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Questo contributo rappresenta una fotografia dell'interazione tra ricerca ed assistenza nel settore dell'infezione da HIV/AIDS, utilizzando come filtro il processo di trasferimento tecnologico Nord-Sud che l’UNESCO sta effettuando in Costa d’Avorio. Tuttavia il filo conduttore dell'intervento è rappresentato dall'interazione ospite-parassita, utilizzando principalmente due infezioni tra loro sinergiche, l'infezione tubercolare e quella da HIV. L'intervento è diviso in tre parti: nella prima si descrive come l'Africa, essendo il posto dove l'interazione tra Homo sapiens ed HIV è ancora in una fase dinamica, richieda un impegno tra più istituzioni nazionali ed internazionali per raggiungere la massa critica necessaria in termini di risorse umane, i finanziamenti e logistica.  La seconda parte, invece, affronta gli aspetti più rilevanti dell'interazione ospite-parassita a livello cellulare e molecolare con particolare riferimento all’immunità neonatale. La terza parte evidenzia l’importanza del trasferimento tecnologico tra ricerca di base ed applicazioni cliniche e presenta un modello di intervento di ricerca e assistenza in Costa D’Avorio per lo sviluppo di un vaccino pediatrico.


L'Africa rappresenta il terreno dove studiare l'interazione ospite-parassita: collaborazione inter-istituzionale e organizzazione delle infrastrutture e della logistica

L'interazione di più micorganismi, quale MTB ed HIV, ha un suo decorso diverso se avviene in Europa o in Africa. E' infatti in quest’ultimo continente che, in assenza di efficaci terapie farmacologiche, l'evoluzione delle interazioni ospite-parassita dispiega il massimo della sua fantasia combinatoriale. Ed è, infine, in questo continente che si è verificata la giusta combinazione, tramite processi di trascrizione RNA-DNA, che ha originato quello che oggi chiamiamo HIV. 

L'UNESCO, come Organizzazione delle Nazioni Unite per l'Educazione, la Scienza e la Cultura, è particolarmente attento a tali processi evolutivi che hanno una forte ricaduta sullo sviluppo dell'umanità. E  oggi malattie come la Tubercolosi, la Malaria e l'AIDS hanno generato un forte "handicap" allo sviluppo del continente Africa. A meno che una sostanziale interazione culturale, tecnologica ed umanitaria si sviluppi tra Nord e Sud. Il ruolo del Centro Internazionale per le Infezioni Emergenti e Riemergenti, istituito presso l'Istituto Nazionale per le Malattie Infettive "L. Spallanzani", e della Cattedra Interdisciplinare di Biotecnologia dell'UNESCO, istituita presso l'Università di Roma "Tor Vergata" è proprio quello di favorire il processo di trasferimento tecnologico Nord-Sud nel settore delle grandi infezioni. Non è un caso che queste tre malattie infettive avranno un forte peso nella destinazione di finanziamenti nel VI Programma Quadro dell'Unione Europea.


L'Africa dell'Ovest ed in particolare la Costa d'Avorio hanno dato un contributo notevole alla storia dell'AIDS, ed in questo paese, il più sviluppato dell'Africa dell'Ovest, da diversi anni sono stati attivati diversi centri di ricerca e di assistenza. Tra questi, il CNRS francese, il RETRO-CI degli USA, il CIRBA dell'UNESCO. In particolare, nell'ambito di un progetto tra il CNR e l'UNESCO-ROSTE, ricercatori italiani dell'Università di Roma "Tor Vergata" operano presso il CIRBA con un progetto che riguardo lo sviluppo di un vaccino “post-exposure”. Il CIRBA possiede tutte le caratteristiche di un centro di ricerca internazionale, con strumentazione idonea (citofluorimetria, PCR, P3, etc.), personale motivato, e forte integrazione con il Ministero della Sanità della Costa d'Avorio e con l'UNAIDS. 

La Cooperazione italiana ha attivato un grande progetto di aiuto all'Africa nel settore dell'AIDS, nei dieci paesi maggiormente colpiti dall'infezione da HIV. In particolare, in collaborazione con l'OMS, il progetto prevede azioni di assistenza, formazione e prevenzione della trasmissione verticale di HIV tra madre e bambino. Questa modalità di trasmissione dell'infezione è ormai molto limitata nei paesi occidentali ma estremamente frequente in Africa per svariati motivi, quali la concomitanza di altre infezioni che aumentano la replicazione e la trasmissione di HIV, l'assenza di trattamenti antiretrovirali, e l'allattamento al seno, difficilmente rimpiazzabile con quello artificiale per motivazioni culturali, igieniche ed economiche. L'infezione verticale da HIV avviene al momento del parto (60-70 %) o durante l'allattamento (20-30%) e solo in piccola percentuale in utero (<10%). In molte parti dell'Africa dal 10% al 20% di donne incinta sono infettate da HIV-1, con un tasso di trasmissione del 30-40%. L'introduzione di trattamenti brevi di antiretrovirali come l'AZT e la Nevirepina solo parzialmente ha diminuito il tasso di trasmissione verticale, e questo si pensa dovuto l'allattamento naturale ed all'alto livello di carica virale delle madri. Di fatto in Africa ogni giorno nascono migliaia di bambini infetti.  In Costa d'Avorio, il progetto è stato attivato con i ricercatori italiani dell'Università di Tor Vergata presenti al CIRBA, con due ONG italiane operanti in zone rurali e con due ospedali pubblici (Alepe e Bonoua). Il Progetto è articolato sia sulle donne che sui neonati e si basa principalmente sullo screening di donne sieropositive e sul trattamento perinatale della madre e del bambino con Nevirapina, e con la determinazione dei parametri immunologici e virologici (carica virale, CD4, etc.). 

Interazioni ospite-parassita ed immunità neonatale

L’immunità neonatale è prevalentemente basata sui meccanismi dell’immunità innata che in breve tempo devono istruire il sistema immunitario a riconoscere in maniera specifica i microorganismi patogeni. Le cellule dell’immunità innata riconoscono strutture molecolari caratteristiche dei microorganismi patogeni che rappresentano un segnale di pericolo. Un esempio di questa interazione è fornito dall'interazione molecolare dei microbi con la famiglia dei Toll-like receptor presenti nei monociti e nelle cellule dendritiche. I TLR sono presenti nel corso dell'evoluzione e sono stati, inizialmente identificati nei moscerini dove svolgono un ruolo di protezione verso le infezioni da funghi. L'interazione innata tra microbi e ospite non si limita solamente ai monociti ed alle cellule dendritiche, ma riguarda anche i linfociti dell'immunità innata con recettore T  e che riconoscono strutture molecolari di natura non proteica. Infine, per quanto riguarda l'immunità acquisita, i linfociti T e B riconoscono sequenze proteiche specifiche estranee all’ospite e rappresentano il principale bersaglio per l’induzione di una memoria immunologica che deve essere “costruita” nel neonato.


Maurizio Fraziano e Antonio Ciaramella dell’Università di Roma Tor Vergata studiano i TLR nell'interazione tra Micobatterio della Tubercolosi e cellule della linea monocito/macrofagica. In questo contesto, la stimolazione del TLR-2 con lipoproteine della parete micobatterica può indurre sia attivazione cellulare che apoptosi. In corso di infezione in vitro la discriminante tra questi due tipi di risposta sembra sia dovuta alla molteplicità di infezione. In particolare, il TLR-2 presente sulla superficie dei monociti umani quando stimolato, attraverso la lipoproteina di 19 kDa, da alte dosi di MTB trasduce un segnale di apoptosi macrofagica senza morte di micobatteri. Il TLR-4 riconosce proteine da shock di MTB e tale riconoscimento induce un segnale di attivazione e maturazione delle cellule dendritiche e, quindi, della presentazione antigenica innescando una risposta Th1 o Th2. Infine, il TLR-9 riconosce sequenze di DNA batterico (CpG), e la stimolazione di questo recettore attiva il monocita in molte sue funzioni. L'attivazione dei monociti, d'altra parte, influenza il micobatterio; e questo è stato osservato analizzando l'espressione di tremila geni micobatterici in corso di infezione monocitaria. L'espressione genica di MTB è diversa se il monocita è stato attivato da IFN, rilasciato da linfociti T. Molti geni legati al metabolismo batterico vengono attivati, così come altri geni, alcuni dei quali coinvolti nella risposta immunitaria, vengono spenti, favorendo meccanismi di escape da parte del micobatterio.

L'interazione tra microbi e ospite non si limita solamente ai monociti, ma riguarda anche i linfociti dell'immunità innata e di quella acquisita, sia i linfociti con recettore B che quelli con recettore T  e . Riguardo quest'ultimi è ormai ben chiaro come molecole non peptidiche fosforilate provenienti dal mondo microbico o dal metabolismo cellulare indotto da stress possono attivarne la sottopopolazione maggioritaria nel sangue periferico (V92). Tale popolazione svolge non solo un ruolo nell'infezione tubercolare ma anche nell'infezione da HIV. Alcuni linfociti T  vengono attivati da glicolipidi di natura micobatterica in maniera ristretta per CD1, una famiglia di molecole polimorfiche non convenzionale (quali MHC). In particolare queste due classi di linfociti sono attivati da molecole non peptidiche di natura fosfatidica o glicolipidica. Fabrizio Poccia, Francesco Dieli e Gennaro De Libero hanno ampiamente dimostrato in questi ultimi anni il coinvolgimento di tali meccanismi effettori non specifici nell'infezione tubercolare e da HIV. Infine, la recente osservazione di Cristina Gioia all’INMI Spallanzani e Cristiana Cairo all’Ospedale S. Pietro che una particolare popolazione di linfociti T effettori (CD27- CD45RA- V9V2+ ) sono assenti nel sangue periferico di pazienti con AIDS e in neonati suggerisce che meccanismi effettori non specifici potrebbero essere rilevanti, specialmente nelle fasi iniziali di esposizione al virus.

Infine, per quanto riguarda l'immunità acquisita, i) lo sviluppo di conoscenze cristallografiche sui principali recettori antigenici e delle molecole HLA, ii) il sequenziamento di interi genomi microbici, iii) lo sviluppo di appropriati algoritmi matematici uniti alle nuove tecnologie dei tetrameri e della fluorescenza intracitoplasmatica hanno permesso di identificare un ampio pannello di epitopi microbici riconosciuti dai linfociti T helper o T citossici, associandole a funzioni specifiche della risposta immune. 
E' ormai assodato che peptidi sintetici contenenti epitopi B e T inducono anticorpi neutralizzanti e linfociti T helper e citotossici in grado di proteggere, almeno parzialmente, animali da laboratorio. Inoltre, almeno in vitro con PBMC umani, Massimo Amicosante, Carla Montesano e Cristiana Gioia hanno dimostrato come sia possibile monitorare la risposta immune HIV specifica impiegando un numero ridotto di peptidi selezionati per le caratteristiche di legare le molecole HLA in confronto alle stesse proteine intere, specialmente se si prendono in considerazione proteine di HIV come Gag e Nef. Ciò suggerisce che impiegando questi stessi epitopi antigenici, ed altri selezionati secondo gli stessi criteri, sia possibile indurre una risposta immune anti-HIV specifica. La scelta dei peptidi, che è alla base di questo progetto,  si basa sui seguenti criteri:

•
selezione delle regioni conservate delle varie proteine (env, gag, pol, tat, nef, vpr) tra i vari ceppi di HIV contenente epitopi T helper e T citossici  con particolare attenzioni a quelli coinvolti nella fase acuta dell'infezione;

•
identificazione dei peptidi promiscui nelle are selezionate tramite l'analisi dei motivi peptidici che legano molecole HLA di classe I e II;

•
selezione del numero minimo di epitopi di ciascuna proteina che permetta una risposta HIV-specifica per gli aplotipi ed i ceppi virali presenti nella comunità. 


Per quanto riguarda gli epitopi B, abbiamo rivolto una particolare attenzione alla trasmissione tramite allattamento e quindi alla produzione di anticorpi mucosali nell'orofaringe. In particolare, un obiettivo è di indurre IgA specifiche verso quelle zone di gp41 che sono coinvolte nell'interazione tra HIV e cellule epiteliali e quindi nel fenomeno della transcitosi di HIV attraverso la barriera mucosale. Quindi, l'uso di un immunogeno poliepitopico contenente una miscela di peptidi di HIV potrebbe rappresentare una buona modalità per indurre una risposta T helper e T citossica più potente ed ampia di quella indotta da singoli peptidi.

Lo sviluppo del vaccino pediatrico in Africa 

Quale contributo il Centro Internazionale per le Infezioni Emergenti e Riemergenti dell’INMI Spallanzani e la Cattedra Interdisciplinare di Biotecnologia dell'UNESCO possono dare allo sviluppo del vaccino contro HIV/AIDS, partendo dalle considerazioni molecolari sull'interazione ospite-parassita e dalle infrastrutture e dalla logistica disponibile in Africa? La nostra risposta è stata di sviluppare un progetto indirizzato a ridurre la trasmissione verticale dell’infezione da HIV e/o la progressione dell'AIDS nei bambini (slow e rapid progressors) tramite il trattamento antivirale al momento del parto e potenziando la risposta immunitaria neonatale.
Uno dei primi aspetti analizzati ha riguardato le cellule dendritiche, principalmente coinvolte nella presentazione antigenica e nell'induzione della risposta immunitaria acquisita.  Tali cellule non rappresentano una popolazione omogenea, e lo studio di caratterizzazione delle popolazioni dendritiche in corso di infezione da HIV, effettuato da Silvia Vendetti ed Alessandra Sacchi all’INMI Spallanzani e da Giulia Cappelli ad Abidjan, hanno fatto evidenziare situazioni diverse tra i pazienti italiani e quelli della Costa d'Avorio. In particolare, oltre 60% di pazienti ivoriani mostra una selezione delle cellule dendritiche che si differenziano dai monociti del sangue periferico, con la comparsa di cellule dendritiche principalmente di tipo CD1a-. Tale popolazione è invece presente in maniera maggioritaria solo nel 20% dei pazienti italiani. La possibilità che tale selezione della popolazione CD1a- sia dovuto ad una carica microbica (malaria, tubercolosi, etc.) maggiore cui sono esposti i soggetti africani è in studio, insieme al possibile meccansismo di una maggiore indirizzo della risposta immune da tipo Th1 a Th2 da parte di questa sottopopolazione di cellule dendritiche. Queste osservazioni preliminari, confermano la necessità di valutare la funzionalità delle cellule dendritiche come premessa ad un studio vaccinale post-esposizione. E d'altra parte una vaccinazione dell'adulto infetto non è facile, considerando i danni che l'infezione da HIV ha già fatto nel sistema immunitario sia a livello di deficit cellulari che di insorgenza di varianti virali in grado di favorire meccanismi di escape, e non ultimo per l'ormai localizzazione virale in cellule (macrofagi) o in santuari (per es. Sistema Nervoso Centrale) difficilmente espugnabile dalla risposta immunitaria.
Un altro aspetto dello studio si occupa dell’effetto della vaccinazione con BCG sui meccanismi di attivazione delle cellule dendritiche, e sulla risposta dei linfociti T  CD1-ristretti e dei linfociti T . Infatti, in Africa tutti i neonati vengono vaccinati con BCG (Bacillus Calmett-Guerin, ceppo vivo di Mycobacterium bovis). E' noto che i neonati, anche quelli che nascono da madre sieropositiva, hanno la capacità di rispondere a stimoli antigenici, e questo non solo è dimostrato dal fatto che la vaccinazione anti-tubercolare con BCG ha effetto nei bambini, ma anche dai pochi trial clinici effettuati con vaccino anti-HIV basati sulle proteine dell'envelope, che hanno dimostrato una reattività immunologica durevole. La vaccinazione anti-tubercolare con BCG possiede una forte attività adiuvante la risposta sistemica e mucosale, sia anticorpale che cellulare. In particulare, BCG attiva monociti e cellule dendritiche attraverso TLR2, TLR4, e TLR-9, favorendo la secrezione di citochine proinfiammatorie e l'espressione di molecole coinvolte nell'attivazione di linfociti T citotossici, quali HLA e CD40L.  Infine, il BCG potenzia anche altre cellule coinvolte nell'immunità innata, quali linfociti T con recettore  o linfociti T con recettore NK e ristretti per molecole CD1.















 






Conclusioni

Non posso concludere questo contributo alla giornata mondiale contro l'AIDS senza citare tutti i finanziamenti messi a disposizione dalle diverse istituzioni, quali l'Università di Roma Tor Vergata, l'UNESCO-ROSTE, il CNR, l'INMI Spallanzani, l'Ospedale S. Pietro ed il CIRBA. Tutto quello che è stato oggi presentato non sarebbe stato possibile senza la collaborazione di oltre 20 ricercatori che, in diverse istituzioni ma sotto la comune egida dell'UNESCO, stanno contribuendo con la loro professionalità, entusiasmo e creatività, allo ricerca contro l'AIDS in Italia ed in Africa. I loro contributi sono pubblicati nelle migliori riviste internazionali, di cui accludo una recente lista.
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