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Editoriale

Riprendiamo con questo volume il tema della sindrome da immunodeficienza ac-
quisita (AIDS) più volte discussa nella nostra collana (vedi ivolumi 19, 47 e 50), per
esaminare gli aspetti generali aggiornati sulla epidemiologia dell’infezione da HIV, la
classificazione e le caratteristiche biologiche del virus, la patogenesi e le alterazioni a
carico delle cellule ematiche e concludere quindi con l’esame dei modelli animali oggi
esistenti per lo studio dell’AIDS.

Su quest’ultimo aspetto, in particolare, gli Autori hanno dato un originale contributo di
risonanza mondiale con l’allestimento del modello animale del coniglio.

La presentazione degli Autori è, come sempre, un piacere ed un onore.
Il Prof. Gaetano Filice si laureato in Medicina e Chirurgia presso l’Università di Pavia

e si è specializzato in Malattie Infettive e quindi in Igiene e Medicina Preventiva.
Attualmente è Professore Ordinario di Malattie Tropicali presso la Facolta’ di Medicina
e Chirurgia dell’Universita’ di Pavia.

Ha svolto e svolge ricerche ultrastrutturali su virus, batteri e protozoi patogeni per
l’uomo con particolare riguardo alla interrelazione ospite parassita, ai meccanismi di
patogenicità ed alle rispettive correlazioni diagnostiche e terapeutiche. Ha documentato
ultrastrutturalmente per la prima volta la penetrazione dell’HIV per fagocitosi e la
sequezialità dell’effetto citopatico virus indotto che porta alla lisi della cellula bersaglio.
Inoltre, partendo dal presupposto che la prima cellula bersaglio dell’infezione da HIV è
costituita dal macrofago-monocita, è riuscito ad ottenere una infezione persistente in
conigli previa induzione di una peritonite asettica e successivo inoculo intraperitoneale
di HIV. Questo lavoro è stato di tale rilevanza da meritare di venir segnalato nell'Year
Book of Pathology and Clinical Pathology  1990 che riporta i più significativi lavori
pubblicati nel mondo.

Il dottor Paolo Orsolini, specialista in Malattie infettive, cura l’organizzazione ed i piani
di ricerca del Laboratorio di Microscopia Elettronica dell’Istituto di Malattie Infettive
dell’Università di Pavia. Ha analizzato, tra l’altro, l’aspetto  ultrastrutturale di HIV e
l’interazione HIV cellula ospite per la valutazione dei meccanismi di penetrazione del
virus. Le indagini sopracitate hanno rappresentato il fondamento propedeutico per un
complesso di ricerche finalizzato alla realizzazione di un modello animale in grado di
supportare l’infezione da HIV.

La dottoressa Laura Soldini, specialista anch’essa in Malattie infettive cura attual-
mente l’organizzazione ed i piani di ricerca del Laboratorio di Radioimmunologia dello
stesso Istituto.
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Si è occupata dell’allestimento di modelli animali per l’infezione sperimentale da HIV
indagando sui markers sierologici ed immunologici dell’avvenuta infezione. Ha allestito
e sviluppato sistemi diagnostici in campo animale ed umano concernenti la ricerca di
anticorpi anti HIV ed antigeni HIV mediante l’impiego di peptidi sintetici e di antigeni
nativi. Si occupa inoltre della interpretazione e valutazione clinico-sierologica dei
markers di predittività.

Il dottor Edoardo Razzini è specializzando in Malattie Infettive e borsista presso lo
stesso istituto universitario dove svolge attività di ricerca presso il laboratorio di
Microscopia Elettronica e Radioimmunologia con particolare riguardo all’allestimento di
modelli animali sperimentali e di sistemi diagnostici mediante ELISA per la valutazione
sierologica dell’infezione da HIV.

Il dottor Roberto Gulminetti frequenta il Laboratorio di Microscopia Elettronica
dell'Istituto di Malattie Infettive svolgendo attività di ricerca  mirata all’allestimento di
modelli animali nell'infezione da HIV e di metodiche sieroimmunologiche per il moni-
toraggio dell'avvenuta infezione.

Si occupa inoltre dello studio ultrastrutturale dei microorganismi patogeni per l'uomo.

Sergio Rassu
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Introduzione

Tradizionalmente per la valutazione di agenti chemioterapici e per lo sviluppo di
vaccini si sono sempre utilizzati animali come modello sperimentale riproducibile.

Il loro impiego nello studio di virus ad azione immunodeprimente, permetterebbe,
infatti, di testare sia sostanze ad attività immunostimolante che consentirebbero il
ripristino funzionale totale o parziale del sistema immunitario che l’attività e la tossicità
di molecole ad azione anti-virale.

Anche lo sviluppo di vaccini non può prescindere dalla disponibilità di modelli
animali per testare l’efficacia della immunizzazione indotta mediante sistemi tradizio-
nali (virus completi inattivati, virus attenuati), o con tecniche derivate dalla tecnologia
del DNA ricombinante (subunità virali ottenute mediante ingegneria genetica).

Un approccio estremamente interessante potrebbe essere inoltre l’allestimento di
protocolli terapeutici con immuno o chemioterapie anti-virali post-esposizione, su
animali preventivamente infettati e quindi trattati. In quest’ottica risulta quindi pagante
l’allestimento di un modello animale facilmente infettabile con l’HIV in grado di
sviluppare una risposta immunitaria comparabile a quella umana.

Infatti, sebbene in questi pochi anni si sia appreso molto sulla patogenesi dell’infezio-
ne da HIV e sul genoma del virus, lo sviluppo di un vaccino per l’AIDS risulta
estremamente difficile.

La mancanza di un modello animale appropriato, l’assenza di una risposta immuni-
taria efficace in soggetti HIV positivi, il lungo periodo di latenza tra l’infezione iniziale
ed il manifestarsi dei sintomi clinici, l’esistenza di un certo grado di variabilità antige-
nica nei ceppi di HIV finora isolati, sono tutti fattori che hanno complicato lo sviluppo
di un vaccino efficace.

Anche se questo vaccino fosse disponibile, rimarrebbe comunque aperto il problema
terapeutico per centinaia di migliaia di persone che oggi ed ancor più al momento in cui
il vaccino sarà disponibile, avranno già contratto l’infezione. Inoltre, la lotta intrapresa
contro l’AIDS a tutti i livelli: assistenza ai malati, prevenzione, ricerca, aiuti internazio-
nali, ha un costo e questo costo è diretto perché legato al malato o alla collettività; quali
siano le modalità di organizzazione del finanziamento di questo costo, esso verrà in
definitiva prelevato dalla ricchezza globale del paese (Duru, 1987).
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Epidemiologia delle infezioni da HIV

La sindrome da immunodeficienza acquisita è ubiquitaria, anche se la sua incidenza
è diversificata nei vari paesi: secondo l’OMS può essere considerata la più grande
pandemia della seconda metà di questo secolo. Le zone geografiche più interessate sono
il Nord America, l’Africa Equatoriale, l’Europa. Dai primi casi segnalati nel 1981 si è
verificato un progressivo incremento, caratterizzato dal raddoppio dei casi ogni 6-8
mesi fino al 1985 e da un rallentamento successivo (raddoppio ogni 8-9 mesi).

Tale andamento è interpretabile sulla base della diffusione dell’infezione in rapporto
al lungo periodo di incubazione (7-9 anni) ed all’affinamento diagnostico.

Il serbatoio del virus è rappresentato dall’uomo infettato, sintomatico o meno; la
trasmissione, individuata in rapporto ai materiali biologici veicolanti il virus ed alla sua
labilità di fronte agli agenti fisici o chimici, avviene attraverso la via ematica parenterale
(trasfusione, emoderivati, uso promiscuo di siringhe, aghi, strumenti contaminati da
sangue infetto, ecc.), la via sessuale (sia omosessuale che eterosessuale), il passaggio
transplacentare o nel canale del parto, attraverso l’allattamento al seno.

L’infezione non si trasmette con i comuni contatti sociali e famigliari, con gli effetti
personali, con li bacio, col cibo o le bevande, stoviglie, per via orofecale o aerea o con
vettori (zanzare ecc.) (Castro et al.,1988). In base alle modalità di trasmissione sono stati
individuati precisi gruppi a rischio d’infezione: omosessuali (proporzionali al nº di
partners: sono risultati significativi gli omosessuali con oltre 60 partners all’anno);
tossicodipendenti per via endovenosa; politrasfusi ed emofilici trattati con fattore VIII
e IX prima del giugno 1985 (e forse anche dopo); partner eterosessuali di soggetti
sieropositivi o malati di AIDS; nativi di Haiti o dell’Africa centrale; figli di donne
sieropositive.

Analizzando le segnalazioni di casi di AIDS ed i dati di sieroprevalenza sono stati
individuati tre grandi e distinti andamenti di distribuzione della malattia (Weiss, 1988).

Il primo tipo di andamento è tipico dei paesi industrializzati e con un gran numero
di casi segnalati; tra questi paesi figurano gli Stati Uniti, il Messico, il Canada e molte
Nazioni dell’Europa Occidentale, inoltre l’Australia, la Nuova Zelanda, e diverse
regioni dell’America Meridionale (The AIDS Issue, 1988).

In tali aree l’HIV ha cominciato a diffondersi alla fine degli anni settanta; colpiti gli
omosessuali e/o bisessuali maschi (rapporto maschi/femmine è di 4:1) e tossicodi-
pendenti che assumono droga per via endovenosa, mentre gli eterosessuali coprono
una limitata percentuale di casi ma in preoccupante aumento negli ultimi anni. Tra la
fine degli anni settanta ed il 1985 si sono avuti inoltre casi di contagio con trasfusioni di
sangue e/o di emoderivati.

Il secondo andamento è osservato in alcune aree dell’Africa Orientale e Centro-
meridionale ed in misura sempre crescente in alcuni paesi dell’America Latina, soprat-
tutto nei Caraibi (Mann et al.,1988). Probabilmente l’HIV iniziò a diffondere alla fine
degli anni settanta; in tali aree la maggior parte dei casi si riscontra negli eterosessuali
ed il rapporto tra maschi e femmine è di circa 1:1; la trasmissione dovuta ad attività
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omosessuale e/o ad uso di droghe per via endovenosa è molto bassa. Numerose sono
invece le donne portatrici del virus, e quindi diffusa è la trasmissione perinatale (Cole
et al.,1986).

Il terzo tipo di andamento prevale in aree dell’Europa Orientale, dell’Africa Setten-
trionale, del Medio Oriente, dell’Asia e nella maggior parte dell’Oceano Insulare esclusa
l’Australia e la Nuova Zelanda. In tali paesi l’HIV venne probabilmente introdotto nella
prima metà degli anni ottanta; l’epidemia in queste aree stà seguendo il modello degli
Stati Uniti con un ritardo di tre anni (Dondero et al.,1987). In Italia l’epidemia avanza a
grandi passi, l’ultimo bollettino epidemiologico del centro operativo AIDS dell’Istituto
Superiore di Sanità, aggiornato al 31 marzo 1990, rileva che i casi notificati di malattia
conclamata in tutta Italia sono 6068; 2925 sono i decessi.

Quesi valori non rappresentano,però, che una parte del fenomeno: il ritardo nella
notifica agli organi centrali, infatti, è tale per cui solo il 43% dei casi diagnosticati in un
dato trimestre viene registrato nello stesso periodo di tempo. In realtà, dunque, il
numero dei pazienti con malattia conclamata è di gran lunga superiore.

La maggior parte degli adulti è sempre rappresentata da tossicodipendenti (circa il
70% dei casi totali), mentre tra i bambini più dell’80% ha contratto l’infezione per via
verticale dalla madre infetta.

La fascia più colpita è quella compresa tra i 25 e i 29 anni, con qualche differenza
all’interno delle varie categorie a rischio: generalmente più giovani i tossicodipendenti,
un pò più anziani gli omosessuali. Le regioni più colpite restano sempre Lombardia,
Lazio, Emilia Romagna e Piemonte, ma contemporaneamente cresce il numero di casi
registrati in Sardegna.

I dati che riguardano i casi di malattia conclamata, indipendentemente dal loro grado
di completezza, consentono però di avere un’idea sullo stato dell’infezione da HIV solo
in senso retrospettivo, e più precisamente con un salto temporale che corrisponde alla
durata del periodo medio di incubazione. In termini prospettici, certamente più
interessanti per quanto riguarda la programmazione economico-sanitaria, i numeri
permettono invece una stima attendibile dei probabili casi futuri per un periodo
massimo di due anni. Proprio per ovviare a questa carenza è in atto la raccolta
sistematica dei dati riguardanti la sieroprevalenza dell’infezione da HIV, la percentuale
cioé di sieropositivi esistenti, a un dato intervallo di tempo, in gruppi di popolazioni a
rischio e no. Un recente rapporto, sempre del Centro Operativo AIDS di Roma,
analizzando e confrontando 29 differenti studi, a carattere sia regionale che nazionale,
è riuscito, pur con tutte le limitazioni del caso, a fare il punto sull’attuale andamento
dell’infezione in Italia. In termini pratici emerge, a partire dal biennio 1986-1987, una
riduzione della prevalenza tra tossicodipendenti, bambini di madri a rischio e donatori
di sangue, e viceversa un aumento tra gli eterosessuali a rischio (partner di tossicodi-
pendenti o bisessuali), soldati di leva e detenuti.
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Storia dell’infezione

IL 5 giugno 1981 viene pubblicato sulla rivista americana “Morbility and Mortality
Weekly Report” il primo articolo in cui vengono segnalati alcuni nuovi casi di quella che
sarà una nuova entità nosologica tra le malattie infettive: l’AIDS.

La polmonite da Pneumocistis carinii era limitata quasi esclusivamente ai pazienti
gravemente immunodepressi, per cui la comparsa delle pneumocistosi in cinque
individui in precedenza sani, senza una immunodeficienza di base clinicamente evi-
dente, appariva pertanto inusuale; Il fatto poi che questi pazienti fossero tutti omoses-
suali indicava una associazione tra qualche consuetudine del loro stile di vita e la
polmonite da Pneumocistis. I cinque pazienti descritti nell’articolo avevano inoltre
contratto una infezione da Citomegalovirus confermata da indagini di laboratorio e
presentavano una patologia correlata a questo virus nei cinque mesi successivi alla
diagnosi di polmonite. Tutte le osservazioni precedenti indicavano la possibilità di una
alterazione dell’immunità cellulare legata ad una comune esposizione che avrebbe
predisposto gli individui ad infezioni opportunistiche come la pneumocistosi e la
candidosi. Nei mesi successivi alla pubblicazione di questo articolo, la stessa rivista
pubblicò studi su problemi allarmanti e inspiegabili (linfoadenopatie di origine sco-
nosciuta, sarcoma di Kaposi ad incidenza elevata ed in popolazioni inconsuete, varie
infezioni opportunistiche tipiche normalmente di situazioni di immunodeficit) in
deterninati gruppi di persone in precedenza sani: omosessuali, soggetti dediti all’uso di
sostanze stupefacenti per via venosa o in terapia con nitrito di amile, persone con
malattie sessualmente trasmesse, haitiani ed emofilici. Le segnalazioni cominciarono ad
apparire sempre più numerose anche su altri giornali. Nel giugno 1982, ricercatori dei
“Centers for Disease Control” statunitensi avevano raccolto sufficienti dati per essere
sicuri di trovarsi di fronte ad una nuova sindrome. Venne chiamata all’inizio sindrome
KSOI per il tipo di tumori ed infezioni che più comunemente si riscontrano in essa.
Questo nome, alla fine dell’estate, venne modificato e si cominciò a descrivere la
sindrome con la sigla AIDS. Su queste premesse i risultati non si sono fatti attendere: nel
1983 il gruppo di ricercatori dell’Istituto Pasteur coordinato da Luc Montagner (Barre’
Sinoussi e coll., 1983) comunicava l’isolamento di un nuovo Retrovirus, denominato
LAV (Lymphoadenopathy Associated Virus), da T linfociti di un paziente a rischio per
AIDS, e nel 1984 il gruppo del dott. Gallo del National Institute of Health di Behtesda
(USA) riportava una serie di isolamenti virali da pazienti con AIDS o a rischio di AIDS
(Gallo e coll., 1984) e concrete prove di associazione di questi Retrovirus, denominati
HTLV-III (Human T cell Lymphotropic Virus) con la sindrome in questione
(Sarngadharan Baster e coll., 1984).

Studi successivi hanno dimostrato la sostanziale identità dei Retrovirus isolati dai
due gruppi di ricercatori; virus per cui è stata in seguito proposta la denominazione
unificata di HIV, o virus dell’immunodeficienza umana (Marx J. e coll., 1986).

In tempi più recenti sono stati isolati dall’uomo altri ceppi di Retrovirus simili ma non
identici ai primi ceppi HTLV-III/LAV. Alcuni di questi virus, cui è stata data la sigla
HTLV-IV (Kanki e coll., 1986), sono stati coltivati da linfociti del sangue periferico di
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soggetti sani del Senegal, che possedevano anticorpi reagenti parzialmente con HIV
(Denis et al., 1987) ma più intensamente con un Retrovirus STLV-3, isolato dalle scimmie
(Letvin e coll., 1985). Quasi contemporaneamente altri ceppi sono stati isolati da due
pazienti ammalati di AIDS (Claved e coll.,1987; Clavel e coll., 1986) designati come HIV
tipo II. Questi ceppi mostrano parziale reattività con le proteine del core di HIV da cui
differiscono profondamente per gli antigeni dell’envelope; nel complesso anche HIV
tipo II appare più correlato all’STLV-3 che ai ceppi umani prototipi.

Classificazione del virus

La famiglia dei Retrovirus prende il nome dalla capacità di questi virus RNA di
replicarsi attraverso un DNA intermedio mediante una Transcriptasi Inversa che
sintetizza DNA provirale il quale si integra nel genoma della cellula ospite.

Questo evento è la conseguenza di una infezione che in natura, e sopratutto nei
mammiferi superiori, si verifica piuttosto raramente. In alcuni casi però, quando
l’infezione da retrovirus e la conseguente integrazione nel patrimonio genetico della
cellula ospite avvengono in cellule germinali (ovociti o spermatozoi), il DNA virale
integrato nel genoma di queste cellule può essere trasmesso, per via verticale, alle
successive generazioni: in questi casi il virus viene definito endogeno. Tali virus
possono rimanere in uno stadio indefinitamente silente o possono riattivarsi a seguito
di particolari stimolazioni che possono essere sia di origine endogena (genetica) che
esogena, conseguente cioè a sollecitazioni da fattori esterni quali possono essere
ormoni, sostanze carcinogeniche di natura fisica o chimica. Il risultato di questa
riattivazione può condurre ad una replicazione virale o, spesso, una trasformazione
neoplastica della cellula infettata. I virus esogeni, a differenza di quelli endogeni,
vengono sistematicamente trasmessi per via orizzontale.

I Retrovirus si suddividono in tre gruppi (Chermann, 1988):

Oncovirus
 - MuLV (virus della leucemia murina)
 - FeLV (virus della leucemia felina)
 - BLV (virus della leucemia bovina)
 - STLV (virus T-linfotropico della scimmia)
 - HTVL-I (Virus T Linfotropico Umano I) è un oncovirus umano responsabile della

leucemia T degli adulti in Giappone e nei Caraibi, di paresi spastiche e mielopatie nei
Tropici. L’HTLV-1 può provocare indirettamente la formazione di certi linfomi B ed
indurre una immunodeficienza minore; il virus, inoltre, può indurre nelle cellule
infettate la comparsa di un recettore per l’IL-2 e la sintesi dell’IL-2 che immortalizza le
cellule rendendole leucemiche.

- HTLV-II (Virus T Linfotropico Umano II) è stato isolato in una leucemia a tricocellule
o “a cellule capellute” ed in seguito ritrovato in certi linfomi cronici a cellule T4, così
come in leucemie T linfocitarie.
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 - HTLV-IV (Virus T Linfotropico Umano IV) (Kanki e coll.,1986) è stato isolato dal
sangue periferico di soggetti apparentemente sani che possedevano anticorpi cross-
reagenti sia con l’HIV (Denis et al.,1987) che con con il STLV-3 (Letvin et al.,1985).

 - HTLV-V (Virus T Linfotropico Umano V) è probabilmente associato a certi tipi di
micosi fungoide e a linfomi T cutanei; esso si discosta notevolmente dall HTVL-I e ha
proprietà differenti quali un B tropismo più marcato e la presenza di cellule senza
induzione del recettore per l’IL-2.

 Lentivirus
- VISNA (virus dell’encefalite delle pecore)
- CAEV (virus dell’encefalite e artrite caprina)
- FIV (virus T-linfotropico dei felini)
- BIV (virus dell’immunodeficienza dei bovini)
- SIV (virus dell’immunodeficienza della scimmia), è reponsabile dell’AIDS nelle

scimmie. Di tre SIV conosciuti: SIV-mac dei macachi, SIV-agm delle scimmie verdi
africane, SIV-mnd dei mandrilli, si è riusciti ad identificare l’intera sequenza del
patrimonio genico. Confrontandola con quella dei virus umani sono emerse omologie
del 75% con l’HIV-2 e solo del 40% con l’HIV-1, responsabile della stragrande mag-
gioranza dei casi di AIDS umano. Ciò potrebbe suggerire che l’ipotesi di un'origine
animale del virus dell’AIDS è vera solo per l’HIV-2. Poco o nulla si sà, al momento
attuale, sull’infettività dell’uomo dei vari ceppi di SIV; al contrario, è ben noto che gli
HIV umani riescono ad infettare, tra i primati, solo gli scimpanze’ che però albergano
il virus, ma non si ammalano.

- HIV-1 (virus dell’immunodeficienza dell’uomo), dapprima chiamato LAV, poi
HTVL-III e poi ARV, è il responsabile dell’AIDS in Africa centrale, in Europa e in
America settentrionale e meridionale; dotato, secondo Levy , di gene virale specifico
VPV (Levy et al.,1984).

- HIV-2 (virus dell’immunodeficienza dell’uomo) che provoca l’AIDS in Africa
occidentale, isolato dall’Istituto Pasteur di Parigi è simile al virus della scimmia Macaco:
il SIV. I test per la ricerca degli anticorpi anti HIV-1 non riconoscono i portatori del virus
HIV-2; dotati di gene virale specifico VPX, (Clavel F. et al., 1986), (Levy, 1988).

Spumavirus
- Human Foami Virus (virus di cui non si conosce ancora la patologia nell’uomo e

nell’animale).

La differenza principale tra gli oncovirus e i lentivirus è che i primi immortalizzano
i linfociti T4 o T8 nel cui DNA si integrano provocando una leucemia mentre i lentivirus
tipo HIV distruggono i linfociti da essi infettati inducendo quindi una immunodefi-
cienza.

I retrovirus possono inoltre essere classificati, in base alla loro morfogenesi, eviden-
ziata mediante microscopia elettronica, in tre fondamentali categorie: le particelle di
tipo A, di tipo B e di tipo C (Fig.1).
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Figura 1. Maturazione e liberazione di retrovirus (particelle A, B e C).
Figura 1a: A: particelle di retrovirus di tipo A (particelle di tipo B incompleto); B:
particelle di retrovirus di tipo B completo.
Figura 1b: A: particelle di retrovirus di tipo A (particelle di tipo C incompleto); C:
particelle di retrovirus di tipo C completo.

A

A

A A A

B

A
A

A
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Nei preparati a sezione fine utilizzati per l’esame al microscopio elettronico, le
particelle mature di tipo C mostrano un nucleoide sferico con localizzazione centrale
rivestito da un capside e circondato ulteriormente da una membrana pericapsidica.
Tutte le particelle virali responsabili di sarcoma o leucemia presentano questa morfolo-
gia osservabile anche in alcuni virus oncogeni. Le particelle mature di tipo B, invece,
presentano caratteristici nucleoidi sferici in posizione eccentrica. Questo nucleoide è
racchiuso dentro un involucro capsidico interno che è a sua volta circondato dalla
membrana pericapsidica. I virus del tumore mammario murino costituiscono il pro-
totipo di particelle di tipo B oltre che il più caratterizzato virus oncogeno.

Sia le particelle di tipo B che quelle di tipo C vengono liberate mediante un processo
di “budding” dalla superficie delle cellule ospiti infettate  (Fig. 2).
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Nelle cellule si liberano particelle di tipo B, che si sviluppano nel citoplasma come
nucleoidi a struttura spiralizzata contenuti in un capside. Queste particelle incomplete
si portano verso la superficie della cellula da dove vengono liberate con un processo di
“budding” alla fine del quale si presentano come particelle complete con un pericapside
esterno da cui protrudono tipiche proiezioni.

Le particelle di tipo B immature intracitoplasmatiche con i loro nucleoidi a spirale e
incluse nel capside vengono definite particelle di tipo A. La maturazione delle particelle
di tipo A avviene dopo il “budding” , l’acquisizione del pericapside e dopo che il
nucleoide si è trasformato dalla forma a spirale a quella sferica e si viene a localizzare
nella posizione eccentrica tipica della particella di tipo B matura.

Differente è invece la maturazione e la liberazione delle particelle di tipo C. Il
nucleocapside di tipo C si presenta inizialmente come una incompleta formazione di
tipo spirale posta immediatamente sotto la membrana cellulare, progressivamente
maturante e crescente nelle sue dimensioni. Subito dopo il “budding”, il nucleocapside,
nel frattempo completamente formato, si trova circondato da un’ ulteriore membrana,
il pericapside. Fino al momento della conversione definitiva del nucleoide dalla forma
a spirale a quella centrale (particella di tipo C completa), le particelle vengono definite
come particelle di tipo A, (Figura 1 e Figura 2). Sono contemplate anche particelle di tipo
D (intermediarie tra le C e le B) per alcuni tipi di virus delle scimmie (Chermann J.C.,
1988).

Figura 2: Processo di “budding” dell’HIV dalla superficie della cellula infettata.
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Il virus e le sue caratteristiche biologiche

Il virus dell’immunodeficienza umana ha forma rotondeggiante con un nucleo-
capside elettrondenso eccentrico; il nucleo è circondato da un involucro fosfolipidico da
cui protrudono piccole “spike” superficiali di natura glicoproteica (fig. 3).

Le dimensioni dell’HIV oscillano fra 90-110 nm e la particella virale matura appare
costituita da una membrana trilaminare avvolgente un nucleocapside di forma tronco-
conica che non entra mai in contatto con l’envelope ed è da quest’ultimo separata da uno
spazio elettrontrasparente. Come tutti i retrovirus il nucleoide contiene due coppie
uguali di RNA, ad elica singola, una proteasi ed un endonucleasi (Integrasi) ed un
enzima magnesio-dipendente, la transciptasi inversa, che nella cellula infettata tra-
scrive una copia di DNA su stampo dell’RNA virale (DNAc).

E’ questo DNA virale quello che si integra nel patrimonio genetico della cellula e che
si trova anche libero nella medesima (Folks e coll.,1989). Il virus maturo si osserva
normalmente in posizione extracellulare. Il processo morfogenetico della particella
virale avviene tramite “budding” o gemmazione. In una zona immediatamente al di
sotto del versante citoplasmatico della membrana cellulare si forma un addensamento
elettron-opaco di probabile natura glicoproteica che si estroflette verso il versante
extracellulare e che costituirà il futuro nucleoide assumendo una forma progres-
sivamente semicircolare. Con l’evolvere del processo di estroflessione si evidenzia
progressivamente una formazione rotondeggiante connessa alla membrana cellulare
da un esile peduncolo, che successivamente si stacca  (Schema 1).

ENVELOPE

KNOB
gp120
gp41

REVERSE
TRANSCRIPTASE

p66 - p51

Figura 3. Rappresentazione schematica della struttura del virus. Nell'envelope e nel core
sono presenti rispettivamente le glicoproteine gp120 con il loro precursore gp160, e le
proteine p24 con il loro precursore p55.

NUCLEO
p15 p17

p24

RNA
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Schema 1. Descrizione del "budding" virale.
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Il virus così neoformato può apparire sotto due forme distinte: la particella “matura”
con il core completamente strutturato, o la particella “immatura” con materiale elettron-
denso a forma di anello all’interno dell’envelope, che successivamente si condenserà a
formare il nucleoide del virus completo ed infettante. Il genoma dell’HIV-1 è oggi ben
conosciuto (Fig. 4 e 5).
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La regione gag codifica per le proteine del core che consistono nel nucleotide p25 (PM
25.000 Kd) e in varie proteine interne (p9, p17); la regione pol genera la transcriptasi
inversa (p51, p66), una proteasi e l’endonucleasi (integrasi); la regione env codifica per
le due maggiori glicoproteine dell’envelope gp41 e gp120. Come per altri retrovirus la
polimerasi (attiva nelle forme p66 e p51) attiva la trascrizione del genoma virale RNA
in una copia di DNA (DNAc) che può integrarsi nel DNA cromosomico delle cellule
dell’ospite grazie all’integrasi (p31) che sembra essenziale per questa funzione. (Levy,
1988).

Oltre alle proteine strutturali sono state identificate 4 proteine regolatrici. Esse
controllano la replicazione dell’HIV ed il ruolo delle “sequenze ripetitive terminali”
(LTR) nella regolazione di questo processo. Le LTR sono regioni regolatrici dell’espres-
sione virale e contengono sequenze che possono essere influenzate sia da proteine virali
(per es. proteine codificate dal gene tat) che cellulari.

I due maggiori geni tat e rev, controllano i meccanismi di amplificazione della
replicazione virale (up regulation) mentre la regione nef ha effetto inibitorio sulla
moltiplicazione dell’HIV (down regulation). Il gene rev (precedentemente definito art o
trs) regola l’espressione del virus; la delezione di questo gene provoca una drammatica
riduzione della sintesi delle proteine gag ed env, senza una riduzione di mRNA; questo
indica che l’effetto di questa proteina avviene ad un livello post-trascrizionale (Levy,
1988).

Il gene tat provoca amplificazione della replicazione virale codificando una proteina
che funziona come potente transattivatore dell’espressione dei geni virali; la sequenza
target di questa proteina è localizzata all’interno delle LTR. Vogel et al.(1988) hanno
dimostrato che il gene tat introdotto insieme alla sequenza LTR nei topi transgenici può
indurre lo sviluppo di lesioni Kaposiformi probabilmente perché questo gene può
anche influenzare l’espressione di geni cellulari responsabili dello sviluppo di patologie
associate all’infezione da HIV. La regione vif sembra responsabile della maturazione
delle proteine virali durante la gemmazione del virus dalla cellula.

L’interazione tra le proteine regolatrici e la cellula condiziona pertanto il destino
dell’infezione. Infatti in presenza di alti livelli del gene nef la replicazione virale è
soppressa, il gene nef sembra pertanto svolgere un ruolo primario nel mantenimento di
uno stato latente dell’infezione.

Dopo l’integrazione il DNA provirale può consentire la produzione di modeste
quantità di proteine e di RNA virale, con scarsa o nulla liberazione di virioni infettanti
e reazione anticorpale correlata.

In questi casi l’infezione è di difficile identificazione e può essere messa in evidenza
solo dall’isolamento dell’HIV con culture di linfociti, dalla ricerca del DNA virale della
cellula ospite o dalla presenza di proteine espresse dai geni di “down regulation” (nef).

Sono stati infatti descritti soggetti negativi per gli anticorpi anti-HIV 1 ma con
presenza di HIV cDNA nelle cellule mononucleate del sangue periferico (Ou et al.,1988)
ed omosessuali ad elevato rischio negativi per anticorpi anti-HIV 1, ma con presenza di
retrovirus in linfociti congelati; la maggior parte di questi sono rimasti sieronegativi per
oltre 36 mesi dopo l’isolamento (Imagawa et al.,1989) dimostrando quindi che un
periodo prolungato di latenza può precedere le sieroconversioni.
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L’infezione latente può essere attualmente definita come una situazione in cui sono
assenti gli anticorpi anti proteine del pol, gag ed env, mentre sono presenti anti p27, nef
e cDNA provirale evidenziabile mediante PCR (Polymerase Chain Reaction). Lo stato
di latenza può non solo precedere, ma anche seguire la sieroconversione ed essere
accompagnato da sintomatologia clinica.

Caratteristica peculiare dell’HIV-1 è l’elevata capacità di mutazione (Fisher et
al.,1988). Il fenomeno sembra verificarsi assai più facilmente “in vivo” che in colture
virali e può influenzare il decorso della malattia. Ciò è spiegabile secondo Kunkel et al.
(1988) in quanto le trascriptasi inverse dei retrovirus ed in particolare quella dell’HIV-
1, mentre ricopia l’RNA virale in DNA provirale inserisce nelle catene neoformate
nucleotidi sbagliati con una frequenza estremamente elevata: per la precisione una base
azotata errata (generalmente la citosina al posto della timina) ogni 2000-4000 basi
incorporate (Preston et al.,1988; Roberts et al.,1988). Il che significa che la trascriptasi
inversa catalizza in vivo un numero variabile da cinque a dieci mutazioni per genoma
di HIV a ogni ciclo replicativo (Preston et al.,1988; Roberts et al.,1988). La trascriptasi
inversa del virus dell’AIDS non sembra possedere, inoltre, neppure quell’enzima (una
esonucleasi normalmente associata alle polimerasi degli acidi nucleici) che rilegge la
sequenza di nucleotidi trascritta allo scopo di individuare e quindi correggere gli
eventuali errori compiuti (Preston at al.,1988; Roberts et al.,1988). Si verrebbero così a
creare nuovi mutanti resistenti agli anticorpi circolanti; questo è stato infatti recente-
mente dimostrato anche solo per l’alterazione di un singolo aminoacido nelle proteine
dell’envelope dell’HIV-1 (D.Looney, 1988) ed il nuovo virus emergente risulta essere
più patogeno del suo progenitore (Cheng-Mayer et al.,1988), e potenzialmente in grado
di infettare un numero più grande di stipiti cellulari crescendo più rapidamente e
dimostrandosi più citopatico per i T linfociti (Titti et al.,1989)

E’ possibile quindi che il ceppo iniziale evolva in una variante più o meno patogena
oppure che questa sia già rappresentata al momento dell’infezione e che diventi
predominante con il progredire della malattia. L’HIV è inoltre in grado di infettare
cellule prive del recettore CD4 (Clapham, Weber et al.,1989); in queste il virus sembra
in grado di produrre antigeni citoplasmatici ma non di clivare la gp160 in gp120 e gp41
che non venendo espresse sulla membrana cellulare non inducono la formazione di
anticorpi, restando però in grado di avviare una intensa produzione di geni regolatori
negativi (nef).

La progressione dell’infezione verso la malattia e l’infettività sono quindi l’espres-
sione di complessi meccanismi biologici quali la replicazione lenta o accelerata del virus,
lo sviluppo esclusivamente intracitoplasmatico, la mancata dismissione di virus ex-
tracellulare, l’assenza di effetto citopatico, la risposta anticorpale anti-HIV, ecc..

Le caratteristiche genetiche ed il tipo di cellula infettata sembrano rappresentare i
fattori determinanti.

Il destino dell’infezione è tuttavia continuamente in gioco; infatti il patrimonio
genetico del virus è in continuo rimaneggiamento e le mutazioni modificano pure il
tropismo cellulare preferenziale; ciò conferisce all’infezione da HIV stabilità e impre-
vedibilità.

La determinazione, tramite cristallografia a raggi X, dell’esatta struttura tridimen-
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sionale della proteasi virale (Navia et al.,1989; Miller et al.,1989b; Weber et al.,1989), ha
permesso di formulare una nuova ipotesi di replicazione del virus dell’HIV.

Quando l’HIV inizia a fabbricare le sue proteine all’interno della cellula ospite,
produce lunghe catene proteiche dette “poliproteine”. Alcune di queste, come quelle
prodotte dal gene env, vengono spezzate sfruttando gli enzimi dell’ospite, altre, in
particolare quelle derivate dai geni gag e pol, vengono invece scisse dalla proteasi
propria del virus. Per un piccolo capolavoro di economia biologica, la proteasi virale fa
parte della stessa poliproteina che rappresenta il suo bersaglio d’azione, e riesce ad
attivarsi da sola, tramite una reazione di clivaggio intramolecolare, (Blundell e Pearl,
1989; Miller, Wlodawer et al.,1989; Navia et al.,1989).

Le poliproteine sintetizzate e ancora inattive, infatti, si ancorano alla superficie
interna della cellula, assumendo una configurazione spaziale tale da consentire alle due
metà della proteasi di avvicinarsi, quindi di attivarsi e di separarsi dal resto della lunga
catena proteica. Avviene poi l’assemblaggio delle particelle virali, e la conseguente
estroflessione della membrana cellulare fino alla gemmazione e alla liberazione dei
virioni. Solo a questo punto la proteasi virale inizia a spezzettare le poliproteine, dando
luogo al processo finale della maturazione delle particelle virali, (Navia et al.,1989;
Weber et al.,1989).

Le ragioni per cui la proteasi non esplica la sua attività già all’interno della cellula,
facendo intempestivamente maturare i virioni, non sono ancora chiarite. Due sono le
ipotesi: che la proteasi resti inattiva perché troppo diluita nell’ampio volume della
cellula ospite; oppure che necessiti per attivarsi di modificazioni dell’ambiente cir-
costante, come per esempio una variazione di pH, che si realizza solo nelle gemme virali
che si estroflettono dalla cellula. Quale che sia la verità, fino ad ora è evidente che trovare
un inibitore delle proteasi dell’HIV significherebbe impedire la corretta formazione di
virioni infettanti. Come dimostrano già alcuni esperimenti condotti, modificando
geneticamente la sequenza dell’enzima o utilizzando un inibitore genetico dell’aspar-
tato proteasi come la pepsatina A, il virus si riproduce ugualmente nella cellula ospite,
ma le particelle virali prodotte, contenendo ancora intatte le lunghe poliproteine,
risultano completamente prive di capacità infettante, (Seelmeier et al.,1988).
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Patogenesi dell’immunodeficienza

E’ ormai accertato che l’antigene CD4, una molecola espressa sulla membrana dei
linfociti T helper e di altre cellule, come i monociti-macrofagi, rappresenta il recettore
ad alta affinità per il virus della immunodeficienza umana (HIV) (Klatzmann et
al.,1984). Dopo il contatto recettoriale il virus penetra nella cellula per endocitosi
mediata dallo stesso recettore o per fusione diretta tra l’envelope virale e la membrana
cellulare dell’ospite (Fauci et al.,1988).

Sembra però che altre proteine cellulari siano richieste per l’infezione e che l’HLA-DR
possa essere coinvolto nel legame trà l’HIV e la cellula ospite (Mann et al.,1988a).

 In particolare sembrerebbe coinvolta una proteina “helper” omologa della gp120
localizzata sulla membrana in contiguità al CD4 che fungerebbe da accettore della gp41
separatasi dalla gp120 dopo l’avvenuto contatto con il CD4. Questa proteina “helper”
modificherebbe la configurazione sterica della gp41 che così “attivata” inserirebbe,
“srotolandolo”, un suo prolungamento molecolare nella membrana della cellula CD4+
creando così il primo passo dell’”aggancio” recettoriale virus-cellula (A.Siccardi, Mila-
nomedicina 1989) (Schema 2).

Schema 2. Rappresentazione schematica. Legame recettoriale virus-linfocito CD4+ (H:
proteina "helper").
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La via recettoriale, tuttavia, non costituirebbe l’unica modalità di infezione.
Filice G. et al. (1990) hanno dimostrato che in alternativa alla fusione mediata dal

recettore CD4, è possibile l’infezione di macrofagi di coniglii CD4 negativi via endoci-
tosi. I macrofagi di coniglio infettati produrrebbero una scarsa quantità di virus senza
subirne gli effetti citopatici, e poiche’ il T4 helper è la prima cellula che interagisce con
il macrofago-monocita dopo la processazione “antigenica” dell’HIV, è verosimile che in
vivo l’infezione del T4 helper sia secondaria a quella macrofagica.

Allo stesso risultato, ma per altra via, sono giunti anche Clapham e Weber (1989),
dell’Istituto of Cancer Reserch di Londra,  che hanno ottenuto, almeno in vitro,
l’infezione di cellule muscolari e nervose senza utilizzare come porta d’ingresso per il
virus il recettore CD4.

Tropismo

L’interazione virus-recettore è l’evento più importante nella patogenesi dell’infezio-
ne da HIV. Il sito di legame per l’HIV sarebbe contenuto in un'ansa amino-terminali
nella porzione extracellulare del CD4 (Bergen et al.,1988). Nel legame sarebbe inoltre
importante una sequenza di 12 aminoacidi della regione carbossiterminale della gp120
(Landau et al.,1988). Poiché  i linfociti CD4 sono il bersaglio principale dell’HIV e poiche’
essi hanno un ruolo fondamentale nell’induzione delle principali risposte del sistema
immunitario, il danno prodotto dall’HIV in questa popolazione cellulare genera nel
tempo una estrema immunosoppressione e lo sviluppo di infezioni opportunistiche.

L’HIV causa deplezione delle cellule CD4+ con meccanismi diretti e indiretti.
Meccanismi citopatici diretti:
-danno della membrana conseguente all’intensa gemmazione di virus.
-ipercalcemia intracellulare da permeabilizzazione della membrana causata dall’in-

serzione di proteine dell’envelope nella stessa.
-accumulo di DNA virale non integrato.
-alterazioni del metabolismo cellulare causate dall’interazione tra le proteine dell’en-

velope e porzioni intracellulari (Fauci et al.,1988).
Meccanismi citopatici indiretti:
-formazione di sincizi che coinvolgono le cellule non infettate in grado di indurre

deplezione dei linfociti CD4+
-il legame tra gp120 e il recettore CD4 su cellule non infette rende le cellule suscettibili

di una clearance immune attuata da cloni cellulari T linfocitari citotossici (Fauci et
al.,1988).

-antisieri umani contenenti anticorpi anti-HIV sono in grado di lisare linfociti normali
alla cui membrana sia legata la gp120.

-cellule CD4+ coperte da HIV subiscono la ADCC (Antibody Dependent Cellular
Cytotoxicity) operata da cellule ad attività NK.

-linfociti CD4+ possono processare la gp120, presentare l’antigene processato ai cloni
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citolitici CD4-gp120 specifici ed essere da questi lisati con un meccanismo autocitolitico
CD4-dipendente (Lanzavecchia et al.,1988; Siciliano et al.,1988).

-presenza di anticorpi citotossici generati dal riconoscimento di una reattività crociata
tra HIV e MHC nei sieri di pazienti con ARC e AIDS (Stricker et al 1987).

Alterazioni funzionali dei linfociti CD4+

In tutti gli stadi dell’infezione da HIV sono presenti difetti funzionali legati alla
conpromissione dei linfociti CD4+. I linfociti rispondono normalmente ai mitogeni, ma
sono invece deficitari nel riconoscimento degli antigeni solubili e nella risposta proli-
ferativa che normalmente ne consegue; difetti comunque già presenti prima della
deplezione del linfocita stesso.

Sono inoltre ridotte l’efficienza di formazione di cloni e l’espressione del recettore per
l’IL-2 (Wilkelstein et al.,1988). E’ stato ipotizzato che fattori inibitori presenti nei sieri dei
pazienti siano responsabili di questa “down regulation” (Donnelly et al., 1987). Nume-
rosi lavori hanno chiarito che le alterazioni qualitative possono essere causate, in vitro,
dall’esposizione alla gp120 (naturale e ricombinante) e ad un peptide omologo alla gp41
(Gay et al., 1988).

L’HIV e i suoi prodotti possono interferire nell’interazione tra i linfociti T e i monociti,
necessaria per le risposte antigene-specifiche, così come possono dare un segnale
trasduzionale post-recettoriale anomalo; la gp120 può infatti legarsi al recettore per l’IL-
2 e impedire gli effetti proliferativi dell’IL-2.

E’ stata inoltre osservata una diminuita espressione della molecola CD4 sulla super-
ficie cellulare, fenomeno che impedirebbe l’interazione tra CD4 e molecole di classe II
richiesta per le risposte antigene-specifiche, ed anche sottoespressione di altri markers
di superficie quali il CD3, il CD8, il CD2 ed il recettore per l’IL-2.

L’osservazione che peptidi dell’envelope dell’HIV possono indurre proliferazione di
linfociti (Nair et al.,1988) e che quindi il virus può avere effetti stimolanti sulle cellule
CD4+ suggerisce che l’HIV sia in grado di sopprimere contemporaneamente la risposta
immunitaria e di attivare permanentemente le stesse cellule deputate alla risposta;
poiché l’attivazione comporta replicazione virale, questo meccanismo spiegherebbe la
profonda deplezione di cellule CD4+ nell’AIDS.

L’HIV, infettando i T linfociti, indurrebbe, inoltre, la produzione di un fattore di
crescita capace di spingere le cellule endoteliali a trasformarsi nelle tipiche cellule fusate
del sarcoma di Kaposi. Queste ultime, una volta attivate, libererebbero fattori capaci di
sostenere non solo la propria crescita, ma anche quella di altre linee cellulari come
granulociti, macrofagi e fibroblasti, oltre che a favorire la proliferazione vascolare
(Nakamura et al.,1988). Ciò confermerebbe la natura non maligna del sarcoma di
Kaposi, già ipotizzata dall’osservazione che la maggior parte delle cellule neoplastiche
possiede un genoma normale e che la malattia non presenta una diffusione metastatica
bensì un origine policentrica fin dall’inizio (Salahuddin et al.,1988).
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Anormalità delle cellule B linfocitarie

Il deficit numerico e funzionale dei T linfociti nella loro azione “helper” spiega in
parte il difetto dei B linfociti, in quanto esistono con molta probabilità ulteriori difetti che
non li rendono più in grado di sintetizzare IgM, cioe’ di “costruire risposte anticorpali
nuove” ; questo nonostante siano presenti nei pazienti con AIDS un ipergammaglo-
bulinemia, complessi immuni circolanti ed autoanticorpi.

L’iperreattività policlonale dei B linfociti può essere dovuta ad un alta incidenza nei
pazienti con AIDS di infezioni concomitanti sostenute da EBV, CMV, HSV ed un nuovo
virus della famiglia degli Herpes: HHV-6 (Human Herpes Virus 6) (Fauci et al., 1988;
Lusso et al.,1989).

E’ stato inoltre dimostrato che una regione altamente conservata dell’envelope
dell’HIV è parzialmente omologa ad una neuroleuchina che favorisce la crescita e la
differenziazione dei B linfociti (Gartner et al.,1986).

Sono infine in corso numerosi studi volti a chiarire il ruolo dell’IL-6 (INF-β2) nella
attivazione dei B in corso di infezione da HIV. Questa nuova interleuchina è già nota per
condividere con l’IL-1 alcune caratteristiche quali l’induzione delle proteine di fase
acuta e la stimolazione dei B linfociti.

Infezione dei monociti e dei macrofagi

L’infezione dei monociti avviene o con meccanismo recettoriale mediato dalla mole-
cola CD4 o attraverso l’endocitosi non CD4 mediata, è persistente e non comporta morte
cellulare o formazione di sincizi (Ho-1 et al.,1987a; Popovic et al.,1987; Filice et al.,1990).

Nei monociti i virioni sono reperibili e si accumulano in vacuoli citoplasmatici
piuttosto che in prossimità della membrana cellulare. La produzione di HIV da parte dei
monociti dipende dallo stato di differenziazione delle cellule: nei monociti differenziati
il virus si accumula nella cellula, mentre nei monociti indifferenziati c’è produzione
extracellulare (Fauci et al.,1988).

In seguito all’infezione da HIV i monociti-macrofagi hanno numerosi difetti funzio-
nali:

-riduzione della capacità di migrazione in risposta a stimoli chemiotattici;
-riduzione della capacità di fare proliferare i T linfociti;
-riduzione dell’espressione del recettore per l’Fc delle immunoglobuline;
-riduzione della clearance mediata dal recettore per la frazione C3 del complemento;
Tuttavia alcune funzioni, quali la produzione di superossidi, l’attività antimicrobica

cellulare, l’attività tumoricida mediata dai monociti (ADCC), l’attività candidicida, la
risposta al γ INF, la produzione di TNF (Tumor Necrosis Factor), sembrano rimanere
inalterate (Fauci et al.,1988).
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Poiché il numero di monociti-macrofagi infettati è basso sembra comunque più
probabile che i difetti funzionali elencati siano da attribuire alla carenza di segnali
induttivi da parte dei T linfociti, in quanto la stimolazione con γ INF comporta recupero
delle risposte anche nei pazienti con AIDS (Fauci et al.,1988). In ogni caso l’infezione di
questa cellula ha un ruolo importante nella patogenesi da HIV poiché, come è noto, il
sequestro dell’HIV da parte dei monociti-macrofagi comporta che essi funzionino da
riserva e da veicolo dell’infezione nel sistema nervoso centrale e nel polmone.

Infezione dei precursori ematopoietici

Numerose alterazioni ematologiche sono presenti nei pazienti con AIDS come indice
di depressione midollare (leucopenia, anemia piastrinopenia, mielodisplasia).

Le ipotesi fatte riguardanti la presenza nel siero di questi pazienti di fattori che
inibiscono gli effetti di alcuni CSF (Colony Stimulating Factor) non hanno trovato
concrete conferme; sembra invece più rilevante la dimostrazione secondo la quale il
difetto dei precursori è il risultato dell’infezione dei precursori midollari (Folks et
al.,1989). In particolare, almeno per quanto riguarda l’AIDS pediatrico, sembrerebbero
interessati i precursori T linfocitari CD4+/CD8+ in relazione all’invasione virale timica,
ciò rappresenterebbe il “primum movens” del mancato riapprovvigionamento del pool
T linfocitario con relativa rapida caduta anticorpale e incremento dell’antigenemia HIV
e di conseguenza del manifestarsi clinico della malattia (Chieco-Bianchi, Mila-
nomedicina 1989).

Anche i precursori midollari contengono HIV-RNA e grandi quantità di virioni in
vescicole  intracitoplasmatiche che ne sovvertono la struttura cellulare, anche se le stesse
cellule sembrano essere resistenti all’effetto citopatico del virus.

Infezione di altri tipi cellulari

Teoricamente tutte le cellule che esprimono il recettore CD4 per il virus possono
essere infettate; l’espressione dell’mRNA virale è stata infatti dimostrata in cellule B
linfocitarie, cellule di Langherans (Braathen et al.,1987), neuroni e cellule gliali, (Grant
et al.,1987). L’HIV può inoltre replicarsi sia in B linfociti infettati con EBV sia in linee
cellulari B trasformate.

Sono state anche infettate linee cellulari umane neuroretiniche (Pomerants et al.,1987)
cervico-uterine e spermatozoi (Ashida et al.,1987); il ruolo patogenetico preciso dell’in-
fezione di questi tipi cellulari rimane però da chiarire.
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Latenza e meccanismi di attivazione dell’HIV

L’HIV esiste nell’ospite prevalentemente in uno stato di espressione cronica a basso
livello. Poiche’ si è accertato che c’è una lunga ma variabile latenza clinica (con una
media di 9.2 anni), uno degli aspetti più accattivanti e più nuovi della ricerca sull’HIV
è rappresentato dallo studio dei meccanismi che governano questa latenza ovvero dei
meccanismi di attivazione virale.

Nel tentativo di capire quali fattori a livello genico agiscano aumentando o riducendo
l’espressione del virus, si è focalizzata l’attenzione sui meccanismi molecolari attraver-
so i quali stimoli classicamente usati in vitro (PHA, PMA, TPA), attivano la replicazione
virale; in questa direzione sono state identificate proteine intercellulari regolatorie che
o favoriscono l’espressione virale (NFkB) o la deprimono (rpt-1).

L’osservazione che svariati virus a DNA si comporterebbero anche come induttori di
replicazione retrovirale ha portato alcuni autori a valutare il loro ruolo nell’attivazione
dell’HIV .

In questo senso J.D.Mosca (Mosca et al.,1987) ed in seguito L.J.Eales (Eales et al.,1988)
hanno definito “cofattori di patogenesi” virus quali HTLV-1, CMV, EBV, HHV-6 e HSV
in particolar modo il tipo 1 che, come è noto, è in grado di riprodursi in monociti e
macrofagi, esse stesse cellule bersaglio per l’HIV, potendo così contribuire all’attivazio-
ne del virus dell’AIDS nel sistema nervoso centrale.

Infine intensi studi sono stati fatti, e sono in corso, per chiarire il ruolo, nell’attivazione
dell’HIV, dei segnali fisiologici di carattere induttivo normalmente sostenuti dalle
citochine; di queste l’α-TNF (Tumor Necrosis Factor), prodotto dai macrofagi, e il β-TNF
linfocitario hanno dimostrato di indurre in vitro l’espressione di proteine che legandosi
al DNA comportano attivazione della replicazione virale in cellule infettate croni-
camente con HIV, effetto che invece l’IL-1, l’IL-2, l’IL-3, l’IL-4, il PDGF, e γ INF non sono
in grado di manifestare.

L’importanza e il ruolo delle citochine nella latenza e nella progressione della
malattia, comunque, non sono state interamente chiarite. Tuttavia è noto che il TNF-α
(PM di 17 KD), noto anche come Cachectina, è implicata in fenomeni come lo shock
settico, la cachessia neoplastica ed infezioni croniche; è inoltre presente, ad alti livelli,
nella malaria cerebrale, nell’epatite fulminante, nelle infezioni meningococciche, nei
tossicodipendenti HIV negativi e nelle infezioni da HIV (Reddy et al.,1988; Lahdevirta
et al.,1988).

E’ possibile quindi che si stabilisca un circolo vizioso per il quale un’infezione cronica
e latente, che è causa di immunosoppressione e conseguentemente di infezioni oppor-
tunistiche e di tumori, si autoalimenti anche attraverso il rilascio di TNF da parte del
sistema immunitario, in risposta a infezioni e tumori, comportando una graduale
maggiore espressione dell’HIV (Rosemberg e Fauci, 1989). Anche per il virus HIV-1
sono state identificate particelle difettive interferenti, (Tenner-Racs, 1988). Ciò potrebbe
spiegare perche’ alcuni pazienti, dopo contagio, sviluppano una linfoadenopatia persi-
stente generalizzata, mentre in altri il quadro clinico evolve più o meno rapidamente in
AIDS conclamato. La produzione di particelle virali difettive sembrerebbe rappresen-
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tare un espediente di autocontrollo virale molto diffuso in natura. Il successo evolutivo
di un parassita obbligato (come di un virus) dipende da un delicato equilibrio tra le forze
in campo: se il virus è troppo virulento, uccide la specie ospite soccombendo esso stesso
per distruzione di spazio vitale (inteso come ospite parassitato); se troppo poco, si
estingue per inagibilità dello stesso spazio vitale. La produzione di particelle virali
difettive costituisce un importante meccanismo capace di mitigare un’eccessiva vi-
rulenza. Analizzando al microscopio diversi campioni bioptici di linfonodi di pazienti
portatori di linfoadenopatia persistente generalizzata, si è riscontrato in tutti i casi, a
livello dei centri germinativi, numerose particelle virali atipiche di 30-100 nm di
diametro che sembrerebbero virus sprovvisti del nucleo centrale elettrondenso, quindi
costituite dal solo involucro esterno, regolarmente provvisto di membrana e come tale
verosimilmente capace di aderire e penetrare nella cellula, senza peraltro innescare la
replicazione virale per mancanza dell’RNA del genoma (Tenner-Racs et al.,1988). Il loro
rapporto numerico con i virus integri è, come solitamente avviene per altre particelle
difettive, di 4-10 particelle per ogni virus completo.

Le conoscenze sulla patogenesi della malattia rimangono ancora largamente impre-
cise a tal punto che il celebre biologo molecolare statunitense P. Duesberg (Duesberg,
1987), insiste a mettere addirittura in dubbio il ruolo eziologico dello stesso HIV,
basandosi in particolare sull’impossibilità di rintracciare la presenza del virus in tutti gli
individui ammalati di AIDS.

A dare una svolta chiarificatrice alla storia naturale dell’infezione da HIV è stato il
lavoro di due gruppi di ricercatori che, coordinati rispettivamente dal Dott. Coombs
dell’Università di Washington a Seattle, e del Dott. D. Ho della UCLA School of
Medicine, sono per la prima volta riusciti a fornire un’idea precisa sulla quantità di virus
presente nel plasma e nelle cellule degli individui infetti, e soprattutto delle sue
variazioni nel corso dell’infezione (Ho et al.,1989; Coombs et al.,1989). L’argomentazio-
ne principale a sostegno dell’ipotesi di Duesberg è definitivamente caduta; entrambi i
gruppi di ricercatori, infatti, sono giunti separatamente alle stesse conclusioni.

In tutti i pazienti (97 % nel primo studio e 100 % nel secondo) è possibile isolare l’HIV
circolante, grazie ai sofisticati metodi a disposizione per la coltivazione virale.

Dalle due ricerche, inoltre, emergono almeno altri quattro punti che rivestono
notevole importanza per quanto riguarda la comprensione dei meccanismi patogenetici
della malattia.

In primo luogo, è stato dimostrato che i pazienti con malattia in stadio più avanzato
hanno, rispetto a quelli in fase iniziale o asintomatica, una maggior quantità di virus
circolante sia libero nel plasma, sia all’interno delle cellule ematiche.

Secondo: nonostante le cellule della linea monocitica-macrofagica rappresentino,
come è noto da tempo, un importante serbatoio dell’infezione, la maggior parte
dell’HIV presente nell’organismo è contenuto nei linfociti T positivi per il CD4 (le cellule
target del virus).

Terzo: nonostante il declino del numero assoluto dei linfociti positivi per il CD4 che
abitualmente si verifica nel corso della malattia, la popolazione delle cellule positive per
il CD4 e infettate dal virus aumenta con il progredire della malattia. Addirittura, nei
pazienti con AIDS conclamata, diventa uno su 40 linfociti positivi per il CD4, o uno su
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400 se si considerano in generale tutte le cellule ematiche mononucleate. In base a questi
due studi, dunque, la quantità di HIV presente nell’organismo e, conseguentemente, il
numero di cellule infettate è molto maggiore rispetto a quanto era stato precedente-
mente ipotizzato. Ciò sembra suffragare l’ipotesi che l’uccisione delle cellule linfocitarie
possa essere conseguenza diretta dell’azione citotossica del virus, e non necessiti di
ulteriori meccanismi di tipo autoimmunitario, precedentemente chiamati in causa.

Quarto: il livello della viremia plasmatica è risultato essere il parametro che meglio
si correla con l’andamento clinico della malattia. Tanto più elevata è la viremia, tanto più
avanzato è lo stadio. Questa variabile, in particolare, è risultata molto più attendibile
rispetto alla titolazione dell’antigene p24 del core virale, utilizzato fino ad oggi come
indice di progressione (Tab. 1).

 clinici:
- sintomi costituzionali (Goedert et al.,1987; Moss-1 et al.,1988)
 - candidosi orofaringea (Goedert et al.,1987)
 - herpes zoster (Melbye et al.,1987)
 - leucoplachia villosa (Goedert et al.,1987)

 di laboratorio:
 ematologici
 - emoglobina < 13.5 g/dl (Moss et al.,1988; Polk et al.,1987)
 - ematocrito < 40% (Moss et al.,1988; Polk et al.,1987)
 - eritrociti < 4.5x106/L (Moss et al.,1988; Polk et al.,1987)
 - piastrine < 150x103/L (Moss et al.,1988; Polk et al.,1987)
 - monociti < 100/µl (Polk et al.,1987)
 - linfociti < 900/µl (Moss et al.,1988; Lang et al.,1989)
 - VES > 15 mm (Moss et al.,1988)

 immunologici:
 - linfociti CD4+< 400/µl (Moss et al.,1988)

< 300/µl (Polk et al.,1987)
 < 25% (Moss et al.,1988)

 - CD4+/CD8+ < 0.6 (Moss et al.,1988)
 - IgA > 370 mg/dl (Moss et al.,1988; Polk et al.,1987)
 - β2-microglobulina > 3 mg/l (Melmed et al.,1989; Lancey et al.,1987)
 - bassa risposta linfocitaria al PWM (Hofmann et al.,1987)

 virologici:
 - caduta della concentrazione serica degli anticorpi anti-p24
 (Moss et al.,1988; De Wolf et al.,1988)
 - presenza nel siero di Ag p24 (Moss et al.,1988; De Wolf et al.,1988)
 - alta frequenza di replicazione ed elevata capacità di formare sincizi del

ceppo virale infettato (Tersmette et al.,1989).

Tabella 1. Indicatori di aumentato rischio di evoluzione .
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Sulla base di questi nuovi dati, è stata prospettata l’ipotesi di separare il processo
infettivo dell’HIV in tre fasi: una acuta, o iniziale, che dura alcune settimane; una cronica,
o intermedia, che può durare anni, caratterizzata da minime alterazioni patologiche (in
pratica lo stato di portatore asintomatico); e una finale, o di crisi, in cui la malattia si
sviluppa in modo più o meno conclamato (Baltimore et al.,1989) (Fig. 6).

Contrariamente a quanto finora ritenuto, non esisterebbe una vera e propria fase di
latenza della malattia  (Fig. 7, 8 e 9 ).

Infatti, la possibilità di rintracciare sempre e comunque la presenza dell’HIV non solo
all’interno delle cellule, ma anche nel plasma, dimostra che in tutti e tre gli stadi il virus
continua a replicarsi attivamente. Ciò che varia, invece, tra le diverse fasi è il livello della
viremia plasmatica, cioe’ la quantità di virus rintracciabile: alta nella fase acuta ed in
quella finale, decisamente inferiore in quella cronica intermedia (Fig 6).

Soggetti a
rischio

Portatori
asintomatici

AIDS
conclamato

Infezione
acuta

Portatori
asintomatici
con deficit
immunitari

Sindrome
linfoadeno-

patica (LAS)
Sindromi

AIDS
correlate
(ARC)

Figura  6. Profilo della patologia causata dall'HIV.

Anticorpi anti-HIV,             Antigeni virali colture virali positive

Virus circolante;             virus integrato;            virus circolante.

Anni
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Figura 8. Stadio inizale dell'infezione da HIV: persistenza di HIVAg ed anticorpi anti-
envelope, in assenza di anticorpi anti-core.

Figura 7. Stadio iniziale dell'infezione da HIV: comparsa di HIVAg seguita da sie-
roconversione con anticorpi anti-core ed anti-envelope.
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In pratica l’HIV continuerebbe indisturbato il suo ciclo vitale in qualunque periodo della
malattia; nella fase cronica però la sua crescita e la sua espressione sarebbero limitate ad
uno o più fattori esterni. Quali siano questi fattori resta purtroppo ancora il nocciolo
irrisolto del problema. Certamente non sono gli anticorpi anti HIV circolanti che,
contrariamente a quanto avviene in tutte le altre infezioni note, appaiono funzional-
mente impotenti. Probabilmente importante è invece il ruolo dei linfociti T-citotossici
specifici per l’HIV. Il loro livello infatti aumenta più o meno in coincidenza con la
diminuzione della viremia plasmatica, segnando la fine della fase acuta, e rimane
elevato durante tutta la fase cronica.
Successivamente una compromissione numerica o funzionale di questi linfociti potreb-
be determinare il passaggio della fase cronica a quella finale, con la comparsa di tutte le
manifestazioni correlate.

Figura 9. Infezione da HIV: ricomparsa dell'antigene e scomparsa degli anticorpi anti-
core nel tempo.
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Diagnosi di laboratorio

La diagnosi di laboratorio di infezione da HIV può essere fatta sia mediante l’iso-
lamento virale, sia con la ricerca di anticorpi virus specifici o di antigeni virali (Petrac-
ciani, 1985).

L’isolamento del virus richiede una procedura indaginosa che può essere eseguita
solo in laboratori attrezzati, mentre la ricerca degli anticorpi è alla portata di un maggior
numero di strutture (Cargnel et al.,1988).

Per la rilevazione degli anticorpi, usualmente, si impiegano test ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) diretti o competitivi (Steckelberg at al.,1988).

Nel test ELISA “diretto”, l’anticorpo presente nel campione in esame, dopo essersi
legato ad una fase solida su cui è adsorbito il virus, viene svelato dall’aggiunta di un
antigammaglobulina marcata con enzima.

Nel test ELISA “competitivo”, invece, l’anticorpo presente nel campione in esame
compete con l’anticorpo marcato per legarsi alle proteine virali adsorbite su fase solida.

In linea di principio, i test del primo tipo sono più sensibili, mentre quelli del secondo
sono più specifici.

La scelta di un test dipende dall’uso che se ne deve fare. Un test di screening, ad
esempio, deve essere teoricamente in grado di svelare tutti i campioni positivi. Se invece
il test viene impiegato per fini diagnostici, bisognerà privilegiare la specificità, essendo
necessario riconoscere come negativi tutti i campioni che sono realmente tali (Sivac et
al.,1986).

Attualmente, specie per lo screening su larga scala, si possono usare test ELISA diretti,
che utilizzano sulla fase solida antigeni virali prodotti con la tecnica del DNA ricombi-
nante (Bayer et al.,1986). Tali sistemi, basati sul principio del test diretto, uniscono ad
una elevata sensibilità anche una elevata specificità, dovuta al fatto che utilizzano
antigeni puri (Jackson et al.,1988). Altre tecniche in uso per la ricerca degli anticorpi sono
la Western Blot (Electrophoretic Western Blot Assay) (W.B.), la Radioimmunoprecipi-
tazione (RIPA) e il test ELISA in grado di rilevare la presenza di anticorpi contro le
proteine del core (p24) e dell’envelope del virus (gp41) (Mayer et al.,1987). Questi tests
sono usati anche per la conferma dei campioni trovati positivi ad un primo screening.
A differenza dell’ELISA che dà solo una risposta in positivo o in negativo, la W.B.
presenta una serie di bande di immunoprecipitazione indicative della reazione dei
diversi anticorpi contro le varie componenti antigeniche del virus (Fig. 5). E’ evidente,
dunque, che la W.B. dà un risultato più completo rispetto ad un test ELISA; tuttavia
presenta lo svantaggio di non essere sempre facilmente interpretabile, e di avere un alto
costo.

Con il test di Radioimmunoprecipitazione si visualizzano bande di precipitazione
analoghe a quelle della W.B.; la differenza essenziale è che il RIPA utilizza virus marcati
con zolfo 35. Nel corso dell’infezione, anticorpi anti-core e anti-envelope, oltre che con
la W.B. e RIPA, possono essere svelati con un test ELISA competitivo che utilizza fasi
solide separate con adsorbiti antigeni del core o dell’envelope preparati con le tecniche
del DNA ricombinante. Rispetto alla W.B., tale test ha il vantaggio di essere più
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facilmente interpretabile; inoltre risulta più sensibile nel cogliere la presenza di anti-
corpi contro le proteine dell’envelope e del core. Oltre all’anticorpo, oggi è possibile
anche ricercare direttamente nel sangue la presenza dell’antigene (principalmente la
proteina p24) mediante test ELISA.

L’osservazione che l’infezione da HIV può essere svelata anche 35 mesi prima della
comparsa degli anticorpi e di antigene virale nel siero, ha sottolineato la necessità di
utilizzare i nuovi tests diagnostici per identificare i “sieronegativi infetti”.

L’amplificazione genica permette di smascherare l’HIV quando è ancora in fase di
latenza (provirus) e non ha stimolato la produzione di anticorpi.

Quando nel DNA cellulare è inserito un virione, può essere molto difficile individuar-
lo con le “sonde geniche” tradizionali. In questi casi un piccolo segmento di DNA, che
funzioni da primer, può innescare una reazione di amplificazione che riproduce la
sequenza del virione diverse migliaia di volte. Questo è quanto avviene con la “Polym-
erase Chain Reaction” (PCR), introdotta da pochi anni nei laboratori più qualificati. Le
prime publicazioni sulla PCR sono comparse nel 1987 in lavori sulle neoplasie e sulle
malattie ereditarie; alla fine del 1988 sono apparsi i primi risultati sull’HIV pubblicati
dal Center for Control Disease di Atlanta. (Obiettivo HIV. V International Conference
on AIDS, 1989).

Nonostante l’elevata sensibilità la PCR è gravata da una bassa specificità. Ciò vuol
dire che oltre le 2-3 mila replicazioni la sequenza dell’HIV, inquinandosi con altri
frammenti di DNA, diventa illeggibile. Lo studio ottimale dell’HIV, alla PCR, si effettua
tra le mille e le duemila replicazioni.

Un nuovo “test di prima linea” da usarsi come sistema di screening nel Terzo Mondo,
è l’agglutinazione di emazie autologhe (Kemp et al.,1988). Nell’arco di due minuti,
contro le tre ore in media dei comuni test di screening, permette di individuare, in soli
dieci microlitri di sangue, la presenza o meno di anticorpi anti-HIV. Il metodo consiste
nel legare ad un anticorpo monoclonale, rivolto contro i globuli rossi umani ma incapace
da solo di agglutinarli, un polipeptide sintetico che corrisponde alla porzione terminale
della proteina gp120 del virus.

Se nella goccia di sangue da esaminare sono presenti anticorpi anti-HIV, questi,
legandosi al peptide sintetico e quindi all’anticorpo monoclonale innescano la reazione
di agglutinazione, facilmente visibile su di una superficie di vetro. In una prima
sperimentazione il test è risultato molto affidabile: solo lo 0,1% di falsi positivi, e l’1%
di falsi negativi.

Stesso obiettivo si prefigge anche un latex test in cui la presenza nel sangue di
anticorpi anti-HIV viene svelata dall’agglutinazione di microsfere di lattice su cui è stato
precedentemente adeso un polipeptide ricombinante derivato da antigene di superficie
del virus. Anche in questo caso il tempo di esecuzione è molto ridotto (circa due minuti),
così come la quantità di sangue (25 microlitri); la specificità e la sensibilità sono
rispettivasmente del 100% e del 99,3%.

Altri tests utilizzabili sono il RIA (Radio Immuno Assay), l’Immunofluorescenza
indiretta (IFA), ed un test ELISA con antigene preparato con la tecnica del DNA
ricombinante, permette come il Western Blot, la stessa specificità di rivelazione anti-
corpale (Tab. 2).
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Quando da due metodi si ottengono risultati contrastanti, è opportuno effettuare un
test di conferma: Western Blot, ELISA “recombinante”, RIPA e RIA sono indicati come
“confirmatory test”.

Per stabilire l’eventuale alterazione dell’immunità cellulo-mediata, l’impiego degli
anticorpi monoclonali consente di documentare la riduzione dei linfociti helper e
l’alterato rapporto helper/suppressor.

Modelli animali per lo studio dell’AIDS

Lo sviluppo di un appropriato modello animale è fondamentale per una migliore
conoscenza della patogenesi dell’AIDS nonché per la messa a punto e per la sperimen-
tazione di un vaccino o di chemioterapici ad attività antivirale.

Attualmente gli unici animali suscettibili all’infezione con l’agente eziologico
dell'AIDS, cioé l’HIV-1, sono lo scimpanzé, il gibbone (Alter et al.,1984; Gajdusek et
al.,1985; Fultz et al.,1986a) e il coniglio (Filice et al.,1988) ma in nessuna di queste specie
è stato descritto il passaggio infezione-malattia. I tentativi di infettare sperimentalmente
con l’HIV-1 altre specie sono per la maggior parte falliti, con l’eccezione di una infezione
limitata ed alcune volta transitoria, comunque senza malattia, nei macachi infettati con
taluni ceppi del sierotipo africano HIV-2.

Del tutto recentemente sono stati sviluppati alcuni modelli murini e fra questi si
segnalano:

1) infezione mediante HIV-1 di linfociti umani impiegati per ricostruire geneti-
camente il sistema immunitario di ceppi immuno-deficienti di “imbred mice”;

2) allestimento di topi “transgenici” con sequenze di HIV-1 integrate nel genoma.
L’importanza di questi particolari modelli murini per lo studio dell’AIDS rimane
tuttavia da dimostrare.

Taluni ceppi di retrovirus animali determinano malattia ed immuno-soppressione
nell’ospite naturale e pertanto potrebbero altresì rappresentare dei potenziali modelli
sperimentali per lo studio dell’AIDS.

Nella presente trattazione si analizzeranno criticamente le attuali conoscenze dei
modelli animali inpiegati nello studio dell’AIDS.

Simian Immunodeficiency Virus.

Il Simian Immunodeficiency virus (SIV) è un lentivirus che colpisce alcune specie di
scimmie africane (african green monkey, sooty mangabey, mandrillo). Nell’infezione
naturale della scimmia africana, questo virus apparentemente non causa malattia, al
contrario l’infezione dei macachi o del sooty mangabey con SIV determina una persi-
stente infezione che può condurre a morte l’animale con sindrome AIDS-like (Desrosi-
ers et al.,1987; Schneider et al.,1988; Gardner et al.,1988a.
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L’infezione da SIV nei macachi ha un andamanto per molti aspetti simile all’infezione
da HIV nell’uomo. Le similarità includono un particolare tropismo del SIV per le cellule
macrofagiche e linfoidi CD4 positive, con deplezione delle cellule CD4 positive della
linea T-linfocitaria; comparsa di anticorpi specifici con alterazioni neuropatologiche ed
infezioni opportuniste. La maggior differenza con l’infezione umana consiste nell’as-
senza di lesioni simili al sarcoma di Kaposi.

Taluni isolati di SIV dai macachi e dal sooty mangabey sono fra loro altamente
correlabili, correlano inoltre al 50% con l’HIV ed all’80% con l’HIV-2 (Gardner et
al.,1988b), mostrano difatti la stessa organizzazione genica di HIV con la presenza di
geni regolatori e strutturali (tat, nef, rev, vif) (Colombini et al.,1989).

I meccanismi di latenza, attivazione, citopatologia e fusione cellulare sembrano
identici nell’HIV e nel SIV.

I SIV isolati dall’african green monkey (SIV agm) e dal mandrillo (SIV mdr) sono
meno correlabile al SIV isolato dalla macaca mulatta (SIV mac) e dal sooty mangabey
(SIV sm) e all’HIV-2 e sono pertanto equidistanti dall’HIV-1 e HIV-2 (Gardner et
al.,1988; Miura et al.,1989; Johnson et al.,1989).

La maggior affinità fra SIV (mac), SIV (sm) e HIV-2 (Hirsch et al.,1989; Benveniste et
al.,1989), suggerisce che HIV-2, analogamente al SIV (mac) può rappresentare un raro
esempio di infezione cross-specie probabilmente in tempi recenti (30-200 anni).

La sorgente evoluzionaria di SIV, tuttavia rimane un enigma a causa delle sequenze
marcatamente dissimili tra HIV-1 e qualsiasi tipo di SIV.

La prevalenza del SIV in gruppi delle scimmie verdi africane è stimata dallo 0 al 50%
(mediamente 30%), ma la prevalenza in altre specie di scimmie, includendo sooty
mangabey, rimane da determinare. La trasmissione per via sessuale è sospettata, ma
non dimostrata.

L’elevata ripriducibilità dell’infezione dei macachi con SIV-mac e del SIV-sm fa
considerare queste specie come valido modello per gli studi patogenetici, per sperimen-
tazioni di anti-virali nonché per immuno-terapia e vaccinazioni.

La possibilità di indurre l’infezione da SIV-mac attraverso la mucosa genitale rende
questo modello animale idoneo allo studio della trasmissione per via eterosessuale
(Miller et al.,1989a).

La suscettibilità dell’infezione in vivo è di circa di 100 volte superiore a quella in vitro.
Una variante del SIV-sm denominata PBJ 14 caratterizzata da letalità ed acuzie è stata
recentemente segnalata ed ha trovato un valido impiego nello screening dei farmaci ad
attività anti-retrovirale (Fultz et al.,1989). Il SIV, pertanto riesce ad indurre una malattia
letale AIDS-simile.

Il CD4 solubile umano riduce la quantità di antigene virale nei macachi infettati ed
incrementa altresì la capacità proliferativa delle cellule midollari (Watanabe et al.,1989).
I tentativi di immunizzare macachi con SIV-mac intero inattivato, hanno evidenziato la
presenza di un adeguato livello di anticorpi, inclusi gli anticorpi neutralizzanti, ma non
hanno protetto gli animali dall’infezione e/o malattia dopo somministrazione di dosi
elevate di virus omologo (100-1000 volta la dose infettante). Va sottolineato che la
protezione è stata ottenuta in un piccolo numero di macachi immunizzati con virus
totale inattivato e sottoposti a “challenge” con basse quantità di virus vivo (10-200 dosi
infettanti animale) (Desrosiers et al.,1989).
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L’infezione di scimpanzé

 Gli scimpanzé sono la sola specie che può essere infettata con taluni ceppi di HIV-1,
tuttavia l’infezione da HIV-1 non induce nessuna malattia AIDS-simile (Alter et al.,1984;
Fultz et al.,1986a; Nara et al.,1987). Taluni ceppi di HIV-1 (LAV, HTLV-III) appaiono
decisamente più infettivi per gli scimpanzé che altri ceppi (SF2, NY5) (Fultz et al.,1987).
Le infezioni con HIV-1 sono state indotte mediante inoculo di omogenati di tessuti,
sangue, plasma, colture cellulari o surnatanti di colture cellulari, o mediante l’aplicazio-
ne di virus liberi sula mucosa vaginale (Fultz et al.,1986b). Sono inoltre possibili le
coinfezioni con più di un ceppo di HIV (Fultz et al.,1987). Dopo l'infezione con HIV il
virus può essere isolato dai PBMC (periferal blood mononuclear cells) dopo almeno 2-
3 settimane. Solo all’incirca una cellula su 106 PBMC risulta infettata. Il virus può essere
isolato dal siero e dal plasma solo durante le prime sei settimane dall’infezione,  non
viene invece isolato dalla saliva, liquido cerebro-spinale o secrezioni vaginali.

Dopo l’infezione lo scimpanzé sviluppa una risposta anticorpale specifica diretta
contro il core, l’envelope, e le proteine non strutturali (Fultz et al.,1986a; Nara et
al.,1987a).

Anticorpi neutralizzanti solitamente a titoli molto più elevati di quelli riscontrabili
nell’uomo, compaiono solitamente dopo 3-9 mesi e risultano essere gruppo specifici
(Alter et al.,1984; Fultz et al.,1986a). Diversamente da quanto avviene nell’uomo, gli
scimpanzé infettati sviluppano anticorpi cross-reattivi capaci di indurre lisi comple-
mento mediata con diversi ceppi di HIV-1 (Nara et al.,1987b). Gli scimpanzé infettati
sviluppano un’immunità di tipo cellulo-mediata in risposta all’antigene misurata dalla
attività T-proliferativa, citotossicità HLA ristretta, NK attività non HLA ristretta (Eich-
berg et al.,1987; Zarling et al.,1987).

Circa un centinaio di scimpanzé infettati sono stati osservati per oltre sei anni senza
che in nessuno si sia verificata immunosoppressione o AIDS-like sindrome. Questi
animali si comportano quindi analogamente ai soggetti umani HIV positivi e pertanto
potrebbero essere impiegati nella valutazione di agenti anti-retrovirali (Takada et
al.,1988; Homsey et al.,1989).

La capacità degli scimpanzé di tollerare l’infezione da HIV senza malattia non è
correlabile a nessun evento noto. L’immunità antivirale, umorale, cellulare non è
quantitativamente più elevata rispetto a quella dei pazienti umani infettati con HIV-1,
e sotto il profilo quantitativo queste risposte non differiscono da quelle che si hanno nei
soggetti umani infettati. A livello cellulare il virus appare meno produttivo, meno
citopatico e maggiormente limitato alle cellule CD4 positive. Infatti non è stato rinve-
nuto nei macrofagi del sangue periferico, nelle cellule midollari, nel liquido cerebro-
spinale, nel cervello, nella saliva e nelle altre secrezioni corporee (Fultz et al.,1986a; Nara
et al.,1987b; Fultz et al.,1987; Arthur et al.,1989). La chiave dell’infezione asintomatica
degli scimpanzè HIV-1 positivi potrebbe essere costituita da non ben definiti fattori
genetici che controllano la replicazione virale a livello cellulare. L’impiego del “mo-
dello” scimpanzè è però limitato per il costo, la stabulazione e la designazione a specie
protetta che rende il numero degli animali disponibili decisamente modesto. I gibboni
sono altresì suscettibili all’ infezione sperimentale con HIV-1 senza sviluppare malattia
(Lusso et al.,1988). Questi primati rispondono all’infezione con le stesse modalità degli
scimpanzé e presentano le medesime limitazioni sperimentali di quest’ultimi.
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Infezione dei macachi con HIV-2.

I macachi possono essere infettati con HIV-2 (Dormont et al.,1989; Fultz et al.,1988;
Franchini et al.,1989). La siero conversione in questi animali è elevata ed infatti il virus
può essere isolato dalle PBMC a partire da qualche settimana fino a parecchi mesi
dall’infezione. Più del 50% dei 30 macachi inoculati con vari ceppi di HIV-2 sviluppano
un infezione persistente ma, tranne qualche limitata eccezione, senza nessun segno di
malattia a 24 mesi dall’inoculo del virus. Sono pertanto necessari ulteriori studi per
considerare il macaco un modello di studio adeguato.

Infezione di topi

Del tutto recentemente alcuni ricercatori americani sono riusciti ad infettare con l’HIV
un particolare tipo di topi detti “Scid” (Severe combined immunodeficiency). L’infezio-
ne viene resa possibile trapiantando in questi animali cellule immuno-competenti
umane ed in particolare inserendo chirurgicamente nel topo cellule fetali umane
prelevate dal fegato, dal timo e dai linfonodi (topo SCID hu/hematolimphoid)
(McCune et al.,1988), o inoculando gli stessi con linfociti umani di sangue periferico
(topo SCID hu/PBL) (Mosier et al.,1988), rendendoli così suscettibili all’infezione con
HIV-1 (Namikawa et al.,1988).

Un ulteriore modello murino è stato contemporaneamente allestito da un gruppo di
ricercatori canadesi; si tratta di topi “beige-nude-x chromosome” geneticamente immu-
nodeficienti che, grazie all’assenza di particolari geni, si è riusciti a colonizzare con
cellule staminali di midollo osseo umano capaci di produrre macrofagi ed eritrociti
(Kamel-Reid et al.,1988). I nuovi topi (topo Bg/nu/xid:hu/myeloid) consentirebbero
non solo di studiare “in vivo” numerose malattie ematologiche umane, ma anche di
analizzare l’infezione da HIV a livello dei macrofagi, noti co-protagonisti, assieme ai T-
linfociti, della patogenesi dell’infezione da HIV-1.

I topi transgenici allestiti integrando nel genotipo murino alcuni geni o l’intero DNA
provirale dell’HIV-1 costituiscono un ulteriore approccio al problema del modello
animale. Il “topo transgenico HIV-Tat”, che ha cioé integrato il gene tat sotto il controllo
dell’omologo LTR virale, sviluppa lesioni Kaposiformi, suggerendo che il prodotto
genico tat dell’HIV-1 contribuisca allo sviluppo di dette lesioni nel topo transgenico
(Vogel et al.,1988).

Il “topo transgenico HIV-LTR”, che ha cioé integrato il complesso genico Long
Terminal Repeat (LTR) legato ad un gene batterico deputato alla sintesi di cloranfenicol-
acetiltransferasi (CAF) (Leonard et al.,1989), ha la sua massima espressione provirale
nelle cellule di Langerhans della cute dove si registrano elevati livelli dell’attività CAF.

Il “topo transgenico HIV Proviral DNA” ha integrato invece l’intero DNA provirale
dell’HIV; la progenie di questi animali si è spontaneamente ammalata di una sindrome
rapidamente mortale simile all’AIDS umano e nei loro tessuti si sono trovate particelle
infettanti dell’HIV (Leonard et al.,1988).

Risulta evidente che questi modelli animali, pur essendo teoricamente utilizzabili in
tutti i laboratori, hanno un elevato costo di produzione oltre che un complicato
protocollo di allestimento, che ne limita notevolmente l’utilizzo nella ricerca.
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Infezione mediante FIV (Feline Immunodeficiency virus).

Fin dalla sua scoperta (1987) il FIV (feline Immunodeficiency Virus) è stato ricono-
sciuto come agente responsabile di gravi immunodeficienze nei gatti, pertanto indicati
come potenziale modello animale nell’AIDS (Pedersen et al.,1986).

Il FIV rassomiglia morfologicamente per composizione proteica, attività Reverse
Transcriptasica (R.T.) magnesio dipendente, tropismo per i T linfociti e macrofagi
nonché effetto sinciziale sui T linfociti, all’HIV-1 a cui è strettamente correlato (Pedersen
et al.,1989).

Sebbene appartenga alla stessa sotto-famiglia di HIV e SIV, il FIV non risulta
antigenicamente correlato a questi virus così come non è correlabile al FeLV (Feline
Leukemia Virus).

Il FIV è stato clonato ed il suo genoma è stato interamente sequenziato (Talbott et
al.,1989; Olmsted et al.,1989). L’analisi genica ha dimostrato che il FIV è l’unico virus non
strettamente paragonabile a nessun altro Lentivirus conosciuto (Talbott et al.,1989).

In natura il FIV è trasmesso mediante la saliva durante i combattimenti (Yamamoto
et al.,1988). L’infezione e la malattia sono pertanto comuni nei gatti maschi con più di
tre anni di età. La prevalenza cambia da nazione a nazione variando dal 14% dagli Stati
Uniti al 44% del Giappone mentre nella popolazione a basso rischio non supera l’1%
(Ishida et al.,1989). Al contrario del FeLV, la trasmissione sperimentale o naturale non
si verifica facilmente con i contatti domestici, mentre la trasmissione sessuale e verticale
non sono ben documentate. Sotto il profilo sperimentale l’infezione si trasmette con
facilità mediante inoculazione parenterale di sangue infetto, plasma o surnatante
ottenuto da colture cellulari infettate con FIV.

Le manifestazioni cliniche di FIV includono infezioni della cavità orale, infezioni
polmonari, enteriti e congiuntiviti croniche nonché anormalità neurologiche. In gatti
contemporaneamente infettati con FIV e FeLV sono stati anche descritti linfomi B-
cellulari e malattie mieloproliferative.

Il FIV si isola facilmente dalla saliva, dai linfociti, dal liquido cefalo-rachidiano dei
gatti infettati.

Gattini infettati sperimentalmente con il FIV evidenziano la viremia dopo 1-2 setti-
mane dall’inoculo, dopo 2-3 settimane si può documentare la presenza di anticorpi
specifici, linfoadenopatia, neutropenia ed un’alta suscettibilità alle infezioni secondarie
che si rende manifesta dopo 6-10 settimane (Yamamoto et al.,1988), mentre un notevole
decremento dei T-linfociti si rileva dopo 6-8 settimane. Normalmente i gatti infettati con
il FIV rimangono viremici, sieropositivi ed altamente suscettibili alle infezioni secon-
darie per almeno due anni. Va comunque sottolineato che le contemporanee co-
infezione con FeLV, FeSFP (Feline Syncitial Forming Virus), FIPV (Feline Infectious
Peritonitis Virus) determinano una progressione in FAIDS (Feline AIDS) decisamente
più rapida. Questo modello è stato di recente utilizzato per testare i farmaci anti-HIV
(North et al.,1989).

Altri modelli animali come polli (Rup et al.,1982), pecore, capre e cavalli (Narayan et
al.,1989; Haase et al.,1986), sono suscettibili ad infezioni sostenute da svariati retrovirus
animali, e talora sviluppano una sindrome da immunodeficienza rapidamente mortale.
Anche se questi virus non sono strettamente correlati all’HIV, i suddetti animali
potrebbero essere considerati come potenziali modelli futuri per l’AIDS.

I
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nfezione di conigli con HIV-1

Scopo dell'attività di ricerca del nostro gruppo è stato l'allestimento di un modello
animale infettabile con l'HIV-1 mediante una metodica semplice, attuabile in qualun-
que laboratorio, senza l'aiuto di apparecchiature particolari, ed in grado di indurre
un'infezione persistente nel 100% dei casi con una risposta immunologica rilevabile con
i comuni test diagnostici anti-HIV e, sopratutto, ad un basso costo di utilizzo con
l'obiettivo di poterlo utilizzare sia per valutare e studiare in dettaglio nuove prospettive,
o lati ancora oscuri, della patogenesi del virus dell'AIDS, che per allestire un ottimale
banco di prova per lo sviluppo di un vaccino. Permettere inoltre di ottimizzare la terapia
antivirale perfezionando nuovi farmaci che potrebbero essere rapidamente testati
sull'animale con un basso costo di produzione e una maggior rapidità di selezione,
farmaci che sarebbero successivamente introdotti in protocolli terapeutici sperimentali
sull'uomo e resi disponibili per la terapia dell'AIDS. Infine, nell'eventualità che il
modello animale recettivo per l'HIV, sviluppi anche una sindrome equiparabile
all'AIDS, potrebbe essere utilizzato sia per lo sviluppo di nuovi farmaci, che di protocolli
terapeutici con farmaci già esistenti, utilizzabili per controllare l'evoluzione delle
patologie opportunistiche.

L'osservazione che l'unica specie animale infettabile con il virus dell'immunodefi-
cienza acquisita umana (HIV) (Barré Sinoussi et al., 1983), l'agente eziologico dell'AIDS
(Gallo et al., 1984), era costituita dalle scimmie antropomorfe (Alter et al., 1984; Gajdusek
et al., 1985; Fultz et al., 1986a), ma che tuttavia la scarsità di questi animali e la loro
designazione come specie protetta (Desrosiers et al., 1987) poneva gravi ed insormonta-
bili restrizioni al loro utilizzo sperimentale, ha sottolineato la necessità di ricercare un
nuovo modello animale, per l'infezione da HIV, più "maneggevole" anche se, fino allora,
tutti i tentativi di infettare topi, ratti, criceti, cavie e conigli con HIV-1 erano sempre falliti
(Morrow et al., 1987).

E' stata così allestita, con successo, una nuova metodologia sperimentale che utilizza
come via di infezione l'inoculo intraperitoneale del virus nel coniglio ottenendo un'in-
fezione persistente nel 100% degli animali utilizzati, evidenziando quindi la possibilità
di impiegare questo roditore come modello animale per la sperimentazione e lo studio
dell'infezione da HIV in vivo (Filice et al., 1988).

Sono stati impiegati per l'esperimento alcuni conigli negativi per la ricerca di
anticorpi anti-HIV. Un gruppo di nove conigli è stato, quindi, inoculato intraperitoneal-
mente con una soluzione di tioglicolato al 4% allo scopo di indurre una peritonite
asettica. Dopo 4-5 giorni tre conigli sono stati inoculati, con la medesima modalità, con
cellule H9 infettate con HIV (ceppo HTLV III/B10); tre conigli sono stati inoculati con
5 ml di surnatante di colture cellulari H9/HTLV III B10 mentre due animali di controllo
hanno ricevuto rispettivamente cellule H9 non infette e terreno di coltura cellulare.

In tutti i conigli infettati con l'HIV-1 si è osservata una sieroconversione con presenza
di anticorpi IgG specifici anti-HIV e di antigene in circolo ancora rilevabili  ad un anno
dall'infezione (Tab. 3).

I titoli anticorpali IgG erano relativamente alti nei primi tre mesi (da 1:280 a 1:2.560);
dopo declinarono a livelli compresi tra 1:80 e 1:320 (Fig. 10a  e 10b). Nondimeno la
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 conigli data di inoculato
inoculazione

 G1 20/03/87 H9/HTLV-IIIB
 G2 20/03/87 H9/HTLV-IIIB
 G3 20/03/87 H9/HTLV-IIIB
 SA 20/03/87 HTLV-IIIB
 SB 20/03/87 HTLV-IIIB
 SC 20/03/87 HTLV-IIIB
 C1 20/03/87 H9
 C2 20/03/87 H9
 C3 20/03/87 Growth medium
 CC1 14/10/87 Rabbit PMBC
CBX 26/02/88 H9/HIV-1

Identificazione Identificazione Isolamento
degli anticorpi degli antigeni virale

*14/360 * 14/360 120/240/300
14/360 14/360 120/240/300
14/360 14/360 120/240/300
14/360 14/360 120/240/300
14/360 14/360 120/240/300
14/360 14/360 120/240/300
Negativi Negativi Negativi
Negativi Negativi Negativi
Negativi Negativi Negativi
14/180 14/180 210
14/60 14/60 23-49

Tabella 3. Infezione del coniglio con L'HIV-1. * I numeri indicano le date di sierocon-
versione e dell’ultimo campione positivo.

Figura 10. (a), Risposte anticorpali specifiche IgG anti-HIV di animali trattati con
HTLV IIIB (SA      , SB      ed il controllo C3     ).
(b), Risposte anticorpali dei conigli inoculati con H9/HTLV IIIB (G1     , G2     ed il
controllo C1      ).

ba

Mesi dall'inoculazione

Ab-sierici
anti-HIV

O.D.
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proteina p24 era presente dopo due settimane (circa 250 pg/ml), raggiungendo livelli
elevati  nei primi tre mesi (sopra 1500 pg/ml), ed era ancora presente un anno dopo
l'infezione (Fig. 10c).

L'antigene p24 era stato neutralizzato da un anticorpo umano polivalente anti HIV
(Fig. 10d).

Dopo otto e dieci mesi dall'infezione, dai campioni di sangue di cinque conigli (G1,
G2, G3 SA e SB), dei tre controlli (C1, C2 e C3) e dal surnatante delle colture delle cellule
mononucleate di detti prelievi, sono stati identificati dei bassi livelli di antigene p24,
infatti meno dell'1% di queste cellule poté essere marcata con siero umano anti-HIV
coniugato con perossidasi o con anticorpi monoclonali anti p24 dell'HIV (Mullis et al.,
1986). Nelle cellule mononucleate dei conigli, previa coltivazione, sono stati inoltre
visualizzati, con il microscopio elettronico, particelle in gemmazione e virioni extracel-
lulari con la morfologia tipica dell’HIV-1 (Fig. 11).

Quando le cellule sono state co-coltivate con H9 non infette, vi erano più cellule p24-
positive che mostravano particelle retrovirali extracellulari (Fig. 12).

c d

Figura 10. (c), Antigenemia anti HIV-1 p24 nei sieri miscelati dei conigli inoculati con
HTLV IIIB (SA+SB      ) e dei sieri di controllo (C1+C2+C3         ). La specificità degli
anticorpi è stata verificata in tutti i campioni in esame con un test di neutralizzazione
utilizzando un siero anti-HIV-1 umano polivalente (      ).
(d), Test di conferma. I sieri SA+SB miscelati incubati, a differenti diluizioni, con siero
umano anti-HIV polivalente (     ) o con siero umano negativo (       ). Controllo negativo
di coniglio (     ).
I risultati sono i valori medi delle determinazioni settimanali.

Mesi dall'inoculazione Diluizione sierica
320080020050

Ag p24-
serici
dell'HIV

O.D.
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Figura 11.  Fotografia al microscopio elettronico di cellula mononucleata di coniglio,
in uno stadio degenerativo, dopo 18 giorni in coltura (x 4.900) con particelle virali in
gemmazione e virus extracellulari (x 31.500).

Figura 12 Fotografia al microscopio elettronico di particelle extracellulari; si osservano
virioni immaturi con nucleoide di forma anulare e virioni maturi con il core conico (x
105.000) in cellule mononucleate di sangue periferico di coniglio co- coltivate con cellule
H9.
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Nel supernatante delle colture delle H9 co-coltivate con cellule mononucleate è stato
evidenziato un notevole incremento della transcriptasi inversa (più di 180.000 c.p.m. per
ml) e antigene p24 (più di 1.000 pg per ml). In seguito si è riusciti ad isolare una linea
cellulare che era cronicamente infetta con il virus isolato dal coniglio (H9/HIV-1 R1) ed
ad indurre l’infezione da HIV-1 anche in un coniglio cresciuto in libertà (CBX) con
iniezione intraperitoneale di cellule H9 cronicamente infette, nonché di surnatante
proveniente dalle stesse colture (H9/HIV-1 R1).

Dal DNA estratto dalle H9, H9/HTLV-III B e H9/HIV-1 R1 sono state in seguito
identificate, in esperimenti preliminari di amplificazione genica (Polymerase Chain
Reaction: PCR), delle sequenze specifiche dell’HIV (Tabella 4) (Mullis et al.,1986).

L’HIV-1 R1 isolato dal coniglio è stato trasmesso ad un altro coniglio (CC1) attraverso
l’inoculazione di un pool di cellule mononucleate di sangue periferico ottenuto da
cinque animali sieropositivi e re-isolato, dopo sette mesi dall’inoculazione, dalle cellule
mononucleate del sangue periferico (Tabella 3).

Dai risultati ottenuti si può evidenziare la validità della metodica di infezione intra-
peritoneale previa peritonite chimica indotta mediante tioglicolato.

Questo trattamento richiama nel peritoneo cellule della linea macrofagica-mono-
citica.

In queste condizioni sperimentali si suggerisce l’ipotesi che nella infezione primaria
del coniglio il virus dell’HIV penetri nei macrofagi peritoneali, e solo successivamente
vada ad interessare la linea linfocitaria.

Pauza et al. (1988) hanno dimostrato che l’HIV penetra nelle cellule T e nei monociti
umani tramite endocitosi CD4 mediata.

Tabella 4. Isolamento dell'HIV-1 da cellule di sangue periferico di coniglio co-coltivate
con H9.
*Valori in c.p.m. per ml. P.I.=post-incubazione. M.E. =Microscopia elettronica.
PCR=Polymerase Chain Reaction. p24=antigene p24 nelle cellule.

 Donatori colture periodo p24
cellulari     P.I.

G1 G2 G3 SA SB PMBC 240 <1
PMBC+H9 240 10
PMBC+H9 300 10

 C1 C2 C3 PMBC+H9 240 0
PMBC+H9 300 0

 CBX PBMC+H9 49 10
H9 0
H9/HTLV-IIIB 30

M.E. PCR Transcriptasi
inversa

positivo ND ND
positivo ND 180,000
positivo positivo 279,000
ND ND 900
ND ND 700
positivo ND ND
negativo negativo 300
positivo positivo 350,000
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Questa ipotesi è stata dimostrata ultrastrutturalmente mediante l’osservazione di
virioni all’interno degli endosomi mentre la capacità infettante del virus nelle cellule
CD4 e nei monociti era inibita da un pretrattameanto con l’anticorpo monoclonale
OKT4A.

Nei linfo-monociti di coniglio non è stato infatti identificato un recettore omologo del
CD4 né alcuna reattività con anticorpi monoclonali OKT4 e OKT4A diretti contro il CD4
(Ho et al.,1984).

L’endocitosi dell’HIV CD4 indipendente è verosimilmente la modalità prevalente di
penetrazione ed infezione nei monociti di conigli.

Questa affermazione è supportata dall’osservazione al microscopio elettronico di
virioni all’interno di vescicole endosomiali, analogamente a quanto avviene nei linfo-
monociti umani.

L’ingresso via endocitosi non CD4-mediata è altresì in grado di indurre infezione nei
monociti-macrofagi di coniglio con integrazione genomica e replicazione di HIV e
trasmissibilità del virus a cellule target (Filice G. et al.,1990).

Il livello di replicazione virale nei monociti di coniglio privi del recettore CD4 risulta
molto basso se paragonato alla produzione virale di monociti umani CD4 positivi, e si
è potuta rilevare la presenza virale solo dopo amplificazione mediante co-coltura o sub-
coltura. In accordo con Kulaga et al. (1988), i monociti di coniglio produrrebbero un
inibitore della R.T. spiegando così le difficoltà di evidenziazione della attività Reverse
Transcriptasica in queste cellule infettate.

Le nostre ricerche hanno inoltre dimostrato che la produzione virale aumenta
enormemente dopo co-coltivazione tra i monociti di coniglio infettati e cellule H9 (clone
direttamente derivato dalle cellule T4 helper).

L’isolamento del virus HIV dai monociti ma non dalle cellule T sia di soggetti umani
che di coniglio con una infezione “acuta” suggerisce che nella fase precoce della
malattia, l’infezione sia limitata ai monociti (Filice et al.,1990).

Poiché le cellule T4 helper sono le prime cellule T che in vivo interagiscono con i
macrofagi-monociti dopo che questi hanno fagocitato il virus è probabile che l’infezione
delle cellule T4 helper sia secondaria a quella dei monociti-macrofagi.

I dati ultrastrutturali qui presentati evidenziano che nel coniglio (monociti CD4
negativi) la penetrazione del virus avviene mediante endocitosi come confermato dalla
presenza di vescicole di endocitosi contenenti singoli virus completi e vescicole con-
tenenti solamente il core dell’HIV dopo che si è verificata la fusione tra l’envelope virale
e la membrana endosomiale.

Si suppone quindi, in accordo con Pauza et al. (1988), che la penetrazione del virus nei
monociti di coniglio per fagocitosi senza che avvenga fusione tra membrana vacuolare
ed envelope non dia luogo ad un processo infettivo.

Sulla base dei risultati ottenuti sembrerebbe che l’endocitosi CD4 indipendente
dell’HIV, confermata dalla presenza di vescicole endocitosiche contenenti singoli virus
privati dell’envelope, sia necessaria per indurre l’insorgenza dell’infezione nei monociti
di coniglio.

Il ruolo centrale dei monociti macrofagi nell’infezione del coniglio è ulteriormente
supportata da dati “in vivo” riguardanti l’infezione sperimentale da HIV nel coniglio
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indotta dopo iperstimolazione e contestuale infezione con HIV-1 di macrofagi-monociti
peritoneali (Filice et al.,1988).

Altri studi hanno dimostrato che i conigli possono essere infettati dall’HTLV-1
(Kotani et al.,1986), e recentemente Kulaga et al. (1988) hanno confermato tutti i nostri
dati, precedentemente descritti, inerenti l’infezione sperimentale dei conigli con HIV-
1. Dopo due anni di osservazione gli animali infettati presentano ancora una risposta
anticorpale e nel siero si può sempre rilevare le presenza di antigene virale associata a
marcata diminuzione dei T linfociti in assenza di una sindrome AIDS-simile.

Del tutto recentemente M. Gonda ha comunicato di essere riuscito ad indurre una
sindrome AIDS-like in conigli sperimentalmente infettati con BIV (Bovine Immunode-
ficiency Virus) e suggerisce pertanto l’utilizzo di questo modello animale per lo studio
dell’immunodeficienza da Lentivirus (Gonda personal communication, 1989).

Da quanto sopra esposto risulta pertanto che il coniglio come modello animale si
presterebbe agevolmente, per facilità di impiego e risposta bioumorale sovrapponibile
a quella umana, ad un valido impiego per lo studio di vaccini e di farmaci antivirali.
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