las que se encuentran involucrados principalmente los anticuerpos Ig HIV. Las gráficas 
representan los datos de un experimento representativo de los 4/12 que muestran este comportamiento. (B) El gráfico 
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representa los datos de un experimento representativo de los 8/12 que muestra el comportamiento que ocurre en el 
66,7% de los casos, en los que la única forma infectiva en la que el HIV asociado a eritrocitos produce infección viral 
en MDM resulta ser HIV-C-E. (C) Inmunofluorescencia para antígeno p24 en macrófagos derivados de monocitos. En 
el panel superior se observa el contraste de interferencia diferencial, marcando el núcleo celular de color azul con 
DAPI. En el panel inferior se muestra la superposición de imágenes del panel superior y la marca en verde con 
anticuerpo anti-p24 para HIV. 

 

Los resultados se repiten independientemente de poner en contacto: 20, 40, 60, 80, 100 o 

120 eritrocitos: 1 MDM, y cada uno de estos radios permitiendo el contacto por 60, 90 o 120 minutos.  

Por lo que la infección del HIV unido a eritrocitos no dependería del número de eritrocitos ni 

del tiempo que se permite el contacto con los MDM. 

Los resultados en conjunto, muestran que el HIV unido a eritrocitos resulta ser infectivo para 

MDM y estos son capaces de producir progenie viral. Esto ocurrió en todos los casos utilizando el 

esquema HIV-C-E y en menor medida con los otros dos esquemas (HIV-E y HIV-Ig HIV-C-E) 

indicando que el eritrocito junto con el sistema de complemento podría actuar como protector para el 

HIV y facilitador de la infección a MDM. 

 

4.5.3 El eritrocito transfiere el HIV infectivo a macrófagos derivados de monocitos sin que 

ocurra eritrofagocitosis. 

Los macrófagos realizan la limpieza de los inmunocomplejos que llevan adheridos los 

eritrocitos y de este modo se realiza el clearence de antígenos y patógenos de la circulación. Luego 

de la transferencia de los complejos inmunes, el eritrocito sigue su ruta en la circulación sanguínea o 

es fagocitado por los macrófagos de hígado y bazo.  

Con el objetivo de determinar si la infección a los MDM por el HIV unido a eritrocitos resulta 

de la transferencia del virus infectivo a los MDM o de la fagocitosis del eritrocito, se realizaron 

ensayos de eritrofagocitosis. Para esto último, se incubaron los eritrocitos con los MDM con una 

relación de 20, 40, 60, 80, 100, o 120 eritrocitos por MDM y durante 5, 30, 60, 90 o 120 minutos a 

37°C. Terminada la incubación los eritrocitos fueron retirados del cultivo y la fagocitosis fue 

cuantificada microscópicamente calculándose el índice fagocítico.  

Como se puede observar en la Figura 24 el índice fagocítico para HIV-E fue de 5%, para 

HIV-C-E de 4% y para HIC-Ig HIV-C-E de 7% no encontrándose diferencias estadísticamente 

significativas entre los tratamientos y entre cada tratamiento y el índice fagocítico de los eritrocitos 

que no fueron sometido al tratamiento de la unión de HIV (p>0,5), los cuales presentaron un índice 
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de 4%. Tampoco se encontraron diferencias significativas entre las diferentes proporciones de 

incubación eritrocitos/MDM, y los distintos tiempos de incubación de estos (p>0,5), demostrándose  

que el HIV unido a los eritrocitos resulta ser infectivo a los MDM y el HIV es transferido a los MDM, 

sin que ocurra fagocitosis de los mismos. 

 

4.5.4 El HIV asociado a eritrocitos es infectivo en macrófagos derivados de monocitos en 

presencia del sistema de complemento. 

Dado que siempre que se favoreció la unión de HIV a eritrocitos por medio de las proteínas 

del sistema de complemento se produce una infección productiva, en este punto se investigó si se 

necesita de las proteínas del sistema de complemento en su forma activa o solamente su presencia 

favorece la infección viral. Para esto, se utilizó el mismo esquema de infección de 4.5.2 utilizando  

suero humano normal como fuente de complemento o este mismo pero inactivado 45 minutos a 

56°C, como fuente de complemento inactivado.  

Como se observa en la Figura 25, siempre que se favoreció la unión de HIV a los eritrocitos 

empleando suero humano normal inactivado como fuente de complemento no se recupera antígeno 

p24 del sobrenadante de cultivo o se recupera en menor cantidad que su contrapartida con 

complemento activado. Por lo que la presencia de las proteínas del sistema de complemento en su 

forma activa es fundamental para que ocurra una infección productiva para el HIV asociado a los 

eritrocitos por medio de las proteínas del sistema de complemento. 

 

 

Figura 24. Eritrofagocitosis. El gráfico 
representa el índice fagocítico (%) ±SD, luego de 
incubar eritrocitos con macrófagos derivados de 
monocitos (MDM). Los eritrocitos previamente 
fueron incubados según: HIV-E, HIV-C-E, HIV-Ig 
anti HIV-C-E, eritrocitos que no sufrieron ningún 
tratamiento (E) y eritrocitos que permanecieron 24 
horas a temperatura ambiente y sin medio de 
mantenimiento (Eenvejecidos). El gráfico representa 
los datos de tres experimentos utilizando dos 
réplicas de cada uno, incubando 60 eritrocitos por 
MDM y transcurridas 2 horas de incubación. Los 
resultados obtenidos incubando 20, 40, 80, 100, o 
120 eritrocitos por MDM e incubados a 37 °C por 
5, 30, 60, 90 y 120 minutos no arrojaron 
diferencias significativas (p>0,5) a los resultados 
mostrados. 
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Figura 25. Producción de antígeno p24 (pg/ml) en el sobrenadante de cultivo de macrófagos derivados de monocitos 
(MDM). Los gráficos A a D representan la producción de antígeno p24 en el sobrenadante de cultivo a los días post 
inoculación (dpi) 4, 6, 9 y 11. Cada punto representa la media de antígeno p24 en pg/ml (media ± SD) recuperada del 
sobrenadante de MDM, previamente incubados según los tratamientos mencionados a continuación: HIV-C-E, HIV-Ci-E, HIV-
Ig HIV-C-E, HIV-Ig HIV-Ci-E, HIV-C, HIV-Ci, HIV-Ig HIV-C, HIV-Ig HIV-Ci. En el grafico (A) se muestran todas las curvas de 
producción de antígeno p24, en (B) se observa la producción al inocular con HIV-C-E, (C) muestra las curvas en las que se 
involucra al sistema de complemento junto con anticuerpos específicos, y (D) muestra las curvas en las que no se encuentran 
involucrados los eritrocitos. Como se observa en la figura la inactivación de las proteínas del complemento, no permiten la 
transferencia de virus infectivo para producir una infección productiva en MDM.  
Los gráficos mostrados corresponden a un experimento representativo de tres experimentos utilizando tres replicas en cada 
caso. 
Ci: suero humano normal inactivado 45miutos a 56°C como fuente de complemento inactivado. 
 
 
 
4.5.5 El HIV unido a eritrocitos resulta ser infectivo en macrófagos derivados de monocitos a 

dosis infectivas bajas. 

Dado que el HIV asociado a eritrocitos resulta infectivo para los MDM, y parecería actuar como 

protector y facilitador de la infección de MDM, fue importante determinar qué dosis infectiva pueden 

transportar los eritrocitos y lograr una infección productiva. Asombrosamente, el virus asociado a 

eritrocitos puede causar la infección a MDM a dosis infectivas límites, donde inoculando MDM a esas 

mismas dosis infectivas con HIV no unido a células, resulta ser la mínima cantidad que produce 

infección. La Tabla 11 muestran dos ejemplos. La Tabla 11 A muestra un caso donde solo se 

produce infección productiva en MDM al incubar dichas células con el HIV asociado a eritrocitos por 

medio de complemento (HIV-C-E). Las dosis infectivas (unidas a los eritrocitos) inoculadas en el 

cultivo de MDM fue de 10 DI, y estas lograron infectar a los MDM y producir progenie viral mientras el 
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HIV solo en el mismo cultivo necesita como mínimo 16 DI para producir infección viral. La tabla 11 B 

muestra otro ejemplo, donde se infectó a los MDM con el HIV asociado a eritrocitos por las tres 

formas descriptas. En todos los casos la cantidad de dosis infectivas inoculadas estuvieron alrededor 

del valor límite de infección del HIV cuando es inoculado solo. El HIV unido a eritrocitos infecta a los 

MDM a dosis infectivas bajas por lo que el eritrocito no necesitaría transportar altas dosis infectivas 

para ser un potente alimentador del reservorio viral macrofágico. 

 

Tabla 11. El HIV asociado a eritrocitos resulta ser infectivo a MDM a dosis infectivas iguales al 

límite de infección de HIV solo. 

A) 

Unión de HIV a eritrocitos por: HIV-E HIV-C-E HIV-Ig HIV-C-E HIVӿ 

pg antígeno p24/ml de eritrocitos 53 23 31   

DIC50, inoculada por pocillo 30 10 20 16 

Moi 3.10-5 1.10-5 2.10-5 1,6.10-5 

antígeno p24 en sobrenadante de cultivo de MDM NR positivo NR positivo 

Inmunofluorescencia para antígeno p24 en MDM positiva positiva positiva positiva 

NR: no reactivo 
ӿ corresponde al límite de dosis infectiva de virus solo (no unido a eritrocitos) capaz de infectar MDM. 
B) 

Unión del HIV a eritrocitos por:  HIV-E HIV-C-E HIV-Ig HIV-C-E HIVӿ 

pg antígeno p24/ml de eritrocitos 74 65 33   

DIC50, inoculada por pocillo 16 14 7 16 

Moi 1,6.10-5 1,4.10-5 7.10-6 1,6.10-5 

antígeno p24 en sobrenadante de cultivo de MDM positivo positivo positivo positivo 

Inmunofluorescencia para antígeno p24 en MDM positiva positiva positiva positiva 

NR: no reactivo 
ӿ corresponde al límite de dosis infectiva de virus solo (no unido a eritrocitos) capaz de infectar MDM. 

 
4.5.6 El HIV infectivo unido a eritrocitos es depurado por macrófagos derivados de monocitos 

cuando no está asociado por anticuerpos específicos. 

Demostrado el pool viral infectivo que transportan los eritrocitos y la gran cantidad de 

antígeno p24 y RNA-HIV asociada a los mismos en individuos HIV positivos, fue de interés saber si el 

HIV unido a eritrocitos logra ser depurado en su totalidad de la membrana del eritrocito por los 

macrófagos. En el caso de quedar HIV infectivo asociado a la membrana de los eritrocitos, al ser 

devueltos a la circulación, este virus quedaría expuesto a células susceptibles de infectar, o incluso 

puede ser transferido extracelularmente a otros tipos celulares. 
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Con el objetivo de saber si los MDM logran apoderarse en su totalidad del HIV infectivo 

asociado a eritrocitos, se siguió el esquema general de infección de HIV unido a eritrocitos (HIV-E, 

HIV-C-E y HIV-Ig HIV-C-E) en MDM, pero luego de la puesta en contacto de HIV unido a eritrocitos 

con MDM, los eritrocitos fueron recuperados y puestos en contacto nuevamente con otros MDM 

(HIV-E-MDM, HIV-C-E-MDM y HIV-Ig HIV-C-E-MDM). A los distintos días post inoculación, se 

determinó la producción de antígeno p24 en el sobrenadante de ambos cultivos de MDM.  

  

Figura 26. Producción de antígeno p24 (pg/ml) en el sobrenadante de cultivo de macrófagos derivados de monocitos 
(MDM). Los gráficos A a D representan la producción de antígeno p24 en el sobrenadante de cultivo a los días post 
inoculación 6, 10 y 13. Cada punto representa la media de antígeno p24 en pg/ml (media ± SD) recuperada de los 
sobrenadantes de cultivos de los MDM incubados, 2hs a 37°C, previamente incubados con eritrocitos que sufrieron el 
tratamiento mencionado a continuación: HIV-E, HIV-C-E y HIV-Ig HIV-C-E. Los eritrocitos que sufrieron los tratamientos 
mencionados, fueron recuperados del cultivo con MDM, y posteriormente fueron puesto en contacto con nuevos cultivos de 
MDM (1hs a 37°C), correspondientes a: HIV-E-MDM: HIV-E recuperado de la primer incubación con MDM, HIV-C-E-MDM: 
HIV-C-E recuperado de la primer incubación con MDM y HIV-Ig HIV-C-E-MDM: HIV-Ig HIV-C-E recuperado de la primer 
incubación con MDM. El gráfico (A) muestra todas las curvas mencionadas. (B) muestra las curvas correspondientes a HIV-E. 
(C), correspondientes a lo que involucra complemento y (D) muestra lo referido a la presencia de anticuerpos específicos. Los 
gráficos mostrados corresponden a un experimento representativo de dos experimentos utilizando tres replicas en cada caso. 

 

Como se puede observar en la Figura 26, el HIV infectivo asociado a eritrocitos en forma 

HIV-E y HIV-C-E (Figura 26 A-C) fue depurado eficazmente por los MDM en su primera puesta en 

contacto, por lo que no se recuperó antígeno p24 del sobrenadante de cultivo luego de que sufrieran 

un primer contacto con los MDM (HIV-E-MDM, HIV-C-E-MDM), por lo que se infiere que el HIV 

asociado a los eritrocitos de estas formas seria depurado en MDM. Sin embargo, el HIV infectivo 
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unido a los eritrocitos en presencia de anticuerpos específicos (HIV-Ig HIV-C-E), no sería depurado 

eficazmente por los MDM en su totalidad, como se puede observar en la Figura 26 D donde se 

recupera antígeno p24 del sobrenadante de cultivo tanto en la primer puesta en contacto con MDM 

(HIV-Ig HIV-C-E) como en la segunda (HIV-Ig HIV-C-E-MDM) en cantidades similares. 

Como se puede apreciar, la depuración de HIV unido a eritrocitos por medio de 

inmunocomplejos de HIV fue menos eficiente y luego de que el eritrocito estuvo en contacto con los 

macrófagos, este último lo liberaría con virus infectivo asociado a su membrana. 

 

4.5.7 Solo las cepas virales macrofagotrópicas unidas a eritrocitos resultan ser infectivas para 

macrófagos derivados de monocitos. 

Como se ha mostrado los eritrocitos en circulación de individuos HIV positivos, resultan 

portar un pool viral importante. Como el eritrocito podría proteger y facilitar la infección a MDM, es 

importante saber si facilita la infección a los virus con distintos tropismos celulares. Para esto, se 

repitieron los esquemas de infección para MDM utilizando virus de la cepa HXB2 con tropismo 

linfotrópico, en lugar del virus de la cepa BaL con tropismo hacia macrófagos. El eritrocito no 

facilitaría la infección para la cepa HXB2, dado que no se recuperó antígeno p24 del sobrenadante 

de estos cultivos.  

 

4.5.8 El HIV asociado a eritrocitos no solo infecta a macrófagos derivados de monocitos sino 

que su progenie viral resulta ser infectiva. 

Para proponer al eritrocito como un portador de pool viral infectivo a tener en cuenta, resultó 

de extrema importancia saber si la infección productiva en MDM produce virus infectivo. Para esto al 

sobrenadante del cultivo de MDM previamente incubado con el HIV unido a eritrocitos (de las formas: 

HIV-E, HIV-C-E y HIV-Ig HIV-C-E), fue utilizado como inóculo viral en células Ghost. Las células 

Ghost utilizadas expresan el receptor CD4 y los co-receptores CXCR4, CCR5. Estas células son 

permisivas a la infección por HIV y contienen el gen reportero GFP asociado con el promotor del HIV. 

Por lo tanto, las células Ghost infectadas con HIV expresan el gen reportero fluorescente y su 

infección puede ser analizada mediante citometría de flujo. Como muestra la Figura 27, la progenie 

viral recuperada del sobrenadante de cultivo de MDM incubados con HIV unido a eritrocitos resulta 

ser infectiva a células Ghost. La progenie viral obtenida de infectar a MDM con HIV-E y HIV-C-E 
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resulta infectar un porcentaje similar de células Ghost y resultan cercanos al porcentaje de células 

Ghost infectadas por los controles de infección de las cepas virales BaL y HXB2. En cambio la 

progenie obtenida de infectar MDM con HIV-Ig HIV-C-E resultaría infectar un porcentaje menor de 

células Ghost, esto puede ser debido a que como se mostró anteriormente la progenie viral obtenida 

(en antígeno p24) del sobrenadante de cultivo de MDM resultó menor que cuando el HIV es 

transportado por los eritrocitos de las restantes formas. 

El HIV unido a eritrocitos en sus tres formas de unión al eritrocito, no solo infecta a MDM, 

sino que la progenie viral que se obtiene de estos resulta ser infectiva, lo cual convierte al eritrocito 

no solo en un transportador de un pool infectivo, sino en promotor de la producción de virus infectivo. 

 

 

Figura 27. El HIV unido a eritrocitos produce progenie infectiva de macrófagos derivados de monocitos. Las células 
Ghost CD4+ CCR5+ CXCR4+ fueron infectadas con el sobrenadante de cultivo de macrófagos derivados de monocitos 
humanos que previamente fueron incubados con el HIV asociado a eritrocitos de la forma: HIV-E, HIV-C-E, HIV-Ig HIV-C-E. 
También se muestra la infección a las células Ghost con la cepa linfotrópica HXB2 y la macrofagotrópica BaL. La infección por 
HIV a células Ghost fue medida mediante citometría de flujo por la expresión de la proteína fluorescente verde (GFP) como fue 
descripto en Materiales y Métodos. En la parte superior de la figura se observan para cada muestra ensayada los gráficos 
correspondientes a la dispersión lateral o side scatter (SSC) vs dispersión hacia adelante o forward scatter (FSC), de ellos se 
delimito la población celular a analizar (rojo). En la parte media se muestra el gráficos (FSS vs GFP) correspondiente de 
porcentaje de células que expresan GFP (azul) y en la parte inferior el histograma correspondiente al número de eventos vs. 
GFP. Como se puede apreciar de la figura la progenie viral obtenida de los MDM al infectar a estas últimas con HIV unido a 
eritrocitos de las tres formas descriptas resultó ser infectivo a células Ghost CD4+ CCR5+ CXCR4+. Se muestras los 
resultados de un experimento representativo de un total de tres. 
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El término inmunoadherencia ha sido acuñado por Nelson en 1953 para describir la unión de 

inmunocomplejos conteniendo antígenos exógenos a glóbulos rojos. Sus ensayos fueron realizados 

utilizando bacterias y hematíes de primates [Nelson et al., 1953]. Los detalles de los mecanismos 

involucrados fueron estudiados para el sistema ADN anticuerpos anti-ADN [Kimberly et al., 1989; 

Edberg et al., 1992; Emlen et al., 1989] enfocando la atención en enfermedades autoinmunes como 

el lupus eritematoso sistémico [Schifferli et al., 1989]. La atención sobre la asociación entre virus y/o 

antígenos virales a glóbulos rojos es en cambio mucho más reciente [Bánki et al., 2005; Carlisle et 

al., 2009; Bönsch et al., 2008]. 

El virus de la inmunodeficiencia humana es conocido por su capacidad de infectar 

principalmente células con receptores CD4 y co-receptores de citoquinas. Se han descripto cuatro 

formas de partículas virales infecciosas in vivo, siendo todas ellas de relevancia para la infección 

última de las células blanco CD4-positivas. Estas formas incluyen virus asociado a células, unido o 

libre de células, y virus formando parte de inmunocomplejos [Olinger et al., 2000]. 

Se entiende por “virus unido a células” a las partículas de HIV ligadas extracelularmente a 

células CD4-negativas, las cuales incluyen neutrófilos, células dendríticas foliculares, células 

tonsilares mononucleares, plaquetas, células mononucleares periféricas y eritrocitos. Se ha 

demostrado in vitro que el pool viral que éstas células sustentan puede ser varias veces más 

infeccioso para las células T en co-cultivo, aún en presencia de anticuerpos neutralizantes, que la 

misma concentración de virus libre en condiciones equivalentes [Olinger et al., 2000]. 

El presente trabajo demuestra que la asociación entre el HIV y los glóbulos rojos existe y 

puede detectarse en los pacientes infectados donde se demostró la presencia de antígeno, ácido 

nucleico, y anticuerpos específicos anti HIV. Además de constituirse en un importante mecanismo de 

limpieza, estas células poseen características únicas tales como poseer la capacidad de capturar 

virus adicional al ya unido, y poder portar virus infeccioso que puede ser transportado a células 

susceptibles a la infección por el HIV. La estrecha relación que se establece entre los eritrocitos y los 

macrófagos en bazo e hígado hace que la infección a estas células pueda ser de suma relevancia en 

la patogenia de HIV. 

 

Detección de antígeno p24 y RNA-HIV asociado a eritrocitos en individuos HIV positivos. 

Solo dos trabajos habían sido publicados acerca de la presencia de HIV asociado a 
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eritrocitos en individuos infectados, con resultados contradictorios [Hess et al., 2002; Fierer et al., 

2007]. Aquí se presentan evidencias que aclaran la controversia sobre la asociación del HIV a los 

eritrocitos en personas infectadas. La presencia de proteínas virales en la infección por HIV es una 

evidencia de la actividad viral independientemente de la presencia de partículas virales. En 

consecuencia, la evaluación de los antígenos virales puede proporcionar información importante 

sobre la evolución de la infección por lo que se resolvió estudiar tanto la presencia de ARN como de 

antígeno viral. En este sentido, los eritrocitos podrían proporcionar un buen blanco para ensayar la 

presencia de antígeno viral ya que se encuentran en gran número entre las células sanguíneas.  

Dada la divergencia entre los resultados informados por los autores citados previamente, uno 

de los puntos claves para llevar adelante este trabajo fue validar la técnica de purificación de los 

eritrocitos y comprobar que el antígeno p24 estaba realmente presente en los eritrocitos de 

individuos HIV positivos. Para ello, era relevante asegurar que la contaminación con otras células o 

por trazas de plasma no contribuyeran a la determinación del antígeno viral en los hematíes 

purificados. 

Para descartar potenciales variaciones en la medición de antígeno p24 derivadas de la 

utilización de diferentes métodos de purificación [Hess et al., 2002 y Fierer et al., 2007], se comparó 

la eficacia de la purificación de los eritrocitos por sedimentación con Dextran y por la depleción con 

esferas magnéticas utilizando una mezcla de perlas magnéticas con anticuerpos anti CD4 y anti CD8. 

Los resultados mostraron que la cuantificación de antígeno p24 sobre los eritrocitos fue similar 

independientemente de la metodología empleada. En el trabajo se incluyó el uso de perlas 

magnéticas recubiertas con anticuerpos anti CD8 debido a que Gulzar et al., 2008 reportaron una 

proporción significativamente mayor de células con expresión de CD8+ HIV-1 (gag)+ que de células 

T CD4+ HIV-1 (gag)+ obteniéndose una purificación igualmente eficiente. Además, se comprobó 

también que aun después de la purificación de eritrocitos utilizando la depleción con esferas 

magnéticas recubiertas con anticuerpos anti CD3 se detectaba un alto nivel de antígeno p24 

asociado a los mismos. Aun más, en controles destinados a probar si la contaminación con 

leucocitos podría afectar la determinación de antígeno en los eritrocitos purificados, se demostró que 

el antígeno p24 asociado a leucocitos residuales no contribuye significativamente a la determinación 

de Ag-E. 
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Otro aspecto metodológico importante fue asegurarse que no ocurriera la unión de virus o 

antígeno presente en plasma posterior a la extracción de sangre. Horakova et al., 2004 y Beck et al., 

2009 describieron la inhibición de la unión de HIV a eritrocitos mediada por EDTA in vitro en 

presencia y en ausencia de complemento respectivamente. Teniendo en cuenta lo expuesto, la 

posibilidad de unión del antígeno presente en plasma a los eritrocitos fue evitada en este trabajo por 

el uso de EDTA como anticoagulante. 

Además, el hecho de no detectarse antígeno p24 en el último lavado del proceso de 

purificación de los eritrocitos, junto a lo mencionado en los párrafos precedentes descartó la 

posibilidad de que el antígeno p24 asociado a eritrocitos se originara de la contaminación de otros 

tipos celulares o de plasma remanente en los eritrocitos purificados.  

Otro aspecto metodológico que se tuvo en cuenta fue la temperatura a la cual se realizó la 

purificación de los eritrocitos, la cual fue relevante en orden de poder preservar la unión del virus a 

los eritrocitos. 

 

La investigación acerca del antígeno/virus transportado por los eritrocitos puede ser relevante 

durante la infección por HIV debido al gran número de eritrocitos circulantes que podrían facilitar la 

infección a células susceptibles [Lachgar et al., 1998; He et al., 2008; Olinger et al., 2000; Hess et al., 

2002; Bánki et al., 2006]. Los resultados de esta tesis mostraron la presencia, a veces en altos 

valores, de antígeno p24 asociado a eritrocitos en personas HIV positivas, incluso en aquellas que 

presentan CVp indetectable. 

Entre los 71 individuos con CVp detectable en al menos una muestra durante el año 

precedente al estudio, un alto porcentaje (71,8%) mostró Ag-E y la cantidad de Ag-E detectable varió 

ampliamente entre los individuos con valores de CVp similares (Tabla 2). El nivel de Ag-E no estuvo 

relacionado con el valor de CVp o la presencia y/o el nivel de Ag-P. Esto puede ser explicado por la 

diferente capacidad de adsorción de virus que los eritrocitos de cada individuo tendrían. Esto además 

está apoyado por el trabajo de Beck et al., 2009, donde la unión de virus a eritrocitos de individuos 

HIV negativos in vitro mostró una amplia gama de capacidad de captura viral. La variación de 

factores entre los distintos individuos infectados con HIV tales como la presencia de anticuerpos que 

pueden enmascarar al antígeno viral [dos Ramos Farías et al., 2009], una diferente actividad de 

factores de complemento (como ha mostrado Taush et al., 1986), un incremento en la activación de 
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C3 en individuos infectados, diferentes cinéticas de clearence viral y/o la cantidad de receptores 

disponibles sobre la membrana de los eritrocitos [Terpos et al., 2008] que pueden variar en cada 

individuo HIV positivo podrían también explicar la distinta capacidad de unión de antígeno p24 a 

eritrocitos. 

Individuos con CVp<10.000 copias/ml (Tabla 2) solo muestran Ag-E detectable y Ag-P 

indetectable, mostrando que en estos individuos el antígeno viral debería ser buscado más en los 

glóbulos rojos que en el plasma. En contraste, individuos que presentan CVp ≥10.000 copias/ml 

presentan Ag-P incluso en cantidades mayores que de Ag-E, lo que sugiere que en estos individuos 

la producción viral puede exceder la capacidad de adsorción de los eritrocitos permitiendo que el 

virus llegue a valores elevados en el plasma. Este podría ser el caso de los dos individuos con Ag-E 

indetectable pero con altos valores de antígeno p24 en plasma. En contraposición, 18 individuos de 

este grupo mostraron Ag-E y ausencia de Ag-P.  

En cuanto a los individuos con CVp indetectables por 12 meses y que presentaron CVp 

detectable al momento del estudio, todos mostraron una detección positiva de antígeno p24 asociado 

a eritrocitos. Como se muestra en la Tabla 3, el nivel de CVp en estos individuos fue relativamente 

bajo, sugiriendo un posible rebrote viral, mientras el valor de Ag-E fue similar a los que se 

encontraron en pacientes con previas CVp detectables (Tabla 2). Se encontró una relación positiva 

estadísticamente significativa entre una primera CVp detectable, después de 12 meses de CVp 

indetectable, y la presencia de Ag-E. Los resultados sugieren que la presencia de Ag-E podría ser un 

marcador de un rebrote en la CVp, sugiriendo que la CVp podría ser ensayada durante el 

seguimiento de estos pacientes solo cuando el antígeno está presente en los eritrocitos, reduciendo 

así los costos de monitoreo. 

Entre todos los individuos incluidos en las tablas 2 y 3 (71 y 41 respectivamente) ocho de 

ellos mostraron Ag-E detectable y CVp indetectable al momento del estudio. En cuatro de estos, el 

valor de Ag-E fue >110 pg antígeno p24/ml. Considerando que los eritrocitos en circulación presentan 

una vida media de 120 días, dos o tres rondas de recambio de eritrocitos tuvieron lugar desde la 

última detección de ARN-HIV en plasma. Como el antígeno p24 y el ARN-HIV están ausentes en el 

plasma de estos individuos, el origen del Ag-E es desconocido. Una posible explicación estaría dada 

por la discrepancia entre carga viral plasmática y antígeno en algunos pacientes como ha sido 

reportado por Schüpbach et al., 2005. Se ha demostrado en pacientes crónicos que la mayor parte 
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del antígeno está localizado fuera de la partícula viral [Schüpbach et al., 2002], hecho que ha sido 

también confirmado en nuestro laboratorio [dos Ramos Farías et al., 2009]. Schüpbach et al., 2005 

postula que el antígeno p24 podría provenir de virus replicando en reservorios virales no 

representados por el ARN-HIV de plasma. Si esta presunción fuera correcta, junto con los resultados 

obtenidos, se podría hipotetizar que la mayoría del antígeno p24 encontrado en eritrocitos podría ser 

originado en reservorios virales, unirse a eritrocitos y permanecer indetectable en plasma. El Ag-E 

podría provenir de células con infección latente, que al ser estimuladas liberan el virus al plasma y 

este puede ser adsorbido por los eritrocitos [Alexaki et al., 2008]. Alternativamente, macrófagos de 

hígado y bazo en estrecho contacto con los eritrocitos, también podrían suministrar antígeno para ser 

adsorbido por los mismos. Por otra parte, Prado et al., 2004, sugieren que la unión de antígeno p24 a 

los eritrocitos en individuos HIV positivos durante interrupción del tratamiento antirretroviral, podría 

explicar la falta de correlación longitudinal intrapaciente entre Ag-P y el nivel de CVp. El antígeno 

asociado a eritrocitos podría reflejar la continua replicación viral incluso en pacientes con CVp 

indetectables. 

En apoyo a los resultados obtenidos, la asociación entre el antígeno p24 y los eritrocitos se 

demostró también por inmunofluorescencia y por citometría de flujo en pacientes con niveles bajos o 

moderados de CVp. Los datos indican que el Ag-E no estaría presente en todos los eritrocitos, ya 

que solo el 14±4 % de los eritrocitos muestran antígeno p24 en el ensayo por citometría de flujo 

(Figura 13). Esta última observación podría ser explicada, entre otras posibilidades, por un clearence 

viral incompleto en los eritrocitos que recientemente asociaron al antígeno p24, o por heterogeneidad 

en la cantidad de receptores disponibles. 

Los resultados presentados demuestran la presencia de Ag-E en individuos HIV positivos por 

tres metodologías de detección (ELISA, microscopia de fluorescencia y citometría de flujo). Ag-E no 

siempre está relacionado con la CVp o con el antígeno p24 en plasma. Los resultados muestran la 

presencia de una importante cantidad de antígeno viral asociado a los eritrocitos de individuos que 

cursan diferentes estadios de la infección, incluso en aquellos con carga viral en plasma indetectable. 

Esto demostraría que el estudio del antígeno asociado a eritrocitos tiene un gran potencial como 

herramienta para dilucidar la cinética de la infección por HIV, su evolución y un posible uso para el 

seguimiento de los pacientes. 

La presencia de Ag-E por otro lado, no está necesariamente asociada con la carga viral 
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detectable en los eritrocitos. Sin embargo, la presencia de CVe estuvo siempre acompañada por la 

detección de Ag-E. Este hecho, junto con el bajo nivel de CVe y CVp observada en algunos 

pacientes con Ag-E detectable, sugiere que el antígeno p24 detectado en eritrocitos de individuos 

HIV positivos no estaría en su mayoría asociado a partículas virales. Esto podría explicarse por el 

hecho de que la transferencia de virus a otras células y/o el clearence viral eficiente podrían 

contribuir a disminuir la CVe [Hess et al., 2002, Bánki et al., 2006, Prado et al., 2004]. Por otra parte, 

la CVe es detectada en la mayoría de los pacientes que presentan CVp detectable y en algunos con 

CVp indetectable. Incluso se ha detectado RNA-HIV en muestras en donde la CVe resultó 

indetectable (Tabla 5). Sin embargo, la presencia viral ha sido confirmada al determinar carga viral 

asociada a eritrocitos de individuos HIV positivos donde existe una correlación positiva entre las 

cargas virales halladas en los hematíes y las encontradas en el plasma de estos sujetos (Tabla 4). 

Incluso se detectó carga viral asociada a eritrocitos en individuos que presentaban carga viral en 

plasma indetectable, con resultados similares a los obtenidos por Hess et al., 2002, aunque la 

detección se dio en un menor porcentaje de pacientes. Estos resultados demostrarían que 

actualmente se está subestimando la presencia del virus en circulación al tener en cuenta solo la 

carga viral en plasma y no la asociada a células.  

 

Detección de anticuerpos anti HIV asociados a eritrocitos de individuos HIV positivos. 

Una de las tres formas postuladas para la unión de HIV a los hematíes demostrada in vitro 

involucra la unión de complejos inmunes de HIV, los cuales pueden unirse al receptor CR1 por medio 

de las proteínas del sistema de complemento cuya unión supone el reconocimiento de la partícula 

y/o antígenos virales por parte de anticuerpos específicos anti-HIV. Esto se ve expuesto al ataque 

del sistema de complemento y el inmunocomplejo así formado se adheriría al receptor CR1 de la 

membrana de las células rojas que lo transportarían hasta macrófagos de hígado y bazo para la 

depuración de los mismos [Hess et al., 2002; Horakova et al., 2004, Banki et al., 2006; Beck et al., 

2011]. El presente trabajo ha demostrado que la adhesión viral por medio de anticuerpos puede 

ocurrir in vivo ya que se ha señalado la presencia de al menos una de las IgG anti HIV asociada a los 

eritrocitos en el 77,3% de los individuos HIV positivos, siendo las IgG anti HIV más frecuentemente 

asociadas a los hematíes las Gp160 seguida por la proteína de la cápside P24. Ambas IgG 

estuvieron presentes juntas en el 50% de los casos que presentaban alguna IgG anti HIV sobre sus 
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eritrocitos (Tabla 6, Figura 14). 

No solo se ha detectado la presencia de IgG anti HIV en los eritrocitos de los individuos 

infectados, sino que las células rojas presentan un patrón específico de IgG anti HIV asociado, que 

difirió respecto del patrón presente en el plasma de cada uno de los individuos que en su mayoría, 

presentaron todas las IgG anti HIV (Figura 14).  

La presencia de IgG anti Gp160 y anti P24 en las células rojas podría reflejar la presencia de 

inmunocomplejos asociados a eritrocitos formados por la partícula viral y/o por antígenos solubles. 

Los complejos inmunes formados por antígenos libres pueden provenir de la ruptura de la partícula 

viral o debido a que el antígeno p24 y la glicoproteína gp120 pueden ser hallados de forma soluble 

en el plasma de los individuos infectados. Se ha encontrado que la mayor parte de los 

inmunocomplejos circulantes en los individuos HIV positivos están constituidos por la proteína p24. 

Apoyando estos indicios, se ha señalado una asociación entre la detección de antígeno p24 y la 

presencia de alguna IgG anti HIV en los eritrocitos de los individuos HIV positivos, donde los 

hematíes que presentan antígeno p24 asociado a estas células presentaron alguna IgG anti HIV en 

el 100% de los casos, siendo la más representadas la IgG anti Gp 160 en el 91,6%, y las IgG anti 

P24 y P34 en el 50% (Tabla 6). 

La presencia de una carga viral plasmática detectable indica partículas virales en circulación 

en el plasma de un individuo. El virus en circulación podría ser reconocido por anticuerpos 

específicos y ser recubierto por factores de complemento y finalmente unirse a las células rojas. La 

asociación estadísticamente significativa entre la presencia de alguna IgG anti HIV sobre los 

eritrocitos y la presencia de una carga viral en plasma detectable, sugeriría la presencia de partículas 

virales y/o antígenos virales sobre los eritrocitos de estos individuos. Más aún, la asociación 

estadísticamente significativa, entre la presencia de IgG anti Gp160 y CVp detectable podría aludir a 

la presencia de partículas virales asociadas a las células rojas a través de complejos inmunes. En 

cambio, la presencia de IgG anti P24 sobre los eritrocitos no presenta una asociación significativa 

con respecto a la carga viral en plasma que presentan los pacientes. Este mismo hecho ocurrió con 

la determinación del antígeno p24 asociado a eritrocitos, el cual no estuvo estadísticamente asociado 

a una carga viral plasmática detectable. Esta coincidencia es sorprendente dado que en ambos 

casos (presencia de IgG anti P24 y antígeno p24 asociado a eritrocitos) parecería no ser necesaria 

una carga vira en plasma detectable para hallar el antígeno p24 e IgG anti P24 sobre los hematíes. 
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Una minoría de los pacientes estudiados presenta IgG anti HIV en eritrocitos siendo su carga 

viral plasmática indetectable (Tabla 6). Este último resultado es explicable considerando que, como 

se ha mencionado, no es necesaria la presencia de carga viral plasmática para la detección de 

antígeno o ácido nucleico viral en la fracción eritrocitaria. También se observaron algunos individuos 

con carga viral >50 copias/ml en plasma y sin detección de IgG anti HIV sobre sus eritrocitos (Tabla 

6). Esto último podría indicar una cinética de depuración distinta entre distintos individuos o una 

adherencia que no involucre la presencia de anticuerpos sobre los eritrocitos de los individuos HIV 

positivos [He et al., 2008, Beck et al., 2009]. 

La presencia de antígeno p24, RNA-HIV y IgG anti HIV sobre los eritrocitos de los individuos 

infectados sería compatible con el hecho de que el virus y/o antígenos virales se pueden unir a los 

eritrocitos por inmunoadherencia en los individuos HIV positivos.  

 

Capacidad de captura viral por parte de los eritrocitos de individuos HIV positivos. 

Las células rojas se encuentran en la circulación en gran número y aportando gran superficie. 

Como se ha demostrado en este trabajo el eritrocito en circulación no solo puede presentar RNA-

HIV, antígeno p24 y anticuerpos anti HIV, sino que también posee la capacidad de seguir capturando 

HIV a sus membranas. El ensayo de captura viral realizado en dos grupos de individuos HIV 

positivos (N=48 y N=20) mostró que más del 50% de los individuos capturan más del 20% de 

antígeno p24 suministrado en forma de HIV particulado, presentando una mediana de capacidad de 

captura viral entre el 25 % (N=48) y 53 % (N=20). Ambos grupos concuerdan en sus resultados en 

que los eritrocitos de pacientes capturan HIV en sus membranas en mayor porcentaje que los 

individuos HIV negativos cuya capacidad de captura viral siempre resultó menor al 20%. Este último 

resultado difirió del hallado por Beck et al., 2009 donde se encontró que solo el 3,7% de HIV 

suministrado es unido por los eritrocitos de individuos no infectados. Sin embargo este autor 

proporciona HIV en cantidades muy superiores a las utilizadas en este trabajo. Otra diferencia es que 

en este trabajo se usó un stock viral enriquecido en partículas lo que permitiría una interpretación 

mas clara en los resultados aquí presentados, (Figura 13 y Figura 16). 

Otro hecho importante a señalar es que la capacidad de captura que presentaron los 

hematíes de las personas HIV positivas no guardó relación con el valor de su carga viral plasmática 

presente al momento del estudio, por lo que el HIV unido a eritrocitos no estaría en equilibrio con las 
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partículas virales circulantes en plasma. Esto sugeriría que el HIV disponible en circulación puede ser 

capturado por los eritrocitos por medio de anticuerpos, complemento o por afinidad a receptores 

sobre la membrana de las células rojas. 

No se pudo comprobar una asociación significativa entre la presencia de alguna IgG anti HIV 

sobre los eritrocitos y una captura viral mayor al 20% de virus suministrado (p=0,087) (Figura 17 A). 

Sin embargo, la presencia de IgG anti Gp160 sobre sus eritrocitos respecto a aquellos que no la 

presentan arroja una diferencia estadísticamente significativa (p<0,0005). Por lo que se puede 

afirmar que la presencia de la IgG anti Gp160 presenta una asociación positiva estadísticamente 

significativa entre la presencia de IgG anti Gp160 y captura viral. 

Si bien no existe asociación significativa entre la presencia de IgG anti Gp 120 sobre los 

eritrocitos y su capacidad de captura viral mayor al 20% de HIV suministrado (Tabla 6), al bloquear 

los eritrocitos por el agregado de gp120 soluble, se ve inhibida considerablemente la captura viral, y 

este efecto se ve exacerbado en aquellos individuos que presentan IgG anti GP120 sobre la 

membrana de sus eritrocitos (Figura 18). Esto sugeriría que la presencia de IgG anti Gp120 sobre 

los eritrocitos aumentaría la posibilidad de capturar mayor cantidad de virus. La inhibición de la 

captura no resultó en ningún caso del 100%, por lo que otros mecanismos que no involucran IgG anti 

gp120 estarían involucrados en la adsorción de HIV a los eritrocitos como puede ser la unión de HIV 

a los hematíes por medio de DARC [He et al., 2008; Beck et al., 2009], ya que se observó captura 

viral sin suministrar ni anticuerpos ni una fuente de complemento. 

En resumen, el mecanismo propuesto sobre la captura viral a los eritrocitos de los individuos 

HIV positivos, sería el siguiente: el virus que está circulando en plasma o aquel proveniente de 

reservorios virales, expuesto al reconocimiento de anticuerpos específicos y al ataque de 

complemento, permite la formación de inmunocomplejos circulantes y por ende la depuración de los 

mismos por la unión de estos a los hematíes. Estos hematíes portan inmunocomplejos con un 

exceso de anticuerpos con paratopes libres que le permitirían capturar más virus libre. Por otra parte 

hay que considerar la unión de HIV a los hematíes por medio del receptor DARC [He et al., 2008; 

Beck et al, 2009] o por una unión alternativa al receptor CR1 por el virus opsonizado por proteínas 

del sistema de complemento independiente de anticuerpos, [Horakova et al., 2004]. 

La captura viral de los eritrocitos de pacientes podría jugar un papel importante en la limpieza 

del virus libre en plasma y su transporte a los macrófagos del bazo o hígado (Schifferli et al, 1988). 
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Estudios sobre la cinética de limpieza viral son necesarios para comprender las implicancias de la 

captura viral a los eritrocitos de los pacientes. 

 

El eritrocito contribuiría en la pérdida de infectividad en plasma. 

Si bien el HIV en circulación se encuentra expuesto a la neutralización (por anticuerpos 

neutralizantes) y a la virólisis por complemento (mediada por anticuerpos no-neutralizantes) [Huber et 

al., 2006], en ese medio se encuentran en gran número y aportando gran superficie los eritrocitos, los 

cuales pueden capturar al HIV. Los eritrocitos inmersos en este ambiente contribuyen a la 

disminución de la infectividad en los fluidos y de la carga viral de HIV en presencia de anticuerpos y 

del sistema de complemento (Figura 19 y Figura 20). Si bien no se desprende con exactitud de los 

resultados mostrados si la pérdida de HIV en el medio es debido a la unión directa de HIV a los 

eritrocitos o a la neutralización y/o lisis mediada por complemento, los ensayos de captura viral de 

eritrocitos permiten sugerir que la captura de HIV por los eritrocitos, es responsable de la disminución 

de la infectividad y de la carga viral en el ambiente en el que se encuentran. Este mismo hecho 

ocurre con la unión de adenovirus tipo 5 (Ad5) a los eritrocitos humanos por los receptores CAR 

(Receptor adenoviral del Coxsackie virus) y CR1, los cuales secuestran eficientemente al adenovirus 

en ausencia y presencia de anticuerpos anti-Ad5. Carlisle et al., 2009 demostraron que la unión al 

eritrocito altera el perfil de circulación sanguínea de Ad5 administrado intravenosamente y reduce 

dramáticamente su extravasación e infectividad dado que el 78% de virus es retirado de la circulación 

en 2 minutos, sugiriendo que los eritrocitos humanos podrían tener la función de prevenir la infección 

sistémica de Ad5, actuando como “trampas” del virus circulante [Carlisle et al., 2009]. Algo similar se 

ha reportado para Parvovirus B19 donde la incubación del virus con glóbulos rojos permitió la unión 

entre 3.000 y 30.000 viriones por célula [Bönsch et al., 2008]. 

 

Virus adherido a eritrocitos in vitro.  

La unión in vitro de HIV a los eritrocitos de individuos no infectados muestra que dichas 

células pueden capturar una gran proporción de HIV, existiendo una gran variabilidad en la 

capacidad de captura para cada forma en la que puede unirse a los eritrocitos (Figura 21). Esto 

mismo fue observado por Beck et al, 2009 para la unión HIV-E utilizando distintos aislamientos 

virales y por Bánki., et al 2004 quienes reportaron que la unión de HIV al eritrocito por la presencia de 
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complemento o anticuerpos más complemento utilizando el aislamiento primario 92BR030 y HIVBaL. 

En contraposición a lo encontrado en el presente trabajo este último autor muestra un marcado 

aumento de unión cuando están presentes las Ig anti HIV, lo que se puede explicar debido a 

diferencias en una purificación de las IgG y el lavado luego de incubar HIV con eritrocitos. Por otro 

lado, las cantidades de virus unido a los eritrocitos utilizando la cepa BaL o HXB2 no mostraron 

diferencias significativas (p>0,05). La unión de HIV a los eritrocitos por medio de complemento 

siempre fue superior (Figura 21). 

 

La anemia es, junto con la linfopenia, la anomalía hematológica más frecuente en los 

pacientes con infección por el HIV. Muchos factores como la infección de células progenitoras o el 

déficit de vitaminas pueden contribuir a favorecer la anemia en las personas infectadas [Belperio et 

al., 2004; Obirikorang et al., 2009]. Sin embargo, y dados los resultados mostrados en esta tesis era 

importante investigar si la unión del HIV o el antígeno viral de alguna de las formas ensayadas 

aumentaba la fragilidad de los hematíes. 

En los ensayos llevados a cabo en este trabajo no se ha observado un cambio significativo 

en cuanto a la fragilidad corpuscular media por la unión de HIV a los eritrocitos por ninguna de las 

formas de unión ya que se encuentran en el mismo orden que la fragilidad corpuscular media que 

presentan los eritrocitos sin unión de HIV. En cambio Bönsch et al., 2008, han demostrado que la 

unión extracelular de parvovirus B19 a los eritrocitos por receptores globósidos, no causa la 

hemolisis de las células rojas, pero aumenta su fragilidad osmótica a medida que se aumenta la 

cantidad de virus unido a los eritrocitos. Esta diferencia en la fragilidad osmótica encontrada con 

ambos virus puede deberse a los tipos de receptores a los que se une el virus en la membrana de las 

células rojas.  

Los resultados obtenidos no permitieron entonces asignar una contribución directa del virus 

unido a eritrocitos a la anemia vía aumento de la fragilidad. 

 

El HIV asociado a eritrocitos es infectivo en células de origen linfoide.  

El HIV capturado in vitro por los eritrocitos, por las tres formas de unión (HIV-E, HIV-C-E y 

HIV-Ig HIV-C-E) resulta en virus asociado a eritrocitos que puede ser infectivo en células de origen 

linfoide. Además produce una disminución significativa de la infectividad en el medio en el que se 
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encuentra. El virus que podrían liberar los eritrocitos resultó menos infectivo que el HIV asociado a 

ellos. Banki et al., 2004, han reportado la liberación cercana al 50% de virus unido a eritrocito de la 

forma HIV-C y HIV-Ig HIV-C. Los resultados en esta tesis demuestran que el virus liberado de los 

eritrocitos tiene menor infectividad que el unido a ellos, por lo que el eritrocito es un potente 

transportador de un pool viral infectivo. 

 

El HIV asociado a eritrocitos es infectivo en macrófagos derivados de monocitos.  

Los macrófagos son conocidos como reservorios virales en la infección por HIV. Los 

macrófagos hepáticos de individuos HIV positivos pueden presentar proteínas de HIV y dichas 

células son infectadas preferentemente. Las células de Kupffer humanas soportan también una 

infección productiva in vitro [Housset et al., 1990; Cao et al., 1992; Hufert et al., 1993; Schmitt et al., 

1990a; Schmitt et al., 1990b]. Debido a que las células de Kupffer representan la mayor reserva de 

macrófagos fijos en el cuerpo [Balagopal et al., 2009] y al estrecho contacto entre los eritrocitos y 

estas células por el mecanismo de captación de los complejos inmunes [Schifferli et al., 1986; 

Schifferli et al., 1988], resultó importante determinar si el virus que transportan los eritrocitos 

resultaba ser infectivo a células macrofágicas.  

En este trabajo se muestra por primera vez que el HIV adherido a los eritrocitos es infectivo 

en macrófagos derivados de monocitos humanos (MDM) de las tres formas de unión descriptas (HIV-

E, HIV-C-E y HIV-Ig HIV-C-E). Sin embargo, para lograr una infección productiva de MDM ésta 

dependió de la forma en la cual el eritrocito presenta el virus. 

Cuando el HIV está unido a eritrocitos por medio de proteínas del sistema de complemento 

(HIV-C-E) infecta los MDM obteniéndose progenie viral en el 100% de los casos. Este resultado es 

un gran aporte al conocimiento de la primo infección por HIV, ya que la presencia de complemento y 

ausencia de anticuerpos imita el escenario antes de que se haya montado una respuesta inmune 

adaptativa. Además, los viriones que inician la infección en general presentan tropismo hacia los 

correceptores CCR5 presentes en macrófagos [Schuitemaker el al., 1991; Koot et al., 1993; Koot et 

al., 1999]. En estas condiciones, el virus al ingresar al organismo puede activar directamente el 

sistema de complemento a través de las proteínas de la envoltura viral gp120 y gp41, como así 

también, por la activación de la vía de lectinas a través de la unión de la proteína de unión a manosa 

a la partícula viral por medio de la presencia de alto contenido de manosas sobre la gp120 [Spear et 
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al., 1991; Ebenbichler et al., 1991; Stoiber et al., 1994; Stoiber et al., 1995; Haurum et al., 1993]. De 

este modo el HIV puede ser opsonizado por proteínas del sistema de complemento proporcionándole 

una “protección”, debido a que el sistema de complemento realiza una lisis ineficiente de HIV 

dejándolo con su capacidad infecciosa intacta [Saifuddin et al., 1995; Stoiber et al., 1996; Saifuddin et 

al., 1994]. Luego el virión cubierto por proteínas C3b del complemento puede encontrar la unión a los 

eritrocitos por el receptor CR1.  

Con las otras dos formas de unión (HIV-E y HIV-Ig HIV-C-E) se obtuvo progenie viral en 

MDM solo en el 33,3% de los casos. En el caso de HIV-Ig HIV-C-E ocurriría luego de la 

seroconversión y especialmente después de la transición a la fase crónica donde los anticuerpos 

específicos anti HIV mejoran aun más la activación de la vía clásica y consecuentemente incrementa 

la deposición de los productos de clivaje de C3 sobre el HIV [Stoiber et al., 2001]. En el caso HIV-E, 

la unión de HIV a eritrocitos puede darse en todo momento de la infección independientemente de la 

opsonización por anticuerpos y las proteínas del sistema de complemento ya que puede unirse a los 

eritrocitos por el receptor DARC [He et al., 2008; Beck et al., 2009]. 

De las tres formas el HIV es infectivo a MDM, y parecería ser que el virus es transferido del 

eritrocito a los MDM ya que no se ha observado eritrofagocitos. Si bien los macrófagos presentan 

receptores para la porción Fc de inmunoglobulinas y para complemento, ambos involucrados en la 

entrada y en la infección de macrófagos por virus opsonizado [Montefiori et al., 1997], en el contexto 

del HIV unido a eritrocitos no solo puede ocurrir la transferencia del virus opsonizado a estos 

receptores, sino que el HIV podría ser transferido a los macrófagos por la unión no específica de 

gp120 con los proteoglicanos de heparán sulfato de la superficie celular [Saphire et al., 2001], o por 

la unión de los carbohidratos manosilados de gp120 a los receptores de manosa de los macrófagos 

[Nguyen et al., 2003]. De una u otra forma (unión a receptores o unión no específica) se facilitaría la 

unión del HIV a los macrófagos y el virus podría ingresar a los mismos utilizando los receptores de 

unión extracelular como plataforma para ingresar a los macrófagos por el receptor CD4+ y su co-

receptor o independientemente de receptores por el ingreso por macropinocitosis [Maréchal., et al 

2001] logrando la infección.  

 

Si bien, algunos autores han observado que los macrófagos son refractarios a la infección 

por aislamientos virales que utilizan el co-receptor CXCR4 [Yi et al., 1998], otros han reportado que 
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dichos virus pueden ingresar eficientemente a macrófagos pero su ciclo de replicación se ve inhibido 

en pasos posteriores a la entrada viral [Schmidtmayerova et al., 1998]. En contraste a estos autores, 

algunos grupos han reportado aislamientos primarios que utilizan el CXCR4 y pueden entrar a 

macrófagos y replicar eficientemente [Simmons et al., 1998; Valentin et al., 2000; Verani et al., 1998]. 

Aunque, Bakri., et al 2001 asume que estas discrepancias son debido a las diferentes condiciones 

experimentales. En cuanto al virus unido a eritrocitos el mecanismo de infección de macrófagos 

resultó eficaz para una cepa macrofagotrópica pero ineficaz para una cepa linfotrópica. Sin embargo, 

la misma cepa linfotrópica no vehiculizada por los eritrocitos resultó infectar a los MDM, aunque de 

estos se recuperó una baja producción de antígeno p24. Los datos sugerirían que el o los 

mecanismos por el cual el HIV es transferido del eritrocito al macrófago logrando infectarlo podría 

constituir un factor de selección para las cepas virales utilizadas. De ocurrir esto, proyectándonos en 

las primeras etapas de la infección, donde se ha descripto la circulación de virus macrofagotrópico, 

este mecanismo de infección por medio de los eritrocitos tomaría gran importancia en el 

establecimiento de la infección por HIV.  

 

En algunos individuos infectados se ha encontrado un bajo nivel de CVe y CVp con Ag-E 

detectable, sugiriendo que el antígeno p24 detectado en eritrocitos de individuos HIV positivos, no 

estaría en su mayoría asociado a partículas virales. Esto puede explicarse por una transferencia de 

virus a otras células sumado al clearence viral eficiente que podrían contribuir a disminuir la CVe. 

Aunque los eritrocitos transportaran una carga viral baja, esa carga viral lograría infectar a los MDM, 

dado que como se ha mostrado los eritrocitos pueden lograr una infección productiva en MDM aun 

transportando bajas dosis infectivas. La eficacia de la infección también fue observada por Beck et 

al., 2009, donde al unir HIV a eritrocitos de individuos no infectados solo el 3,7% de virus se une y 

resulta ser infectivo a células mononucleares de sangre periférica. 

Si bien el mecanismo de captación de complejos inmunes presentes sobre la membrana de 

los eritrocitos para el clearence de complejos inmunes del organismo es eficiente para los patógenos 

[Schifferli et al., 1986; Schifferli et al., 1988], en el caso de HIV parecería ineficaz, ya que el virus 

unido a eritrocitos opsonizado por complemento y anticuerpos (HIV-Ig HIV-C-E), parecería no ser 

depurado totalmente del eritrocito y luego de su paso por el MDM, el eritrocito conservaría parte del 

HIV infectivo unido a sus membranas. Sin embargo, en el caso del transporte de virus por HIV-E y 
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HIV-C-E, este hecho no ocurriría, lo cual puede ser explicado por la unión de HIV a distintos 

receptores, o por la distinta afinidad de unión, o por los mecanismos involucrados en la trasferencia 

eficiente de HIV a los MDM que sería distinta en cada caso. Los resultados mostrados 

precedentemente fueron realizados in vitro, es probable que los mecanismos de limpieza in vivo sean 

mucho más eficientes. Los ensayos realizados en este trabajo no abordaron resolver estas 

diferencias, que quedarían a dilucidar en futuros trabajos.  

 

En resumen, se demostró in vitro que el virus unido a los eritrocitos por las tres formas 

descriptas (HIV-E, HIV-C-E y HIV-Ig HIV-C-E) conserva su infectividad sobre macrófagos derivados 

de monocitos humanos. En el 100% de los casos el sistema de complemento facilitaría la infección. 

La infección exitosa a MDM se realiza incluso a dosis infectivas límites, donde las dosis infectivas 

que ofrecen los eritrocitos corresponden a las mínimas dosis infectivas en la que el HIV, sin mediador 

alguno sería infectivo. No solo el HIV asociado a eritrocitos logra infectar a MDM, sino que además la 

progenie que resulta de la infección a MDM resulta ser infectiva. Luego de pasar los eritrocitos con el 

pool viral que portan por los MDM, estos últimos depurarían el HIV infectivo del eritrocito cuando este 

se une en forma “libre” (HIV-E) y cuando se encuentra opsonizado por medio de complemento, en 

forma de HIV-C-E, no así cuando se lo encuentra opsonizado por medio de anticuerpos y 

complemento asociado de forma HIV-Ig HIV-C-E, por lo que el eritrocito volvería a la circulación con 

el pool viral infectivo mediado por anticuerpos específicos. 

Este mecanismo de infección de macrófagos resultó eficaz para una cepa macrofagotrópica 

pero ineficaz para cepas linfotrópicas pudiendo constituir un factor de selección en las primeras 

etapas de la infección, donde se ha descripto la circulación de virus macrofagotrópico. Haber 

determinado la infección de macrófago por el virus asociado a los eritrocitos es relevante dada la 

característica de aquellos como reservorio y por su capacidad de invasión de distintos tejidos. 
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Este trabajo demuestra que la unión de HIV a los eritrocitos ocurre en los individuos HIV 

positivos y que los eritrocitos transportarían virus infectivo hacia células susceptibles de infección, 

como son los macrófagos.  

Por primera vez se ha detectado y demostrado: 

 La presencia de antígeno p24 asociado a eritrocitos, incluso en individuos cuyas cargas 

virales en plasma resultaran indetectables. La cantidad de antígeno asociado a los hematíes 

no guarda relación con la carga viral ni el antígeno viral en plasma. 

 En individuos con repetidas carga virales indetectables en plasma el rebrote de la 

replicación viral está asociado a la presencia de antígeno en eritrocitos. 

La detección de carga viral en eritrocitos esta acompañada por la detección de antígeno p24 

en los mismos. 

 Los eritrocitos de los individuos infectados pueden capturar HIV en cantidades superiores a 

los eritrocitos de individuos HIV negativos. La captura viral de HIV no está relacionada con la 

carga viral plasmática, mostrando que los eritrocitos de pacientes están lejos de su punto de 

saturación en cuanto a la unión viral. 

 Se demostró la asociación selectiva de anticuerpos anti-HIV a los hematíes y los 

anticuerpos más frecuentemente hallados fueron los dirigidos contra Gp160 y P24.  

 La presencia de antígeno p24 asociado a eritrocitos estaría relacionada con 

la presencia de al menos una IgG anti HIV en eritrocitos.  

 La presencia de IgG anti Gp160 está asociada a la presencia de carga viral 

detectable en plasma. 

 La presencia de IgG anti Gp160 está relacionada con una mayor capacidad de captura viral 

la cual es inhibida por el agregado de Gp120 sobre las células rojas. 

 La unión de HIV a eritrocitos en presencia de anticuerpos y del sistema de complemento 

contribuiría a la disminución de la infectividad y de la carga viral de HIV en los fluidos. 
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 El HIV capturado in vitro por los eritrocitos, por las tres formas de unión descriptas (HIV-E, 

HIV-C-E y HIV-Ig HIV-C-E) resulta en virus asociado a eritrocitos que puede ser infectivo en 

células de origen linfoide (MT2) y en células de origen histiocítico (U937). 

 El HIV unido a los eritrocitos in vitro por las tres formas descriptas (HIV-E, HIV-C-E y HIV-Ig 

HIV-C-E) logra infectar a macrófagos derivados de monocitos humanos (MDM). En el 100% 

de los casos el sistema de complemento facilitaría la infección. La infección exitosa a MDM se 

realiza incluso a dosis infectivas límites. La progenie que resulta de la infección a MDM 

resulta ser infectiva. Este mecanismo de infección de macrófagos resultó eficaz para una 

cepa macrofagotrópica pero ineficaz para una cepa linfotrópica. 

 

Este trabajo pone de relieve que los eritrocitos cumplirían un rol más relevante que el que se 

conocía en la dinámica viral de la infección por HIV.  

Para comprender cabalmente la actividad viral en la infección se debería tener en cuenta no 

solo las determinaciones de antígeno o carga viral en plasma sino también las de virus asociado a 

células, especialmente a los eritrocitos.  

Como aporte a la comprensión de la fisiopatogenia se demostró que los eritrocitos poseen la 

capacidad de capturar virus, dando como resultado una disminución de la disponibilidad viral en 

fluidos y alterando el perfil viral en circulación sanguínea, pero manteniendo su capacidad infectiva. 

En particular el virus unido a los eritrocitos es infectivo en macrófagos, especialmente cuando está 

en presencia de complemento, teniendo esto una connotación importante principalmente durante la 

primoinfección donde podría favorecer la selección de las cepas macrofagotrópicas.  
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Modelo propuesto 

En la primo infección el HIV es capaz de activar el sistema de complemento por medio de sus 

proteínas de envoltura, siendo opsonizado y quedando recubierto por proteínas C3b que permiten su 

unión al receptor CR1 de los eritrocitos. Al mismo tiempo el virus puede unirse sin intermediario 

alguno al receptor DARC sobre la membrana de las células rojas (1). Durante la seroconversión y en 

la fase crónica de la infección la presencia de anticuerpos de tipo IgM e IgG permitiría el 

reconocimiento de los antígenos virales activando la vía clásica de complemento permitiendo la 

opsonización de HIV y finalmente la deposición de C3b y su unión al receptor CR1 de los eritrocitos 

(2). De este modo se puede determinar la presencia de carga viral, antígeno p24 y anticuerpos 

específicos anti HIV asociados a eritrocitos en personas HIV positivas (3). 

El antígeno en eritrocitos no se encuentra en equilibrio con el presente en plasma debido a 

que los eritrocitos pueden seguir capturando virus (4). La captura viral se daría en parte debido a la 

presencia de inmunocomplejos de HIV formados con exceso de anticuerpos sobre la membrana de 

los hematíes que podrían tener paratopes libres disponibles para unir cantidades adicionales de HIV. 

Las IgG anti Gp160 y Gp120 serian las involucradas en este hecho, aunque el HIV puede unirse a los 

eritrocitos independientemente de anticuerpos y de las proteínas del sistema de complemento (5).  

La unión de HIV a los eritrocitos permitiría disminuir el HIV libre en circulación y por ende 

disminuir la infectividad en el plasma de los individuos infectados (6). El eritrocito con HIV unido 

circularía con un pool viral infectivo para células permisivas. Sin embargo, el HIV unido puede 

liberarse parcialmente con un potencial infectivo menor al que posee asociado (7). Los eritrocitos con 

el HIV infectivo llegarían a macrófagos de hígado y bazo donde tienen estrecho contacto con los 

macrófagos. En el caso de la infección por HIV el virus unido a eritrocitos podría ser transferido a los 

macrófagos, logrando una infección eficaz facilitada principalmente por las proteínas del sistema de 

complemento produciendo una progenie viral infectiva (8). Los eritrocitos luego de “pasar” por los 

macrófagos volverían a la circulación. En algunos casos volverían a circular con el HIV unido 

opsonizado por anticuerpos y complemento pudiendo infectar nuevas células susceptibles (9) y los 

eritrocitos en circulación volverían a unir mas virus (1) continuando nuevas rondas de clearence viral 

y transportando un nuevo pool viral infectivo. 
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