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RESUMEN 

 

Las células T CD8+ son esenciales para el control de la replicación del Virus de la 

Inmunodeficiencia Humana (VIH), y su capacidad de respuesta a la infección por VIH 

se ha asociado a los niveles virales plasmáticos. La inhibición de la transcripción del 

VIH por factores solubles de las células T CD8+ de pacientes con infección por VIH es 

conocida como respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+. Conforme la 

infección por VIH va evolucionando a SIDA, la respuesta anti-VIH no citotóxica 

disminuye. El tratamiento antirretroviral altamente activo (HAART) disminuye la carga 

viral plasmática, la carga viral en tejidos linfoides e incrementa el número de células T 

CD4+ de los pacientes. El tratamiento antirretroviral mejora la respuesta a infecciones 

oportunistas, pero disminuye la frecuencia de células T CD8+ citotóxicas específicas de 

VIH, y se desconoce su efecto sobre la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T 

CD8+. Debido a que los tejidos linfoides son los principales sitios de replicación y 

patogénesis de VIH, es de gran importancia determinar la posible relación entre la 

respuesta anti-VIH no citotóxica de las células T CD8+ de ganglios linfáticos y la 

respuesta de sangre periférica, así como el efecto del tratamiento antirretroviral sobre 

esta respuesta en sangre y ganglios linfáticos. 

El trabajo se realizó en dos partes. En la primera parte se realizó el seguimiento 

prospectivo de 37 pacientes con infección por VIH en etapas temprana, intermedia y 

tardía de la enfermedad, sin evidencia de infecciones oportunistas. En la segunda 

parte se ingresaron 24 pacientes con infección por VIH en las diversas etapas de la 

enfermedad que presentaron linfadenopatía por VIH y sin evidencia de infecciones 

oportunistas. A los pacientes en etapa intermedia y tardía se les proporcionó 

tratamiento antirretroviral, y a los pacientes de etapa temprana se mantuvieron en el 

Neevia docConverter 5.1



RESUMEN 

Pág. - 10 - 

estudio sin tratamiento antirretroviral debido a que no lo requirieron. A todos los 

pacientes se les tomaron muestras de sangre para la determinación de carga viral y 

cuenta de linfocitos T CD4+ y para la obtención de células T CD8+, y sólo a los 

pacientes con linfadenopatía se les obtuvo muestras de ganglio linfático. Las células T 

CD8+ de sangre periférica y ganglio linfático se utilizaron para el ensayo de actividad 

anti-VIH no citotóxica. A las biopsias de ganglios linfáticos se les realizaron estudios 

microbiológicos para descartar la presencia de infecciones oportunistas.  

La edad o sexo de los pacientes no fue diferente entre los grupos. Los pacientes de 

ambos estudios mostraron correlación positiva entre los niveles de carga viral 

plasmática y cuenta de células T CD4+ circulantes. El estudio histopatológico de los 

ganglios linfáticos mostró un 79% de hiperplasia folicular y 21% de disminución 

linfoide. Las células T CD8+ de pacientes en etapa tardía mostraron una menor 

respuesta anti-VIH no citotóxica en sangre periférica (p<0.0001, ANOVA) y en tejido 

linfoide (p<0.01, ANOVA). La respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ de 

sangre periférica y tejidos linfoides correlaciona positivamente con los niveles de 

células T CD4+ circulantes y correlaciona negativamente con los niveles de carga viral 

plasmática. El tratamiento antirretroviral disminuye los niveles de carga viral plasmática 

(p<0.0001) y favorece el incremento de los niveles de células T CD4+ circulantes 

(p<0.0001). La respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ de sangre periférica 

de pacientes en etapas tardías se incrementó en las primeras 4 semanas posteriores 

al inicio de tratamiento antirretroviral (p<0.01). Finalmente, se observa una correlación 

positiva entre la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ de tejido linfoide y 

de células T CD8+ de sangre periférica (r = 0.553, p<0.01). 

La respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ de sangre periférica y tejidos 

linfoides de pacientes con VIH está relacionado con la etapa clínica de la infección, así 
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como de los niveles de carga viral plasmática y número de células T CD4+ circulantes. 

Esta respuesta puede ser mejorada en las etapas tardías de la infección, mediante la 

administración de tratamiento antirretroviral. Existe la posibilidad de que la respuesta 

anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ esté relacionada con la mejoría de la 

respuesta inmunológica, que a su vez depende del control de la replicación de VIH. Es 

necesario determinar los mecanismos que inducen la generación y la pérdida de la 

respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ para el diseño de estrategias que 

permitan un mejor control de la replicación de VIH. 

 

Palabras claves:  

Virus de la inmunodeficiencia humana, VIH, SIDA, células T CD8, células T CD4, carga 

viral, ganglios linfáticos, tratamiento antirretroviral, anti-VIH,  
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ABSTRACT 

CD8+ T cells are essential for the control of HIV (Human Immunodeficiency Virus) 

replication, and their ability to control replication has been associated to plasmatic viral 

load. Inhibition of HIV transcription by soluble factors from CD8+ T cells is known as 

CD8+ T cell anti-HIV non-cytotoxic response. CD8+ T cell ability to inhibit HIV 

replication is related to the clinical stage of patients. Highly active antiretroviral 

treatment (HAART) reduces viral load in plasma and lymph nodes, promoting an 

increase of circulating CD4+ T cell of patients. HAART improves the immune response 

to opportunistic infections, but a decreasing number of HIV specific CD8+ T cells, and 

is unknown its effect on CD8+ T cell anti-HIV non-cytotoxic response. As lymph nodes 

are important sites for HIV replication and immune response to HIV, it was relevant to 

determine whether any association existed between CD8+ T cell anti-HIV non-

cytotoxic response in lymph nodes and peripheral blood, and the effect of HAART over 

this response. 

This work was divided in two parts. Firstly, we made a prospective follow up of CD8+ T 

cell anti-HIV non-cytotoxic response along HIV infection in early, intermediate and late 

stages, in 37 patients without evidence of opportunistic infections. Secondly, we 

included 24 HIV positive patients with lymphadenopathy at different stages of disease 

and without opportunistic infections. Patients in intermediate and late stage initiated 

HAART, and patients in early stages remained without treatment. We took blood 

samples from all patients to determine HIV viral load, CD4+ T cell counts and CD8+ T 

cell non-cytotoxic activity. Surgeons took lymph nodes from patients with 

lymphadenopathy only. Microbiology studies were made to the biopsies to determine 

the presence of opportunistic infections. 
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There were no age or sex differences between groups. There was a negative 

correlation between plasma viral load and CD4+ T cell counts as expected. Lymph 

nodes showed 79% of follicular hyperplasia and 21% of lymphoid depletion. CD8+ T 

cell from late stage patients has lower CD8+ T cell anti-HIV non-cytotoxic response in 

peripheral blood (p<0.0001, ANOVA) and lymph nodes (p<0.01, ANOVA). Peripheral 

blood and lymph node CD8+ T cell anti-HIV non-cytotoxic response shows negative 

correlation with plasma viral load and positive correlation with CD4+ T cell counts. 

HAART allows viral load decrease and CD4+ T cell increase. CD8+ T cell anti-HIV non-

cytotoxic response from blood of patients in late stage shows an increase 4 weeks 

after treatment initiation. Finally, there is positive correlation between CD8+ T cell anti-

HIV non-cytotoxic response from lymph node and peripheral blood CD8+ T cells. 

CD8+ T cell anti-HIV non-cytotoxic response from peripheral blood and lymph nodes 

are related to clinical stage, plasma viral levels and CD4+ T cell counts. HAART could 

improve CD8+ T cell anti-HIV non-cytotoxic response in the late stages of disease. It is 

possible that non-cytotoxic CD8+ T cell response is related to the immune 

reconstitution associated with viral load control. It is necessary to understand the 

mechanisms that allow generation and loss of CD8+ T cell anti-HIV non-cytotoxic 

response to develop strategies that improve HIV replication control.  

 Keywords: 

Human immunodeficiency virus, HIV, AIDS, CD8 T cells, CD4 T cells, viral load, lymph 

node, lymphoid tissue, antiretroviral therapy, 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Datos epidemiológicos generales de la infección por VIH 

 

Los primeros informes de la infección por VIH se presentaron en 19811. En este 

reporte se informó de la infección por un patógeno pulmonar oportunista, 

Pneumocystis carinii en 5 adultos jóvenes. A partir de ese momento se iniciaron 

estudios epidemiológicos para determinar las vías de transmisión de la enfermedad, 

con lo que se describió la infección por VIH en homosexuales jóvenes2,3, personas 

transfundidas con sangre o derivados4,5, en usuarios de drogas intravenosas, recién 

nacidos6, mujeres con parejas infectadas7 y prisioneros8. El agente etiológico fue 

descrito entre 1983 y 19849-11, el cual posteriormente fue denominado como el Virus 

de la Inmunodeficiencia Humana. 

A pesar de los grandes avances en investigación clínica y básica, la enfermedad se 

ha diseminado ampliamente en el mundo. El Programa Conjunto de las Naciones 

Unidas para sobre VIH/SIDA (UNAIDS) en su reporte sobre la situación de la 

epidemia de VIH/SIDA de Diciembre de 200712, menciona que existen en el mundo 

cerca de 33.2 millones de personas vivas infectadas por VIH, principalmente en el sur 

de África. Además, se estima que durante el 2007 ocurrieron 2.5 millones de nuevas 

infecciones12. El último reporte de Centro Nacional para la Prevención y el Control del 

VIH/SIDA (CONASIDA) expresa que en México han ocurrido 105,170 infecciones de 

1983 a Junio de 2006. Los estados más afectados durante el 2006 fueron el Distrito 

Federal, Estado de México, Veracruz y Jalisco13.  
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1.2. Estructura de VIH 

 

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) fue aislado por primera vez en 19839. 

Este virus pertenece a la familia Retroviridae14, debido a que su material genético se 

encuentra formado por RNA de doble cadena. Durante el ciclo de replicación el VIH 

requiere de la enzima transcriptasa reversa, que es una enzima DNA polimerasa 

dependiente de RNA15. El VIH pertenece a la subfamilia de Lentivirus debido a sus 

inusuales características morfológicas, entre las que se encuentra la presencia de un 

núcleo cilíndrico o cónico en la partícula viral madura (Fig. 1) y la presencia de los 

genes reguladores tat y rev. Los genes tat y rev no se encuentran presentes en otros 

genomas retrovirales. El genoma de VIH incluye genes que para la síntesis de 

proteínas estructurales, enzimáticas y reguladores, y el virus infecta células que 

expresan la molécula CD4 en su membrana (células T CD4+, monocitos, y células 

derivadas como los macrófagos, etc.)16 17(Fig. 2). 
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Fig. 1. Estructura del VIH. 

Esquema donde se muestra la localización de cada una de las 

proteínas, lípidos y ácidos nucleicos virales, así como la 

interacción de la partícula viral a la superficie celular. Modificado 

de18. 
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1.2.1. Genes y proteínas que conforman al VIH 

 

El genoma de VIH consta de dos copias idénticas de RNA de 9.8 Kilobases (Kb) de 

longitud por cada partícula viral, y que contiene genes que codifican para 15 

proteínas19 (Fig. 2). Durante el ciclo de replicación de VIH, el RNA mediante un 

proceso de transcripción reversa produce una copia de DNA de doble cadena que se 

inserta en el DNA de la célula infectada. El DNA de VIH integrado en el genoma de la 

célula huésped es conocido como provirus o DNA proviral20. En ambos extremos del 

DNA proviral se encuentran secuencias repetidas conocidas como terminaciones 

largas repetidas (LTR), que son los sitios de inicio de transcripción de genes tales 

como NF-κB y AP-121. Los genes de VIH están localizados en la región central del 

DNA proviral22 y codifican para proteínas de tres clases distintas: a) las proteínas 

estructurales, que codifican para proteínas que formarán las partículas virales, b) las 

proteínas reguladoras, que participan en los procesos tempranos de regulación de la 

transcripción y c) las proteínas accesorias, que incrementan la capacidad infectiva de 

VIH y favorecen procesos para la internalización del genoma, entre otras funciones23.  

o Proteínas estructurales, Gag, Pol y Env 

o Proteínas reguladoras, Tat y Rev 

o  Proteínas accesorias, Vpu, Vpr, Vif y Nef 

 

Fig. 2. Estructura genómica de VIH 

En la figura se muestran los genes que codifican para proteínas estructurales, 

enzimáticas y reguladoras. 
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Gag 

El gen gag codifica al polipéptido precursor Gag de 55 kilodaltones (kDa). Gag se 

asocia a la membrana celular y que tiene la capacidad de unir 2 copias del RNA de 

VIH.  Cuando el virión sale de la célula, la enzima proteasa (p10, aspartil-proteasa, 

derivada del gen pol de VIH) corta el polipéptido en 4 segmentos: 1) proteína de 

matriz (p17), 2) proteína de cápside (CA, Antígeno p24 de VIH), 3) proteína de 

nucleocápside (NC, p9) y 4) p6. Cuando ha ocurrido el corte de Gag, los viriones 

maduros, podrán infectar a las células24. Las proteínas de matriz permanecerán 

unidas a la cara interna de la membrana viral, estabilizando el virión, y 

posteriormente, facilitaran el transporte hacia el núcleo25.  

Pol 

El gen pol codifica para un polipéptido que contiene a regiones con actividad de 

proteasa (p10), actividad de integrasa (p31), actividad de RNAsa H (p15) y actividad 

de transcriptasa reversa (p50)26. Durante la maduración viral, la región con  actividad 

proteasa corta el polipéptido Pol para separar las diferentes enzimas, y que puedan 

realizar su actividad durante los diferentes pasos durante el ciclo de replicación. La 

enzima transcriptasa reversa tiene actividad de polimerasa dependiente de RNA y 

polimerasa dependiente de DNA, es decir, durante el proceso de transcripción, la 

polimerasa agrega nucleótidos para producir una copia de DNA de doble cadena a 

partir de RNA genómico presente en el virión. El 50% de las moléculas de 

transcriptasa tienen unidas la enzima RNAsa H. Mientras transcriptasa produce una 

copia de DNA a partir del RNA genómico de VIH, RNAsa H remueve el RNA 

genómico original de la primera cadena y sintetiza la cadena complementaria de DNA; 

este proceso se completa en las primeras 6 horas de la entrada del virus a la célula27.  
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Integrasa 

La enzima integrasa (p31) permite la unión del DNA proviral de VIH con el DNA 

genómico de una célula, mediante tres actividades enzimáticas: a) la actividad de 

exonucleasa, permite la eliminación de dos nucleótidos terminales del extremo 3´ del 

DNA viral; b) la actividad endonucleasa de doble cadena, permite el corte del DNA de 

la célula en el sitio donde será incorporado el DNA viral; c) la actividad de ligasa, 

permite la unión covalente de cada extremo del DNA proviral con el DNA de la célula. 

La reparación en el sitio de integración, donde fueron eliminaron los dos nucleótidos 

en cada extremo, es mediada por enzimas celulares28, esencialmente de la vía de 

reparación de unión terminal no homóloga (NHEJ), entre las que se incluyen protein-

cinasas dependientes de DNA (DNA-PKcs), las cinasas relacionadas ATM y ATR así 

como el heterodímero de unión a DNA Ku70/Ku8029.  

Env 

El producto del gen env es el polipéptido Env de 160 kDa (gp160) que es cortado por 

la proteasa celular furina en dos fragmentos gp41 y gp12030. La glicoproteína gp41 

contiene los dominios trans-membranales de env, y gp120 está localizada en la 

superficie de la membrana y se une por interacciones no covalentes a gp41. Las 

interacciones del virus con la molécula CD4 celular son mediadas por gp12031. 

Tat 

La proteína Tat está constituida por 72 ó 101 aminoácidos. Tat es esencial para la 

replicación de VIH, debido a que se une al RNA de VIH en la región del elemento de 

respuesta de trans-activación (TAR). La región del elemento de respuesta de trans-

activación (TAR) se encuentra localizada en la región 5´ terminal del genoma de VIH y 

es conocido como el elemento de respuesta de transactivación. La unión de Tat a del 
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elemento de respuesta de trans-activación (TAR), activa e incrementa 1000 veces la 

transcripción del LTR de VIH32. 

Rev 

Es una proteína de 13 kDa, que induce la transición de la fase temprana a la fase 

tardía de la expresión de genes de VIH33.  Rev se acumula en el núcleo y nucléolo de 

la células infectadas y se une a la zona del elemento de respuesta a Rev (RRE) o 

elemento de respuesta a Rev, que es una región de la estructura secundaria del RNA 

de VIH33. La unión de Rev al elemento de respuesta a Rev (RRE) facilita la 

exportación de RNA no procesado o parcialmente procesado del núcleo al citoplasma. 

Nef 

Nef es una proteína miristoilada de 27 kDa. Nef es la primera proteína viral que se 

acumula a niveles detectables después de la infección de la célula. Nef estimula la 

infectividad de los viriones y disminuye la expresión de CD4 en la membrana celular. 

Nef induce la disminución de la expresión de CD4 mediante el incremento de la 

endocitosis y la degradación lisosomal de CD434
. 

Vpr 

Es una proteína de 14 kDa que se encuentra constituida de 96 aminoácidos. Vpr es 

incorporada en las partículas virales, aproximadamente 100 copias de Vpr en cada 

virión. Vpr facilita la localización nuclear del complejo preintegración 35.  

Vpu 

Vpu es un polipéptido transmembranal de 16 kDa. Vpu se expresa a partir del RNA 

mensajero que también codifica a Env pero que es traducido a niveles menores que 
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Env. Las funciones de Vpu incluyen el incremento de la liberación de viriones, y la 

disminución de expresión de CD436. 

Vif 

Vif es un polipéptido de 23 kDa. Vif es esencial para la replicación de VIH en 

linfocitos, macrófagos y ciertas líneas celulares. Existen líneas celulares en las que no 

se requiere a Vif para la replicación de VIH, sugiriendo que estas células pueden 

expresar una proteína que puede complementar su actividad37. 
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1.3. Mecanismo de entrada de VIH a las células, tropismo celular y dinámica 
de replicación.  

 

El VIH entra en una célula cuando se fusionan la envoltura con la membrana de la 

célula blanco. La reacción de fusión es mediada por la glicoproteína de envoltura 

gp120, que tiene alta afinidad por la molécula CD4. CD4 es el receptor primario de 

VIH en la superficie celular y se encuentra presente en linfocitos, monocitos y 

macrófagos. Las células infectadas que expresan Env pueden fusionarse con células 

T CD4+, por un mecanismo similar a la fusión virus-célula, permitiendo la formación de 

células gigantes (sincicia)38.  

Existe la aceptación general de que el tropismo de un aislado de VIH depende de la 

capacidad de infectar uno de los dos principales grupos celulares permisivos, 

linfocitos T CD4+ o monocitos/ macrófagos. De esta forma, se han identificado tres 

tropismos celulares o fenotipos biológicos: a) linfotrópicos; b) macrofagotrópicos y c) 

duales. En general, los aislados linfotrópicos tienen la capacidad de infectar células T 

CD4+ y de inducir sincicia, pero tienen pobre capacidad de infectar macrófagos. Los 

aislados de VIH macrofagotrópicos infectan eficientemente a monocitos y macrófagos, 

pero tienen pobre capacidad de infectar células T. Los aislados de VIH duales tienen 

la capacidad de infectar eficientemente ambos grupos celulares38.  

El tropismo de VIH se explica tomando en cuenta dos consideraciones: a) la 

capacidad de unirse a alguna de las dos moléculas co-receptoras de la familia de los 

receptores de quimiocinas, CXCR4 y CCR5; y b) los patrones de expresión de estos 

co-receptores. La molécula CXCR4 se expresa principalmente en células T CD4+. La 

molécula CCR5 se expresa en monocitos y macrófagos. Los aislados de VIH con 

fenotipo dual pueden infectar a células que expresen cualquiera de los dos co-

receptores38. Sin embargo, este modelo no explica todos los tropismos observados. 
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Por ejemplo, se ha observado que las células T CD4+ pueden expresar ambos 

receptores (CXCR4 y CCR5), y que los individuos infectados por VIH sufren de una 

disminución de la población de células T CD4+ CCR5+39. Además, existen otros 

receptores de quimiocinas que pueden ser utilizados de forma alternativa por VIH 

entre los que se encuentran CCR2B, CCR3, CCR8, CCR9 y CX3CR138. La 

distribución de estos receptores es muy amplia y van desde monocitos, macrófagos, 

células T, células NK, células dendríticas, basófilos, eosinófilos, precursores 

hematopoiéticos, células de la microglia, neuronas y otros40.  Aunque es posible que 

estas células puedan ser infectadas, no todas estas infecciones son productivas. 

En etapas primarias de la infección existe un predominio de cepas macrófago-

trópicas. La aparición de cepas con tropismo por linfocitos en las etapas tardías de la 

infección se ha asociado a evolución de la enfermedad y aparición de síntomas 

relacionados a SIDA. Las células T CD4+ de memoria CCR5+ presentes en tejidos 

linfoides pueden ser infectados por cepas de VIH CCR5 y son causantes de la 

disminución de esta población al inicio de la infección41.  

1.3.1. Eventos de propagación de VIH en el individuo infectado 

 

Durante la transmisión sexual del Virus de la Inmunodeficiencia del Simio (SIV), el 

cruce de monocitos y macrófagos infectados a través de la mucosa vaginal permite la 

llegada del virus a los ganglios linfáticos42,43. En los estadios temprano e intermedio 

de la infección por VIH, se ha observado que la replicación ocurre 

predominantemente en células T CD4+ en el sitio de entrada y en los tejidos 

linfoides44,44. Una a dos semanas después de la infección comienza una producción 

masiva de viriones y en biopsias de tejidos linfoides y el tejido linfoide asociado a 
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intestino el 90% de las células infectadas son células T CD4+. En los estadios tardíos 

hay 10 a 100 veces menos células dendríticas que células T CD4+ infectadas.  

En la etapa de infección primaria, el VIH infecta células de Langerhans de mucosas y 

células dendríticas tisulares presentes en lámina propia subyacente a epitelio. VIH 

cruza las superficies mucosas y se disemina utilizando el sistema linfático43{575}. 

Posteriormente, el VIH infecta células T CD4+ de ganglios linfáticos adyacentes 

mediante la transferencia de virus de células dendríticas que están en contacto con 

células T CD4+44. En esta etapa, aproximadamente del 30-40% de las células T CD4+ 

totales se encuentran infectadas, y una vez infectadas, son eliminadas en los 

siguientes 4 días, acompañado de una evidente disminución de células T CD4+ de 

memoria45. Esto se ha descrito tanto en la infección aguda por el virus de la 

inmunodeficiencia del simio como en la infección por VIH. Se cree que la pérdida de 

las células T CD4+ de memoria pueda deberse a su infección masiva en mucosas45.  

Dentro de los primeros 4-11 días posteriores a la infección es posible detectar VIH al 

virus en plasma46 y aparecen los síntomas del síndrome retroviral agudo, con 

características muy similares a la infección por mononucleosis infecciosa47. Durante 

esta etapa primaria, los síntomas se resuelven y la carga viral tiende a disminuir como 

consecuencia del desarrollo de una respuesta inmunológica anti-VIH. Después de la 

infección, existe un rápido incremento en la viremia plasmática, con amplia 

diseminación del virus a los órganos linfoides y las partículas virales son atrapadas 

por las células dendríticas foliculares mediante complejos inmunológicos mediados 

por anticuerpos48. 
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1.3.2. Replicación de VIH y el efecto sobre la función y estructura de los 
ganglios linfáticos. 

 

Los ganglios linfáticos son sitios importantes de la replicación de VIH y de la 

respuesta inmunológica anti-VIH. En los ganglios linfáticos ocurre la producción, 

almacenaje y persistencia de VIH, donde se observa un alto número de células T 

CD4+ infectadas y altos niveles de carga viral desde etapas tempranas de la 

infección49. Los linfocitos en sangre periférica, constituyen sólo el 2% de los linfocitos 

totales, el 98% restante se encuentran distribuidos en el resto de cuerpo, la mayor 

parte de los cuales se encuentran en los tejidos linfoides50. En los ganglios linfáticos, 

las células T CD4+ son parcialmente susceptibles a la infección por VIH. Una porción 

de las células T CD4+ (30-55%) de los centros germinales expresan el antígeno de 

diferenciación CD57. En las etapas tempranas de la infección por VIH, CD57 se 

expresa casi exclusivamente en células CD4+ localizadas en las áreas foliculares, lo 

cual podría representar sitios importantes de replicación in vivo51. 

Después de su llegada a los ganglios linfáticos, los virus extracelulares son atrapados 

en la superficie de las células dendríticas foliculares mediante la formación de 

complejos antígeno-anticuerpo, dentro de los centros germinales de los ganglios 

linfáticos. Los centros germinales son sitios de recirculación de células T CD4+, y 

durante la infección por VIH, las poblaciones de células T CD4+ se exponen a los 

virus infecciosos extracelulares. Las células T CD4+ presentes en los ganglios 

linfáticos son infectadas y comienza a producir partículas virales, como se ha 

mostrado en el hecho de que la mayoría de las células VIH-RNA positivas se 

encuentran en los centros germinales51. El DNA de VIH integrado (células infectadas 

productivas), se encuentra en las células T CD4+ del manto folicular y la para-

corteza52. Las células productivamente infectadas in vivo contienen entre 50 y 100 
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copias de RNA de VIH por célula mientras que las infecciones in vitro contienen 1,100 

copias por célula. Los máximos in vivo son de ∼200 copias de RNA de VIH por 

células, mientras que los máximos in vitro son de ∼4000 copias de RNA de VIH por 

célula42, lo que indica que los modelos experimentales difieren de lo que ocurre in 

vivo. 

Los constantes ciclos de replicación viral y activación crónica parecen ser la causa de 

los cambios patológicos en la arquitectura de los ganglios linfáticos. Conforme la 

infección progresa, la población de células T CD4+ de ganglios linfáticos disminuye, 

con eventual pérdida de todas las estructuras anatómicas reconocibles52. Estos 

órganos deberán preservar su integridad estructural para asegurar una apropiada 

función de los mecanismos homeostáticos que mantienen el pool de células T CD4+ 

vírgenes, las interacciones entre las células T y las células presentadoras de 

antígeno, y las señales de citocinas deberán alcanzar sus células blanco tanto es su 

microambiente como en otros microambientes dentro de los ganglios linfáticos. En 

muchos estudios se ha mostrado que la homeostasis de células T CD4+ es aún más 

dependiente de la preservación de la estructura de los ganglios linfáticos, que de la 

presencia de células T CD8+41. En las etapas tardías de la infección se observan 

mayores áreas de depósito de colágeno formando grandes áreas de fibrosis, que 

correlaciona inversamente con los niveles de células T CD4+ vírgenes53.  

Muchas de las células T en los ganglios linfáticos inflamados son células T CD8+ 

citotóxicas que se destruyen las células que expresan proteínas de VIH. Las células T 

CD8+ han mostrado sus efectos benéficos y son consideradas el mayor mecanismo 

de control de la replicación por VIH. Existe una relación temporal entre la aparición de 

células T CD8+ específicas de VIH y la reducción primaria de la carga viral, por lo que 

se ha sugerido un rol protector debido a la actividad y persistencia de células T CD8+ 

específicas de VIH en individuos no progresores a largo plazo41. 
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Existe una alta presencia de células T CD8+ en ganglios linfáticos, y la mayor parte de 

ellos son células de memoria activadas CD45RO+, apoyando la hipótesis de que 

grandes cantidades de células T CD8+ citotóxicas pueden contribuir a la 

linfadenopatía. Espersen et al.54 han mostrado que grandes cantidades de células T 

CD8+ expresan Ki-67 y granzima B en los nódulos linfoides podrían ser el centro de la 

respuesta anti-VIH mediada por células T CD8+. Sin embargo, la tendencia a 

mantener altas respuestas de células T CD8+ citotóxicas conforme progresa la 

enfermedad no parece apoyar esta teoría, pero con bajas cantidades de células T 

CD8+ expresando Ki67 y granzima B. 

La activación inicial de células CD8 vírgenes ocurre en la zona de células T de los 

ganglios linfáticos donde encuentran a las células dendríticas que expresan péptidos 

antigénicos que se ajustan a su receptor de antígenos55. Las células T CD8+ están 

equipadas con moléculas de adhesión como L-selectina y CCR7. Sin embargo la 

activación disminuye la expresión de L-selectina e incrementa la expresión de 

moléculas de adhesión como β1 y β2 integrinas, requeridas para la permanencia en 

los tejidos periféricos. Por esto, los marcadores de migración de ganglios linfáticos a 

tejidos periféricos son una característica de células T activadas. 
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1.4. Historia natural de la infección por VIH 

1.4.1. Características clínicas iniciales de la infección por VIH 

 

Dentro de los primero 4-11 días posteriores a la infección es posible detectar VIH al 

virus en plasma46 y aparecen los síntomas del síndrome retroviral agudo, que tiene 

características clínicas muy similares a la infección por mononucleosis infecciosa47. 

Durante esta etapa primaria, los síntomas se resuelven sin necesidad de intervención 

con medicamentos y la carga viral de VIH tiende a disminuir. El periodo de ventana es 

conocido como el tiempo que ocurre entre la infección inicial y la aparición de 

anticuerpos detectables métodos de laboratorio estándar. El síndrome retroviral 

agudo, se presenta entre los primeros días y semanas posteriores a la infección por 

VIH43,47. Los síntomas comunes son fiebre, fatiga, linfadenopatía, dolor de cabeza y 

erupciones, pero se han descrito sudoraciones nocturnas, dolor articular y Candida en 

mucosas47,56. La disminución tanto del número, como en la función de las células T 

CD4+ durante la infección primaria, permite el desarrollo de infecciones oportunistas57. 

 

1.4.2. Diagnóstico de la infección por VIH en las etapas tempranas 

 

El diagnóstico de la infección por VIH durante la infección aguda debe basarse en la 

alta sospecha clínica y en pruebas de laboratorio con alta sensibilidad y alta  

especificidad, debido a que la determinación de anticuerpos anti-VIH séricos puede 

ser negativo durante varias semanas58. Durante el periodo de infección aguda existe 

una replicación viral activa que puede ser detectada por métodos de biología 

molecular, con los cuales se detectan los millones de viriones (copias de RNA-

VIH/mL) presentes en el plasma59. Sin embargo, los altos niveles de carga viral no 
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son permanentes, sino que disminuyen hasta niveles indectables, como resultado del 

desarrollo de la respuesta inmunológica contra el virus46,60,61. Las pruebas inmuno-

enzimáticas de tercera generación (ELISA), son capaces de detectar anticuerpos 

entre 3 y 4 semanas después de la infección62.  

De acuerdo a los criterios del CDC (Centro para el Control y Prevención de 

Enfermedades, Atlanta, EU), y la OMS (Organización Mundial de la Salud), el 

diagnóstico de SIDA puede basarse en alguna de las siguientes 2 condiciones: a) el 

diagnóstico de una de las condiciones clínicas que definen al SIDA en un individuo 

con infección por VIH (Categoría C); o b) cuenta de células T CD4+ menores a 200 

células/µL63,64. Las categorías clínicas de la infección por VIH del Centro para el 

Control y Prevención de Enfermedades (CDC) están basadas en la cuenta de células 

T CD4+ más baja y exacta, que no necesariamente es la más reciente  (Anexo 1)63: a) 

Categoría 1: > 500 céls/µL; b) Categoría 2: 200-499 céls/µL; y c) Categoría 3 (SIDA): 

< 200 céls/µL. 

 

1.4.3. Etapas clínicas de la infección por VIH y diagnóstico del Síndrome de 
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)  

 

La infección por VIH es crónica y progresiva. El daño que el VIH ejerce sobre el 

sistema inmunológico permite que una persona infectada sea vulnerable a una 

variedad de infecciones oportunistas y condiciones clínicas que pueden ocasionar la 

muerte de la persona. El grado de daño ejercido por VIH sobre el sistema 

inmunológico, puede ser observado mediante la medición de células T CD4+ 

circulantes. Si la cuenta absoluta de células T CD4+ circulantes (células/µL) es menor 

a los valores normales, habla de un deterioro del sistema inmunológico, así como del 
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incremento de la probabilidad de adquirir infecciones oportunistas. La distinción entre 

“infección por VIH” y “SIDA” es importante porque tiene implicaciones clínicas y 

pronósticas. 

En etapas avanzadas de la infección por VIH se presentan manifestaciones clínicas 

que definen al SIDA (síndrome de inmunodeficiencia adquirida)1,65. El tiempo de 

supervivencia de individuo infectado por VIH depende de los eventos asociados al 

desarrollo de SIDA. Tenemos que considerar que el tiempo supervivencia después 

del desarrollo de SIDA varía con respecto a la edad del individuo, el número de 

células T CD4+ circulantes y la enfermedad desarrollada. Un estudio muestra que si 

un individuo desarrolla sólo una condición que define al SIDA (Anexo 1, categoría C), 

el tiempo de supervivencia es de 3 a 51 meses, mientras que si se desarrollan 2 

condiciones, la supervivencia disminuye a la mitad66. El tiempo de supervivencia de 

los pacientes con SIDA y afectaciones neurológicas son cortos, entre 3 y 9 meses66. 

La media de supervivencia después del diagnóstico de SIDA en Estados Unidos, 

hasta antes del inicio de antirretrovirales era de 10 a 12 meses. Con el inicio del uso 

de medicamentos antirretrovirales en los pacientes con VIH/SIDA se ha observado 

una disminución significativa de la mortalidad y morbilidad67 como consecuencia de 

una mejoría del sistema inmunológica y una disminución de la presencia de 

infecciones oportunistas68.  

 

1.4.4. Tiempo de evolución de la infección por VIH  

 

La evolución de la la infección por VIH se inicia con el contacto del virus o células 

infectadas con células del individuo susceptible. VIH entra en la célula y comienza su 

ciclo de replicación produciendo virus. El transporte de viriones al organismo puede 
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darse a través de la linfa y posteriormente a la sangre. En las primeras 2-3 semanas 

es posible detectar el VIH en plasma y una pérdida de células T CD4+.  Después del 

periodo de infección aguda, se establece en aproximadamente 9 meses, un punto de 

equilibrio entre la producción de virus, el desarrollo de respuestas inmunológicas y el 

número de células T CD4+. Durante este periodo se presentan muy pocas o incluso 

ninguna manifestación clínica de la infección por VIH69,70 (Fig. 3). El tiempo que pasa 

entre la infección inicial por VIH y el desarrollo de los síntomas de SIDA (síndrome de 

inmunodeficiencia adquirida) varía entre los individuos infectados por VIH. El tiempo 

promedio de evolución a SIDA es de 10 años. Existen evoluciones rápidas, en las que 

en 5 años se desarrolla SIDA, pero también se han descrito evoluciones lentas en que 

hay individuos con más de 10 años, con cuentas de células T CD4+ muy estables y 

sin síntomas clínicos de SIDA70. En la mayoría de los pacientes con más de 10 años 

de evolución de la enfermedad se observa alta replicación viral y disminución del 

número de células T CD4+ 71. En los pacientes con evoluciones promedio 

asintomáticos se observa una pérdida promedio de 50-90 células T CD4+/µL por 

año72. La ausencia de tratamiento antirretroviral causará la muerte de una persona 

infectada por VIH en 10 años como promedio. 

Existen reportes de evolución rápida de la infección por VIH en niños infectados por 

transfusión sanguínea, aunque es raro que ocurra una evolución rápida en los 

primeros 2 años de infección73. Después del periodo de infección aguda, los niveles 

indetectables de carga viral en sangre periférica se han asociado con niveles estables 

de células T CD4+, y los incrementos en carga viral plasmática se asocian con 

disminución en el número de células T CD4+ 74. 
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Fig. 3. Diagrama del curso de la infección por VIH. 

Esta figura ilustra la relación entre la carga viral de VIH (línea roja), y la cuenta 

de células T CD4+ (línea azul), con respecto al tiempo en un curso promedio de 

la infección no tratada por VIH. Virus R5, con tropismo por células que expresan 

el co-receptor CCR5. Virus X4, con tropismo por células que expresan el co-

receptor CXCR4 (Modificado de 75). 

 

La infección de un individuo por el VIH, así como el tiempo evolución a SIDA, 

depende de varios factores: 

 

a) Factores del huésped: 

En el caso de la infección por VIH se ha descrito que la presencia de ciertos alelos de 

HLA favorece el control de la replicación por VIH durante la etapa de infección aguda 

e incluso durante la presencia de síntomas, a diferencia de aquellos individuos que 

carecen de este alelo76. Como contraparte aquellos virus con proteínas que no son 

reconocidos por células T CD8+ son capaces de replicar y son la fuente de altos 

niveles carga viral plasmática77. Las respuestas de células T CD8+ en individuos HLA-
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A2 capaces de controlar la infección primaria, se pierden por la aparición de virus 

mutantes78. Algunos genes del complejo mayor de histocompatibilidad como el HLA-

A*6802 y HLA-B18 se han asociados a la susceptibilidad de adquirir VIH79, a 

diferencia de presencia de IgA en mucosa vaginal80 y de la mutación homocigota 

CCR5∆32 del co-receptor de VIH81, que se han asociado a una baja susceptibilidad 

de adquirir la infección por VIH. La presencia de los genes de HLA-B3582 y HLA-

Cw483 en individuos con infección por VIH, se ha asociado a una rápida evolución a 

SIDA, mientras que los genes HLA-B27, HLA-B63 HLA-B57 se han asociado a una 

evolución lenta84-86.  

 

b) Factores virológicos: 

El tropismo de VIH es mediado por el uso los co-receptores CXCR4 y CCR587. El 

predominio del cepas con tropismo por células T se ha asociado a una rápida 

disminución del número de células T CD4+, y por lo tanto, con una rápida evolución a 

SIDA88. Por otro lado, se han descrito pacientes en quienes la presencia de 

mutaciones o supresión de regiones en el gen nef de VIH se han asociado con bajos 

niveles de carga viral y con lenta evolución a SIDA89,90. 
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1.5. Respuestas inmunológicas anti-VIH 

 

La infección por VIH se caracteriza por el desarrollo de dos tipos respuestas 

inmunológicas: a) respuestas específicas y b) respuestas inespecíficas. En ambos 

casos el VIH condiciona su desarrollo, pero sólo las respuestas específicas son 

capaces de reconocer proteínas de VIH, mientras que las respuestas inespecíficas 

están enfocadas a la producción de citocinas u otras proteínas que pueden tener 

efecto sobre VIH, pero también sobre otros virus. 

Como parte de las respuestas específicas, se encuentran la producción de 

anticuerpos y el desarrollo de células T CD8+ citolíticas. Los anticuerpos son capaces 

de reconocer secuencias cortas de 8-15 aminoácidos de VIH. Los anticuerpos son 

desarrollados por el procesamiento de péptidos de VIH por los linfocitos B. La 

producción de anticuerpos tiene poca relevancia para el control de la infección por 

VIH, pero son de gran utilidad para el diagnóstico de la infección. En cambio, las 

células citolíticas reconocen secuencias de péptidos unidos a moléculas de HLA en la 

superficie de células presentadoras de antígenos. Las células T CD8+ son capaces de 

proliferar, controlar la replicación de VIH91 y de tener efectos citolíticos sobre las 

células infectadas con VIH92. En modelos con simios infectados por virus de la 

inmunodeficiencia del simio (SIV), se ha mostrado claramente que si se eliminan las 

células T CD8+, existe un rápido incremento en los niveles de carga viral93. Cuando se 

incrementan los niveles de células CD8+ específicas del virus de la inmunodeficiencia 

del simio (SIV), los niveles plasmáticos del virus de la inmunodeficiencia del simio 

(SIV) disminuyen93. Las células T CD8+ que reconocen secuencias de VIH unidas a 

moléculas de HLA en la superficie otras células, liberan gránulos que contienen 

enzimas citolíticas. Las células infectadas con VIH que expresan proteínas de VIH en 
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su superficie, son destruidas por estos gránulos citolíticos. Sin embargo, la capacidad 

de reconocimiento de las células infectadas por las células T CD8+ citolíticas depende 

de los niveles antigénicos. La dependencia de las células T CD8+ por los niveles 

antigénicos de VIH se ha mostrado claramente en pacientes que inician tratamiento 

antirretroviral, en quienes se observa una disminución del número de células T CD8+ 

citolíticas en correlación con la disminución de los niveles plasmáticos de VIH.  

Dentro de las respuestas inespecíficas, se encuentra capacidad de las células T CD8+ 

de producir factores solubles que inhiben la replicación de VIH, mediante dos 

mecanismos descritos:  

a) La producción de β-quimiocinas. Como se mencionó en la sección 1.3, el VIH 

tiene dos co-receptores además de la molécula CD4, que son las moléculas 

CCR5 y CXCR4. La molécula CXCR4 es receptor de α-quimiocinas, y las β-

quimiocinas se unen al receptor CCR5. Durante la infección por VIH, las 

quimiocinas bloquean la unión de VIH a los receptores. Sólo las β-quimiocinas 

son capaces de inhibir la infección de las células por el VIH que utiliza 

exclusivamente el receptor CCR5, debido a que existen virus duales o que utilizan 

otros receptores como CCR1 o CCR394,95. Las β-quimiocinas conocidas de 

bloquear la entrada de VIH a las células son MIP-1β, MIP-1α y RANTES. Algunas 

quimiocinas como se unen al receptor CXCR4, pero su participación en el 

bloqueo de entrada de VIH a la célula es mucho menor38. El mecanismo de 

bloqueo de entrada es de tal relevancia que se han desarrollado medicamentos 

que bloquean este mecanismo96-98. 

b) La actividad la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ (del inglés CD8 

non-cytotoxic anti-HIV response), como se verá en la sección 1.5.4, inhibe la 

replicación de VIH mediante la producción de factores solubles que inhiben la 
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transcripción de genes de VIH, esencialmente a nivel de región LTR presente en 

genoma de los retrovirus. Su principal efecto in vitro es la inhibición de la 

replicación, mostrando baja o nula producción viral de las células infectadas en 

presencia de células T CD8+ de pacientes con VIH. 

Estos dos mecanismos, correlacionan con la condición clínica del paciente, es decir, 

se observa baja actividad en las etapas avanzadas de la infección por VIH, y se 

desarrollan por efecto de la infección por VIH y otros retrovirus. Los dos tipos de 

respuestas de las células T CD8+, tanto las específicas como las inhibitorias, son 

dependientes de la función general del sistema inmunológico, razón por la cual 

pierden la capacidad controlar la infección por VIH en etapas avanzadas de la 

infección.  

 

1.5.1. Respuestas de anticuerpos anti-VIH 

 

Las respuestas inmunológicas mediadas por anticuerpos tienen mucha importancia 

para el control en las infecciones virales. Existen 3 anticuerpos que han mostrado 

tener actividad antiviral: IgG, IgM e IgA. Estos anticuerpos pueden neutralizar la 

infectividad viral de muchos de los virus conocidos99. Ejemplos claros de esta 

neutralización son las vacunas desarrolladas para el virus de la influenza100,101 o la 

rabia102. Otro ejemplo es la presencia de anticuerpos neutralizantes en infección por 

virus de la hepatitis C103, los cuales se desarrollan después de establecida la 

infección. Los anticuerpos pueden bloquear la infección de una célula mediante tres 

mecanismos: a) bloqueo de la unión del virus a la célula; b) bloqueo de la entrada del 

virus en la célula; c) impidiendo su separación dentro de la célula. Los anticuerpos 

que pueden unirse a proteínas de la superficie de los virus, por lo cual neutralizan o 
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bloquean inmediatamente su interacción con las células. El mecanismo de 

neutralización viral involucra la unión del anticuerpo a las proteínas del virus, lo que 

en muchas ocasiones altera el receptor viral de la célula blanco99. 

En el caso de VIH, los anticuerpos dirigidos a proteínas de VIH tienen muy poca 

actividad neutralizante. Existen anticuerpos neutralizantes que tienen especificidad a 

aislados virales primarios de VIH104, así como anticuerpos dirigidos a restos virales105. 

Los anticuerpos neutralizantes dirigidos a proteínas de VIH reconocen una de las tres 

distintas regiones de las proteínas de la envoltura de VIH: a) la tercer asa de la región 

hipervariable (V3) de las glicoproteina de envoltura gp120; b) los sitios de unión a la 

molécula CD4; y c) la proteína transmembranal gp41106.  

La replicación de VIH es muy activa en los primeros días de infección, pero los 

primeros anticuerpos no aparecen hasta varios días después, por lo que su 

efectividad en las etapas iniciales es muy limitada. De hecho, experimentos con 

monos en quienes se les han eliminado las células B, mediante la administración de 

anticuerpos anti-CD20, se retrasa significativamente la aparición de anticuerpos 

neutralizantes, pero no se altera la dinámica de eliminación viral107. En experimentos 

en donde los macacos son vacunados con el virus quimérico SHIV89.6PD y 

posteriormente infectados con SIVmac239, se ha observado que aunque es importante 

el desarrollo de anticuerpos neutralizantes dirigidos a la cepa vacunal, no tienen 

importancia en el control de la replicación de la cepa infectiva, y los niveles de 

anticuerpos neutralizantes disminuyen después de la administración de anticuerpos 

anti-CD20 a los macacos108.  
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1.5.2. Funciones de las células T CD8+ citotóxicas 

 

Las células T CD8+ son esenciales para el control de las infecciones virales109,110. Es 

claro que las células T CD8+ citotóxicas son capaces de controlar a VIH60,61,92.  El 

reconocimiento de los antígenos de VIH depende de la capacidad de unión del 

antígeno a la molécula del complejo mayor de histocompatibilidad en la células 

presentadora de antígeno y del reconocimiento del complejo antígeno-HLA por el 

receptor de células T CD8+ (TCR)111.  

Las células T CD8+ de pacientes con infección por VIH reconocen a los antígenos 

Gag, Pol y Env, Nef y Tat en las primeras 3 semanas de infección61,92, aunque estas 

células pierden muy tempranamente su capacidad de proliferar conforme los niveles 

de carga viral se incrementan112. Las respuestas de las células T CD8+ citotóxicas 

más intensas en la respuesta primaria a la infección por VIH están dirigidas hacia 

epítopos de Nef, Gag y Pol, aunque se han mostrado en menor grado respuestas 

hacia Env, Vif, Rev, Vpr, Tat y Vpu113,113.  

El número de clonas de células T CD8+ específicas de VIH desarrolladas, así como 

en el grado de expansión de estas clonas correlacionan positivamente con el grado 

de control de la replicación de VIH y correlacionan inversamente con el grado de 

evolución de la enfermedad60,61,92. Un problema observado es que existe un gran 

número de células T CD8+ específicas de VIH en los pacientes con rápida evolución 

de la enfermedad y que presentan altos niveles plasmáticos de VIH114. Por otro lado, 

la incapacidad de reconocer ciertos péptidos de VIH, permite la replicación de las 

cepas no reconocidas por las células T CD8+ específicas de VIH115-118. La presencia 

de virus con mutaciones en ciertos epítopes está relacionado a la disminución de la 

afinidad del complejo mayor de histocompatibilidad por el epítope, lo que disminuye la 

capacidad de respuesta de las células T CD8+ citotóxicas119.  
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Cuando se inicia el reconocimiento de antígenos en la etapa inicial de la infección, 

existe una alta replicación de VIH, lo que se refleja con altos niveles de viremia 

plasmática. Las células T CD8+ proliferan después del reconocimiento de antígenos 

de VIH, aunque su capacidad de proliferación es limitada en etapas tempranas de la 

infección120,121. La posterior disminución de los niveles plasmáticos de carga viral 

correlaciona con el desarrollo y expansión de células T CD8+ capaces de reconocer 

antígenos de VIH60,92. El control de la replicación de VIH mediado por células T CD8+ 

específicas depende tanto de la capacidad de reconocer antígenos, del número de 

antígenos reconocidos, como del número de células que proliferaron después del 

reconocimiento122,123. Después de que las células T CD8+ reconocen un antígeno, 

rápidamente pueden entrar a ciclos de más de 15 divisiones para producir más de 

10,000 células dentro de los primeros 7 días, con ciclos de 4-8 horas111.  

Después del reconocimiento y expansión, las células T CD8+ pueden tener funciones 

efectoras actividades citotóxicas muy potentes, y pueden entrar a cualquier tejido y 

destruir sus blancos111. Las células T CD8+ que reconocen antígenos de VIH son 

capaces de producir citocinas e interferón, proteínas relacionadas con la función 

citotóxica como granzima54, y liberarlos en gránulos citotóxicos122. Los niveles de 

perforinas en las células de CD8+ en tejidos linfoides, se ven disminuidos desde las 

etapas de infección aguda124, y en etapas crónicas, la perforina deja de expresarse en 

tejidos linfoides125,126. Los pacientes con bajo número de células T CD4+ tienen baja 

producción de IFNγ por células T CD8+ que se relaciona con altos niveles de carga 

viral127. Algunas de las células T CD8+ expandidas por la exposición a antígenos, 

deben persistir y ser capaces de manejar reencuentros con los mismos patógenos, es 

decir establecer memoria inmunológica. A posteriores encuentros con el antígeno, las 

células T CD8+ pueden reaparecer en sitios de infección crónica o latente, o por la 

presencia de nuevas infecciones111.  
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1.5.3. Respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+  

 

Las células T CD8+ de pacientes con infección por VIH, tienen la capacidad de 

producir dos tipos de factores solubles que tienen la capacidad de inhibir la 

replicación de VIH:  

a) Las β-quimiocinas. Como se mencionó en la sección 1.3, además de la molécula 

CD4 el VIH tiene dos co-receptores que son las moléculas CCR5 y CXCR4. El 

receptor de las β-quimiocinas es CCR5. Durante la infección por VIH, las β-

quimiocinas por las células T CD8+ bloquean la infección de las células mediante 

la unión al receptor CCR538.  

b) La respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+, que es mediada por 

factores solubles que inhiben la transcripción de genes virales a nivel de región 

LTR presente en los retrovirus. Las principales características de la respuesta 

anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ es que inhibe todas las cepas de VIH y 

otros retrovirus, no se requiere el contacto célula-célula como en la respuesta 

específica de células T CD8+, y estímulos externos pueden inducir su producción, 

como la interleucina-2. 

A diferencia del bloqueo de la entrada del VIH a la célula mediada por β-quimiocinas 

producidas por las células T CD8+, la inhibición de la replicación de VIH por células T 

CD8+ mediante la inhibición de la transcripción es conocida como respuesta anti-VIH 

no citotóxica de células T CD8+.  

La respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ inhibe la replicación de VIH 

tanto en células infectadas in vitro como en células de paciente infectadas 

naturalmente128, pero no impide la entrada del VIH a la célula. La respuesta anti-VIH 

no citotóxica de células T CD8+ se describió inicialmente en 1986 en pacientes con 
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anticuerpos anti-VIH en quienes no era posible aislar el virus en cultivo120. A 

diferencia de la respuesta específica, estos factores solubles fueron descritos128 en 

cultivos en los que se utilizaron membranas semipermeables, colocando en una 

cámara las células T CD4+ infectadas y en la otra a las células T CD8+ en los que se 

observó que VIH no replicaba, a diferencia de los cultivos sin células T CD8+, donde 

VIH replicaba fácilmente. En cultivos de células T CD4+ infectadas con VIH, la adición 

de células T CD8+ resultan en una inhibición dosis dependiente129. El mecanismo de 

inhibición de VIH por la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ no está 

relacionado a la actividad citotóxica, como muestran los ensayos con membranas128 y 

los ensayos de infección aguda de células T CD4+ 130. Cuando se ha buscado 

determinar la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ específicas, no ha 

podido ser detectada131. Otras características es que la respuesta anti-VIH no 

citotóxica de células T CD8+ no afecta los procesos de proliferación de las células T 

CD4+ y no afecta la expresión de marcadores CD38+, la expresión de la proteína HLA-

DR+ y CD25+ en las células infectadas por VIH. Adicionalmente, se ha descrito que 

las células con la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+, muestran un 

fenotipo de células activadas132. La respuesta anti-VIH no citotóxica de células T 

CD8+ se ha observado no sólo en humanos, sino en ensayos in vitro con células de 

chimpancés y macacos infectados con el virus de la inmunodeficiencia del simio 

(SIV)133,134 y en células T CD8+ de gatos infectados con el virus de la 

inmunodeficiencia felina135. Es posible que la respuesta anti-VIH no citotóxica de 

células T CD8+ sea el resultado de la expresión de una o varias proteínas producidas 

por células T CD8+ y que por sus características podría tratarse de alguna citocina o 

citocinas. Sin embargo, cuando se ha buscado relacionar la respuesta anti-VIH no 

citotóxica de células T CD8+ con alguna citocina, no ha podido establecerse relación 

alguna entre ellas136 (Tabla 1).   
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Inicialmente se pensaba que las β-quimiocinas producidas por las células T CD8+ 

eran las responsables de controlar la replicación de VIH in vitro95. Sin embargo, 

cuando se buscaron los mecanismos por los cuales ocurre esta inhibición, se mostró 

que aunque las β-quimiocinas bloqueaban la entrada de VIH a la célula, son 

incapaces de inhibir la replicación en células infectadas. Esto es debido a que las β-

quimiocinas interfieren con el uso del co-receptor CCR5, pero no tiene efecto sobre 

inhibición de la transcripción de VIH137. En un estudio en el que emplearon líneas 

celulares de monocitos/macrófagos, las β−quimiocinas no mostraron inhibición de la 

replicación, a diferencia de las células T CD8+, que lograron inhibir la replicación de 

VIH94. Por estas razones, el efecto de las β-quimiocinas no son consideradas dentro 

de la actividad anti-VIH no citotóxica.  

También se ha tratado de relacionar a las α-defensinas 1, 2 y 3 con la respuesta anti-

VIH no citotóxica de células T CD8+138. Las α-defensinas son asociadas clásicamente 

a las actividades antimicrobianas de los neutrófilos. Trabajos posteriores han 

mostraron que las células T CD8+ con respuesta anti-VIH no citotóxica de células T 

CD8+ no expresan α-defensinas139, y ante las nuevas evidencias se han dejado de 

considerar como parte de la respuesta anti-VIH no citotóxica140. 

La búsqueda de la identidad de respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ ha 

ido en tantos sentidos que se ha postulado incluso que la supresión mediada por 

células T CD8+ es por medio de la antitrombina III bovina modificada141. Lo cierto que 

muchas proteínas pueden tener actividad anti-VIH, entre ellas las β-quimiocinas y las 

α-defensinas, pero ninguna de ellas hasta el momento, reúne las características 

descritas para la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ (Tabla 1). Existe 

la posibilidad de que la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ no ha sido 

identificada por las condiciones en que se han conducido los experimentos, pero 
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también es posible que la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ sea en 

realidad el conjunto de una serie de respuestas que permite la inhibición de la 

replicación de VIH.  

Las células de CD8 de los pacientes asintomáticos y los individuos no-progresores a 

largo plazo, con más de 10 años de infección, sin síntomas clínicos de SIDA, tienen 

altos niveles de actividad antiviral. En algunos casos, se requiere de sólo una célula T 

CD8+ para inhibir la replicación de VIH en 20 células T CD4+ infectadas142. En 

contraste, pacientes en etapas tardías de la enfermedad y con síntomas clínicos de 

SIDA, requieren de 4 ó 8 células T CD8+ para inhibir la replicación de una células T 

CD4+ infectada143,144. Por esta razón, la intensidad respuesta anti-VIH no citotóxica de 

células T CD8+ parece estar relacionada con las características clínicas del individuo. 

La respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ en individuos no-progresores a 

largo plazo es más intensa en células T CD8+ de tejidos linfoides, que en células de 

sangre periférica, a diferencia de los pacientes que han progresado a SIDA en 

quienes existe una marcada reducción de la respuesta anti-VIH no citotóxica de 

células T CD8+ en células T CD8+ de ganglios linfáticos, aunque en este estudio, el 

número de individuos estudiados es muy pequeño145. 
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Tabla 1. Resumen de características de la respuesta anti-VIH no citotóxica de 
células T CD8+. 
Modificado de  146,147  
 

� Observada exclusivamente en células T CD8+.  

� Observada en células T CD8+ de tejidos linfoides y sangre periférica.  

� Efecto dosis dependiente. 

� No involucra muerte de la célula infectada. 

� No requiere compatibilidad de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad. 

� Expresada en células T CD8+, HLA-DR+, CD28+. 

� Correlaciona con los estadios clínicos de la enfermedad. 

� Inhibe la replicación de VIH a niveles de transcripción. 

� Suprime la replicación de VIH-1, VIH-2, virus de la inmunodeficiencia del simio (SIV) y el 

virus de la inmunodeficiencia felina. 

� Mediado (al menos en parte) por un factor soluble. 

� No se encuentra en los gránulos citotóxicos de las células T CD8+. 

� No está asociada a las siguientes citocinas probadas: 

o Interleucinas 1 a 13, 15, IL-16. 

o Interferones α, β y γ. 

o Factor de necrosis tumoral (TNF) α, β. 

o Factor estimulante de colonias de granulocitos/macrófagos (GM-CSF). 

o Factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF). 

o Factor de crecimiento transformante (TGF) β1. 

o RANTES, Proteína regulada sobre activación, expresada en células T normales y 

secretada. 

o Proteína inflamatoria de macrófagos (MIP)-1α, -1β. 

o Proteína quimio-atrayente de monocitos (MCP)-1 y -3. 

o GRO α, β, onco-gen regulador de crecimiento. 

o Factor inhibitorio de leucemia (LIF) 

o Linfotactina. 

o Proteína inducible por interferon 10 (IP-10) 
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El efecto más relevante de la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ es la 

inhibición de replicación de VIH120 mediante la inhibición de la transcripción de genes 

de VIH148 en comparación con cultivos controles sin células T CD8+ 149-151. En 

modelos in vitro utilizando genes reporteros, se observa que la inhibición de la 

transcripción de genes ocurre en regiones LTR del genoma retroviral152. La unión de 

NFAT-1 al LTR de VIH es inhibida en presencia de sobrenadantes de cultivos de 

células T CD8+ 153. 

La inhibición de la transcripción mediada por células T CD8+ origina que disminuyan 

los niveles de transcriptasa reversa y los niveles de antígeno p24 de VIH en 

sobrenadantes de cultivo. Los procesos de inhibición ocurren dentro de las 24 horas 

después de la entrada del virus, pero posteriores a la entrada, transcripción reversa e 

integración de VIH a la célula154.  

Las células T CD8+ de pacientes con VIH tienen la capacidad de inhibir la replicación 

de VIH ante estímulos de activación externos, efecto que no ocurre con las células T 

CD8+ de individuos sin VIH. Una vez que un paciente tiene infección por VIH, las 

células T CD8+ pueden ser inducidas a generar respuesta anti-VIH no citotóxica, por 

medio de interleucina 2 o activadores policlonales como la fitohemaglutinina. Las 

células T CD4+ son capaces de estimular a las células T CD8+ facilitando la respuesta 

de las células T CD8+, mediante la producción de citocinas como la interleucina 2 (IL-

2). La calidad de respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ parece estar más 

asociado al estado inmunológico de los pacientes infectados por VIH como lo 

muestran los estudios en los que se relaciona la condición clínica. Conforme la 

infección por VIH va progresando a SIDA, la respuesta anti-VIH no citotóxica de 

células T CD8+ va disminuyendo, y en pacientes con largo control de la replicación de 

VIH, es alta la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+.  
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1.5.4. Estructura y función normal del ganglio linfático 

 

Los órganos linfoides secundarios son tejidos que se encargan de capturar y 

concentrar eficientemente antígenos extraños e iniciar la respuesta inmunológica 

adaptativa. Estos órganos especializados incluyen a los ganglios o nódulos linfáticos, 

el bazo y tejidos linfoides asociados a mucosas entre los que se encuentran las 

placas de Peyer, amígdalas, y tejidos linfoides asociados a bronquios155. En conjunto 

estos órganos conforman una compleja red que mantiene la interacción entre las 

células presentadoras de antígenos y linfocitos específicos de antígenos, resultando 

en una estimulación de la inmunidad protectora. Los ganglios linfáticos se encuentran 

localizados a través del cuerpo, permitiéndoles la captura de antígenos para el 

reconocimiento155. 

Los ganglios linfáticos tienen varias funciones importantes, que van desde la retener 

de linfocitos vírgenes de la sangre, recolectar antígenos y células dendríticas de 

tejidos periféricos, proveer el ambiente para el desarrollo de la tolerancia antígeno-

específica, llevar a cabo respuestas efectoras primarias y secundarias, modular las 

características de retención de células T de memoria y efectoras, dirigiéndolas a 

tejidos que contienen sus antígenos cognados, y proveer un sitio para el desarrollo de 

las células de memoria central156. 

Los ganglios linfáticos están constituidos por una cápsula fibrosa y un seno sub-

capsular rodeando el contenido celular. El nódulo linfoide puede ser divido en tres 

regiones: corteza, paracorteza y médula155 (Fig. 4a). La corteza contiene discretos 

nódulos compuestos de células B y células dendríticas foliculares (CDFs) llamados 

folículos primarios. Después de la estimulación por el antígeno las células B entran en 

intensa proliferación, dando lugar a la formación de los folículos secundarios llamados 

centros germinales. Dentro de la corteza se encuentra la para-corteza compuesta de 
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células T y células dendríticas. La médula consta de tejido linfático llamado cordones 

medulares, los cuales se encuentran separados por espacios llenos de linfa llamados 

senos medulares. La vasculatura del nódulo linfático incluye vénulas endoteliales 

altas y vasos linfáticos. Las células T y B entran al nódulo linfático mediante las 

vénulas endoteliales altas y salen usando los vasos linfáticos eferentes. El transporte 

de linfocitos a través de la vénulas endoteliales es altamente eficiente debido a que 

transportan cada día aproximadamente el 2% de las células circulantes y durante los 

procesos inflamatorios, ocurre una acumulación en los ganglios linfáticos157.  

 

 

Fig. 4.Estructura de ganglio linfático. 

a) Ilustración de ganglio linfático, b) Ilustración de un corte paracortical. Modificada 

de von Andrian U. H. 2003 156. 

 

Las células dendríticas entran utilizando los vasos linfáticos aferentes. La linfa 

(producto de la salida de fluidos tisulares al espacio extravascular) entra a través de 

los vasos linfáticos aferentes y contiene antígenos en células dendríticas y solubles 

que son depositados en el seno subcapsular. Los linfocitos vírgenes entran en el 

ganglio utilizando las vénulas endoteliales altas. Si los linfocitos vírgenes no 

reconocen antígenos, retornan a la circulación utilizando los vasos linfáticos eferentes 
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y el ducto torácico. Los linfocitos vírgenes requieren menos de 1 hr, en circulación 

antes de entrar a un nuevo nódulo linfoide156.  

La ilustración del corte paracortical (Fig. 4b) muestra que el ganglio contiene fibras 

reticulares de colágena tipo 1 y 3 que se encuentran contenidas por células 

reticulares fibroblásticas. En el centro se encuentran las vénulas endoteliales altas 

(Vénulas endoteliales altas) que son rodeadas por capas concéntricas de las células 

reticulares fibroblásticas. Los conductos de las células reticulares fibroblásticas 

drenan linfa en el canal perivenular156. 

La migración de los linfocitos hacia los ganglios linfáticos es mediada por la expresión 

de moléculas de adhesión (Fig. 5)158. La L-selectina (CD62L) expresada en lo 

linfocitos y su ligando expresado en vénulas endoteliales altas pueden mediar las 

interacciones de adhesión y rodamiento en vénulas endoteliales de ganglios linfáticos 

periféricos. Sin embargo, es necesaria la expresión de LFA-1 (heterodímero 

CD11α/CD18β) en el linfocito y la interacción con su ligando ICAM-1 (CD54) e ICAM-

2 (CD102) en las vénulas endoteliales altas159. En las células que se encuentran en 

rodamiento158, el anclaje con L-selectina es breve y restringido a una pequeña 

fracción del total de moléculas de L-selectina dentro del área de contacto en la pared 

del vaso. Los linfocitos de ganglios linfáticos no inflamados son principalmente células 

T y células B vírgenes que expresan L-selectinahi y LFA-1+. Los linfocitos que 

expresan muy bajo nivel de L-selectina, pueden ser excluidos de los ganglios 

linfáticos periféricos debido a que no podrán unirse a las paredes de los vasos158. 
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Fig. 5.Eventos activados durante la migración celular. 

Modificado de Warnock R. A. 1998 158. 
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1.6. Tratamiento anti-VIH 

 

La zidovudina (3'-azido-3'-deoxitimidina, AZT) se describe en 1985, como el primer 

medicamento con un efecto inhibitorio in vitro sobre la replicación de VIH160, que fue 

confirmado en los años siguientes161. En estos reportes iniciales se determina que 

inhibe el efecto de la transcriptasa reversa y la expresión de Antígeno p24 de VIH en 

células H9 infectadas. Es también el primer medicamento que recibe una rápida 

aprobación por la Agencia Federal de Alimentos de E.U. (FDA)162, después de un 

controvertido pero fundamental estudio clínico para determinar la efectividad del 

medicamento163,164, y donde se demostró que zidovudina era capaz de mejorar la 

condición clínica e inmunológica de los individuos infectados. Zidovudina (AZT) es 

histórico debido a que es la primera vez en que una nueva enfermedad es descrita165, 

el agente infeccioso identificado9 y se describe un medicamento con eficacia probada 

en un periodo de 6 años160, considerado un record en la historia de la medicina. 

Después de la descripción del AZT, se han descrito medicamentos de por lo menos 5 

familias, clasificadas con base en el mecanismo por el cual inhiben la replicación de 

VIH, las cuales son: análogos de nucleótidos-nucleósidos inhibidores de transcriptasa 

reversa, análogos no nucleósidos inhibidores de transcriptasa reversa, inhibidores de 

proteasa, inhibidores de fusión e inhibidores de integrasa. En todas las familias 

excepto para los inhibidores de integrasa al menos uno de ellos ha sido aprobado 

para su uso en terapéutico en humanos (Ver Anexo 2).  
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1.6.1. Familias de fármacos antirretrovirales 

 

Los análogos de nucleósidos inhibidores de transcriptasa reversa tienen mecanismos 

de acción muy similares166. La actividad antiviral de los análogos nucleósidos 

depende de la conversión intracelular del fármaco al metabolito 5´-trifosfato por las 

cinasas celulares. Las formas 5´-trifosfato tienen afinidad por la transcriptasa reversa 

y compiten con los nucleótidos endógenos para la incorporación de DNA proviral 

sintetizado. Cuando los deoxinucleótidos se incorporan en la cadena, actúan como 

terminadores, previniendo la adición de nuevos nucleótidos166. 

Los análogos no nucleósidos inhibidores de transcriptasa reversa son componentes 

hidrofóbicos pequeños (<600 Da) con estructuras diversas167. Existen varios 

compuestos que pueden agruparse en más de 30 clases químicas, pero solamente 

tres compuestos han sido aprobados para su uso en humanos: delavirdina, efavirenz 

y nevirapina. Los análogos no nucleósidos interactúan con la transcriptasa reversa 

uniéndose a la subunidad p66, muy cerca de sitio catalítico de la transcriptasa 

reversa167. La presencia de los análogos no nucleósidos en el sitio activo de la enzima 

ocasionan distorsiones en la estructura terciaria de la transcriptasa reversa, lo que 

altera el modo de unión del sustrato y afecta la formación de la doble cadena. 

Los inhibidores de proteasa están basados en el reconocimiento de secuencias de 

aminoácidos para el corte de las proteínas de VIH168,168. Todos los inhibidores se 

encuentran estructuralmente relacionados. Algunos contienen un análogo de la 

secuencia fenilalanina-prolina de la posición 167 y 168 de la poliproteína gag-pol de 

VIH. Estos fármacos son difíciles de sintetizar debido a su estructura. Inhiben el corte 

de gag y los precursores gag-pol en células infectadas, impidiendo la maduración y 

bloqueando la infectividad de los viriones que emergen. Por esto, los inhibidores de 
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proteasa inhiben nuevas infecciones, pero no tienen efecto alguno sobre las células 

que transportan DNA proviral integrado168. 

Existen varias moléculas consideradas inhibidores de fusión, pero sólo dos fármacoas 

tienen aprobación para su uso en humanos. Enfuvirtide actúa durante el primer paso 

en el proceso de entrada del VIH a la célula, cuando ocurre la unión de gp120 a la 

molécula CD4 de la superficie celular. Enfuvirtide es un péptido sintético de 36 

aminoácidos que tiene secuencias la región HR2 de gp41 de VIH. Enfuvirtide se une a 

la región HR1 de gp41 de VIH y bloquea la fusión de las membranas169. Este fármaco 

es utilizado como terapia de rescate en pacientes que han probado múltiples 

esquemas de tratamiento. Maraviroc es una imidazopiridina que bloquea la unión y la 

señalización de CCR5, requerido por ciertas cepas de VIH para la infección de las 

células. Maraviroc promueve la formación de un estado inactivo de la molécula CCR5, 

lo que origina una inhibición de la unión de gp120 de VIH a CCR5, bloqueando la 

fusión a la célula97. 

Los inhibidores de integrasa actúan durante la inserción del DNA viral en el DNA de la 

célula infectada, que es un paso primordial en la replicación de VIH. La transcripción 

de genes de VIH depende de la integración mediada por la enzima integrasa170. Los 

procesos de reparación de DNA posteriores son llevados a cabo por las enzimas 

celulares170. Debido a que la integrasa es una molécula viral, y no se encuentra en las 

células, es un blanco terapéutico óptimo. Existen varias moléculas inhibidoras de 

integrasa, dentro de los compuestos con mayor futuro se encuentran los inhibidores 

DKA (diceto-aril)171,171. Un inhibidor de integrasa, Raltegravir (MK-0518), se ha 

aprobado recientemente para uso en humanos. Raltegravir genera una rápida 

disminución de la carga viral, en comparación con los mejores esquemas de 

tratamiento172.  
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1.6.2. Uso de fármacos antirretrovirales y su efecto en el sistema inmunológico.  

 

Inicialmente el uso de fármacos como monoterapia estaba regido por la capacidad de 

mejorar las condiciones clínicas como son las disminución de la aparición de 

infecciones oportunistas163,164. Muy tempranamente en el inicio del uso de 

antirretrovirales como monoterapia, se observó que eran capaces de disminuir los 

niveles plasmáticos de virus, pero que esta disminución se detenía, o incluso que se 

observaban incrementos, cuando se detectaban las primeras mutantes de 

resistencia173. Ahora se sabe que ningún fármaco inhibe completamente la replicación 

viral por sí solo, si no que se requiere del uso de varios fármacos para poder inhibir la 

replicación de VIH a niveles indetectables en plasma. Aún cuando en virus no es 

detectable en el plasma, no es posible hablar de inhibición completa de la replicación, 

ya que se ha observado que en ganglios linfáticos podemos encontrar replicación 

residual174. Es claro que entre mejor sea el control de la replicación, menor es la 

probabilidad de que se desarrollen mutaciones de resistencia. 

Desde finales de 1995, con la introducción e incremento del uso de inhibidores de 

proteasa se ha descrito reducción significativa de las muertes por VIH, así como una 

disminución significativa de infecciones oportunistas68. El uso combinado de los 

fármacos ha producido una dramática disminución de la mortalidad y morbilidad67. El 

tratamiento antirretroviral altamente activo, es una combinación de por lo menos 3 de 

los medicamentos de por lo menos dos familias de fármacos antirretrovirales. Su 

efectividad es medida como una supresión de la replicación de VIH hasta niveles que 

no es posible detectar el virus en plasma con los actuales métodos de medición (<50 

copias de RNA-VIH/mL)175. El tratamiento antirretroviral altamente activo no erradica a 

VIH, ya que se ha detectado replicación viral en ganglios linfáticos en pacientes con 
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carga viral indetectable174. Cuando se suspende el tratamiento anti-VIH, comienza 

nuevamente la replicación de VIH y altos niveles de VIH en plasma176, y en muchos 

casos se presentan síntomas semejantes al síndrome retroviral agudo47. Otro de los 

parámetros de la efectividad del tratamiento es el gradual incremento en el número de 

linfocitos T CD4+177. La inhibición de la replicación de VIH sostenida a largo plazo por 

los medicamentos antirretrovirales permite el mantenimiento de los niveles de células 

T CD4+ y la mejoría clínica del paciente bajo el tratamiento antirretroviral altamente 

activo178. 

Las guías internacionales de inicio de tratamiento sugieren que deberá iniciarse el 

tratamiento antirretroviral altamente activo en todos aquellos pacientes con síntomas 

definitorios de SIDA179, o menos de 200 células T CD4+/µl, aunque en la mayoría de 

los casos de pacientes con infecciones oportunistas, se recomienda resolver el 

problema infeccioso antes de iniciar los antirretrovirales. Un ejemplo es la coinfección 

con tuberculosis, donde se ha descrito el empeoramiento paradójico de la tuberculosis 

cuando se inicia simultáneamente el tratamiento antirretroviral altamente activo y 

tratamiento para la tuberculosis, con exacerbación de síntomas, signos o 

manifestaciones radiográficas de la tuberculosis180. El empeoramiento de la 

tuberculosis puede ser debido al desarrollo de un proceso inflamatorio, desarrollado 

por la reconstitución de la capacidad del sistema inmunológico a responder a las 

infecciones por efecto de el tratamiento antirretroviral altamente activo181. 

Para los pacientes asintomáticos las guías internacionales establecen es necesario 

individualizar la decisión del inicio de el tratamiento antirretroviral altamente activo, en 

aquellos pacientes con cuentas entre 200 y 350 células T CD4+/µl, y no recomiendan 

el inicio de tratamiento en aquellos pacientes con cuentas de más de 350 células T 

CD4+/µl179. La decisión deberá basarse en el grado de caída de células T CD4+, nivel 
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de carga viral así como el compromiso del paciente para tomar el tratamiento durante 

muchos años.  

El uso de inhibidores de proteasa induce una disminución de los niveles de carga viral 

plasmática y un incremento significativo de los niveles de células T CD4+ 182,182, como 

por ejemplo en los pacientes que dentro del esquema de tratamiento contienen 

indinavir. La disminución de VIH en plasma hasta niveles en los que no es posible 

detectarlos, ha permitido establecer la dinámica de la disminución de VIH, y su 

relación con los grupos celulares en los que se inhibe la replicación183. 

El uso de los fármacos antirretrovirales no es inocuo al organismo. Existe una larga 

lista de efectos adversos entre las que se encuentran las complicaciones metabólicas, 

las interacciones con otros fármacos ocasionando incrementos o disminuciones de las 

concentraciones plasmáticas de los fármacos, los síntomas temporales en muchos 

casos como nauseas, vómito, diarrea, pérdida del apetito, sueños vívidos, dolor de 

cabeza insomnio, que terminan ocasionando la falta de apego al tratamiento, y en 

muchos casos, generando resistencias a los fármacos. Dependiendo del fármaco, se 

pueden observar signos de hepatotoxicidad y nefrotoxicidad, pancreatitis, acidosis 

láctica, lipoatrofia, resistencia a la insulina, reacciones de hipersensibilidad (síndrome 

de Stevens Johnson), neuropatía periférica entre otros. Por ejemplo, los antiácidos 

administrados a pacientes con acidez gástrica, disminuyen la absorción ocasionando 

una disminución de la concentración sérica de los antirretrovirales. Otros fármacos, 

como la anfotericina B, favorecen una disminución de la eliminación renal 

ocasionando un incremento en la concentración sérica. 

Los pacientes bajo tratamiento en quienes se ha disminuido la capacidad de 

responder ante diversos microorganismos, cuando se incrementan sus niveles de 

células T CD4+ circulantes y disminuido los niveles plasmáticos de VIH, se recuperan 
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algunas funciones inmunológicas contra otros microorganismos, tales como la 

respuesta linfoproliferativa de células T contra antígenos de C. Albicans, M. 

Tuberculosis, toxoplasma y otros184. El problema es que las respuestas específicas 

anti-VIH, como la respuesta efectora de las células T citotóxicas específicas de VIH, 

disminuyen conforme disminuyen los niveles plasmáticos de VIH, mostrando una 

dependencia de los niveles de antígeno116.  

En los pacientes sin tratamiento antirretroviral existe un alto grado de división de 

células T CD4+ y CD8+, lo cual correlaciona con los niveles de carga viral, y que estos 

niveles de división disminuyen al inicio de tratamiento antirretroviral. Cuando estos 

pacientes suspenden el tratamiento, se observan nuevamente altos grados de división 

celular, relacionados con los incrementos de carga viral185.  

Existen otros tratamientos que son de uso muy limitado, pero que se han planteado 

como alternativas al tratamiento antirretroviral altamente activo186. La replicación de 

VIH requiere un estado de activación celular que permita la transcripción de genes. 

Estos fármacos conocidos como inmunomoduladores, disminuyen la activación 

celular necesaria para la replicación de VIH. La talidomida, la hidroxiurea y la 

cloroquina son ejemplos de fármacos inmunomoduladores. Talidomida inhibe la 

producción de RNA mensajero, proceso necesario para la síntesis de RNA de VIH187. 

Hidroxiurea administrada en presencia de didanosina incrementa la incorporación de 

didanosina durante la síntesis de RNA188,189. Cloroquina es un anti-inflamatorio que 

tiene varios sitios de acción en el ciclo de replicación de VIH190, entre los que se 

incluyen: Inhibición de integrasa, inhibición de transactivación mediada por Tat y 

reducción de almacenes de iones intracelulares afectando la transcripción reversa y la 

maduración post-transcripcional de gp120191,192. 
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El tratamiento antirretroviral disminuye los niveles plasmáticos de VIH175 hasta niveles 

indetectables20, e incrementa gradualmente los niveles de linfocitos T CD4+ 175. Los 

niveles de VIH en ganglios linfáticos, amígdalas y ganglios de colon de pacientes con 

VIH disminuyen por efecto del tratamiento antirretroviral, aunque se observa una 

replicación residual en estos tejidos174,193. A pesar de que existe una disminución de 

los niveles plasmáticos de RNA de VIH en los pacientes con el tratamiento 

antirretroviral altamente activo, existe una persistencia proteínas estructurales (p17, 

p24, gp41 y gp120) en los centros germinales de los nódulos linfoides193,194. Existe 

una redistribución de la población de linfocitos, observándose que el número de 

linfocitos disminuye en los ganglios linfáticos y aumenta en sangre periférica después 

del tratamiento antirretroviral195. Después del inicio de tratamiento antirretroviral, 

existe un incremento de células T CD4+ y una disminución de células T CD8+ en los 

tejidos linfoides, con una marcada disminución de la expresión de marcadores de 

activación CD8+CD38+ y CD3+HLA-DR+196. El tratamiento antirretroviral disminuye los 

niveles de mRNA de citocinas pro-inflamatorias como IFNγ, inteleucina 1β (IL-1β), 

interleucina 6 (IL-6) y MIP-1α, así como la expresión de moléculas de adhesión como 

VCAM-1 e ICAM-1 por efecto del tratamiento antirretroviral195. El tratamiento 

antirretroviral favorece la disminución de las células CD8+ específicas del virus93. La 

disminución de los niveles de células T CD8+ citotóxicas, tiene una alte dependencia 

de los niveles de carga viral197. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La actividad de las células T CD8+ es esencial para el control de la replicación de VIH. 

Existen dos respuestas efectoras mediadas por células T CD8+ en contra de la 

infección por VIH: a) Respuesta efectora citolítica, mediada por el reconocimiento de 

secuencias de péptidos de VIH, que requieren del contacto célula-célula (HLA-

péptido-TCR) y que inducen la lisis de las células infectadas mediante perforinas y 

granzimas. La respuesta citolítica es dependiente de los niveles de antígeno, sin 

ambargo la capacidad de reconocer antígenos se pierde a medida que la enfermedad 

progresa116,198; y b) Respuesta efectora anti-VIH no citotóxica, mediada por células T 

CD8+, en las que no es necesario el contacto célula-célula94. Algunos factores 

solubles, hasta ahora no identificados y que son producidos por las células T CD8+, 

inhiben la transcripción de VIH128201199,200.  

La respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ ha sido identificada en 

infecciones por VIH en humanos120 y en primates201, inhibe la replicación del virus de 

la inmunodeficiencia del simio (SIV)202 y el virus de la inmunodeficiencia felina135. La 

respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ correlaciona con la condición 

clínica de los pacientes, es decir, en etapas tempranas presenta alta actividad, pero a 

medida que la enfermedad progresa, esta respuesta disminuye143,203.145  

El tratamiento antirretroviral disminuye la carga viral de VIH y permite el incremento 

del número de células T CD4+ circulantes. Estudios previos muestran que la 

monoterapia con zidovudina en pacientes con infección crónica, no tiene efecto sobre 

la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+, sin embargo la carga viral es 

detectable204. Otro estudio ha mostrado que el tratamiento antirretroviral altamente 

activo administrado durante la infección aguda, disminuye la respuesta anti-VIH no 
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citotóxica de células T CD8+ en algunos pacientes205, pero es posible que el inicio 

temprano de antirretrovirales limite el desarrollo de la respuesta inmunológica en 

contra del virus. Estos estudios no permiten saber si la respuesta anti-VIH no 

citotóxica de células T CD8+ disminuye por efecto del tratamiento antirretroviral o 

como consecuencia de la limitación de la respuesta inmune debida a la inhibición de 

la replicación viral en etapas tempranas.  

Los ganglios linfáticos son sitios importantes de replicación de VIH y de 

reconocimiento de antígenos de VIH. Sin embargo, solo existe un reporte de la 

respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ en tejido linfoide en el que se 

observa que la respuesta está relacionada con el estadio clínico del paciente. Es 

decir, los pacientes en etapa temprana presentan una buena respuesta anti-VIH no 

citotóxica; por el contrario, los pacientes en etapa avanzada presentan una mala 

respuesta anti-VIH no citotóxica145.  

Por esta razón, en este trabajo decidimos estudiar el efecto del tratamiento 

antirretroviral altamente activo sobre la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T 

CD8+ en sangre periférica y ganglios linfáticos de pacientes con infección crónica por 

VIH.  
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3. HIPÓTESIS 

 

Si la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ depende de los niveles 

antigénicos, el tratamiento antirretroviral provocará la disminución de la respuesta 

anti-VIH no citotóxica en sangre periférica y en ganglios linfáticos. Por otro lado, si la 

respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ depende del número de células T 

CD4+, el tratamiento antirretroviral inducirá un aumento de la respuesta anti-VIH no 

citotóxica de células T CD8+ en sangre periférica y ganglios linfáticos y del número de 

células T CD4+ circulantes.  
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4. OBJETIVOS 

 

A. General 

Medir la actividad anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ de sangre periférica y 

tejidos linfoides de pacientes con VIH que inician tratamiento antirretroviral altamente 

activo en diferentes etapas de la enfermedad. 

 

B. Particulares 

1. Cuantificar la carga de VIH en plasma y los niveles de células T CD4+ de sangre 

periférica. 

2. Cuantificar la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ de sangre 

periférica y ganglio linfático de pacientes con VIH que inician tratamiento 

antirretroviral. 

3. Identificar la correlación entre los niveles de células T CD4+ circulantes y la 

respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ de sangre periférica y ganglios 

linfáticos.  

4. Identificar la correlación entre los niveles de carga viral plasmática y la respuesta 

anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ de sangre periférica y ganglios linfáticos. 

5. Identificar la correlación entre la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T 

CD8+ de sangre periférica y la respuesta en ganglios linfáticos. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS: 

 

Este trabajo se realizó en dos partes. La primera parte se basó el estudio de la 

respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ en sangre periférica, y la segunda 

parte en pacientes con linfadenopatía por VIH. 

El proyecto en sus dos partes, fue revisado y aprobado por Comité de Ciencia y 

Bioética del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias. Los pacientes que 

acudieron a la consulta del Servicio de Infectología por diagnóstico de VIH que 

cumplieran los criterios de inclusión y superaran los de exclusión (Tabla 2), fueron 

invitados a participar en la realización de este estudio. Los pacientes que aceptaron 

participar se les solicitó que firmaran la Carta de Consentimiento Informado aprobado 

por el Comité de Ciencia y Bioética del Instituto, en donde se les explica los objetivos 

del estudio, los riesgos y los procedimientos a los que fueron sometidos durante su 

participación. 
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5.1. Población de estudio. 

5.1.1. Selección de pacientes y diseño del estudio en sangre periférica. 

Los pacientes que cumplieron los criterios de inclusión y superaran los de exclusión 

se incluyeron en el estudio (Tabla 2). Los pacientes fueron citados a la toma de 

muestras antes del inicio de tratamiento antirretroviral y en las semanas 4, 12, 24 y 48 

después del inicio del tratamiento. En cada cita de laboratorio se tomaron muestras 

para las determinaciones de química sanguínea, biometría hemática, pruebas de 

función hepática, examen general de orina, carga viral, cuenta de células T CD4+ 

circulantes y células para la cuantificación de la respuesta anti-VIH no citotóxica de 

células T CD8+. Los pacientes fueron asignados a los siguientes grupos de estudio, 

conforme a la agrupación de estadios clínicos establecidos por la Organización 

Mundial de la Salud64 y el Centro de Control de Enfermedades (E.U.)63: a) Grupo I, 

etapa temprana (sin tratamiento), asintomáticos, sin infección oportunista previa, con 

cuentas de células T CD4+ mayores a 350 células T CD4+/µl y quienes por su 

condición clínica no requirieron iniciar tratamiento antirretroviral; b) Grupo II, etapa 

intermedia, pacientes asintomáticos con cuentas entre 200 a 500 células T CD4+/µl 

quienes iniciarán tratamiento antirretroviral; c) Grupo III, etapa tardía, pacientes con 

síntomas definitorios de SIDA y/o <200 células T CD4+/µl, quienes iniciaron 

tratamiento antirretroviral. 

Tabla 2. Criterios para el ingreso de pacientes al estudio en sangre periférica. 

Criterios de inclusión Criterios de exclusión Criterios de eliminación 

▪ Infección documentada por 
VIH  

▪ Sin tratamiento 
antirretroviral altamente 
activo  

▪ Sin infección oportunista 
activa 

▪ Tratamiento antirretroviral 
altamente activo  

▪ Infección oportunista activa  

▪ Uso de Inmmunosupresores 
o inmunomoduladores 

▪ Suspensión del tratamiento. 

▪ Falla al tratamiento 
antirretroviral 

▪ Infección oportunista activa 
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5.1.2. Selección de pacientes y diseño del estudio en ganglios linfáticos 

 

A los pacientes que reunieran los criterios de inclusión y superaran los de exclusión 

se invitaron a participar en el estudio (Tabla 3). Los pacientes fueron citados a la toma 

de muestras antes del inicio de tratamiento antirretroviral y en la semana 12 después 

del inicio del tratamiento. 

 

Tabla 3. Criterios para el ingreso de pacientes al estudio en ganglios linfáticos. 
 

Criterios de inclusión Criterios de exclusión Criterios de eliminación 

� Infección documentada por 
VIH  

� Linfadenopatía  

� Sin tratamiento 
antirretroviral altamente 
activo  

� Sin infección oportunista 
activa 

� Tratamiento antirretroviral 
altamente activo  

� Infección oportunista activa  

� Uso de 
Inmmunosupresores o 
inmunomoduladores 

� Diagnóstico de infección 
ganglionar  

� Diagnóstico de células de 
origen canceroso en 
ganglio 

 

Los pacientes fueron asignados a los siguientes grupos de estudio descritos. A los 

pacientes se programaron citas de seguimiento clínico y de laboratorio, y se tomaron 

muestras para las determinaciones de química sanguínea, biometría hemática, 

pruebas de función hepática, examen general de orina, carga viral, cuenta de células 

T CD4+ circulantes y obtención de células de sangre periférica y ganglio linfático para 

la cuantificación de la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ (Fig. 6). Las 

muestras de ganglios linfáticos se tomaron mediante cirugía excisional. Los pacientes 

fueron ingresados al Servicio de Cirugía y se les colocó línea con solución de 

Hartman en venas, fueron anestesiados localmente y con técnica estéril se extrajeron 

los ganglios cervicales o axilares (derecho o izquierdo). Las muestras fueron divididas 

en tres porciones. Una parte de la biopsia se colocó en formaldehído para análisis 
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histopatológico. La segunda porción de la biopsia se colocó en medio de transporte 

para cultivo de hongos, bacterias y micobacterias, así como para realizar diagnóstico 

de micobacterias por PCR. La tercera porción se colocó en medio HUT (RPMI-1640, 

10% SBF, 1% Penicilina/estreptomicina y 1% de L-Glutamina [200 mM]) y se procesó 

en laboratorio de VIH para la obtención de células mononucleares de tejido linfoide. 

Los pacientes con resultados positivos para microorganismos o diagnóstico de cáncer 

fueron retirados del estudio. Los pacientes fueron citados 8 días después de la 

biopsia para revisión del procedimiento quirúrgico y para retirar los puntos de sutura.   

 

 

Fig. 6. Esquema de muestras y estudios realizados a los 
pacientes en estudio de ganglios linfáticos. 
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5.2. Obtención de células mononucleares de sangre periférica. 

 

Para obtener células mononucleares de sangre, a los pacientes se les tomaron 

muestras de sangre con heparina como anticuagulante (Vacutainer, BD, CA. USA). 

Las muestras se centrifugaron y se separó el plasma. En tubos de polipropileno de 50 

mL se colocaron 10 mL de Lymphoprep (Axis-Shield PoC AS, Oslo, Norway). La 

sangre sin plasma se resuspendió con el mismo volumen de HBSS (Cambrex Bio 

Science Walkersville, Inc. Walkersville, USA) a 37°C. Con la sangre diluida se realizó 

el gradiente en el tubo con Lymphoprep. Los tubos se centrifugaron a 2000 rpm por 

20 min, sin freno. Las células se colectaron y colocaron en 20 mL de medio HBSS a 

37°C y los tubos se centrifugaron a 1500 rpm por 10 min. Este proceso se repitión tres 

veces. Las células se contaron y se congelaron con suero bovino fetal (SBF, Cambrex 

Bio Science Walkersville, Inc. Walkersville, USA) y DMSO al 10% (Sigma-Aldrich, St. 

Loius MO, USA). 

5.3. Obtención de células mononucleares de tejido linfoide 

La biopsia de ganglio linfático obtenida y colocada en medio HUT a temperatura 

ambiente se transfierió a una placa de cultivo estéril con medio HBSS a 37°C. El 

ganglio se cortó en piezas pequeñas (1-2 mm) con bisturí y se coloca en un tubo con 

tamiz (Cell strainer, Cat. 352340, BD) con poro de 40 µM. La muestra se disgrega en 

el tamiz con ayuda de un émbolo de jeringa estéril y se agrega medio Hank´s, para 

permitir el paso de las células a través del tamiz y separar el tejido conectivo. El 

medio HUT se agregó constantemente para impedir el secado de la muestra. Las 

células se lavaron con medio HBSS a 1500 rpm durante 10 min. Las células se 

congelaron en SBF y DMSO (10%). 
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5.4. Determinación de carga viral y cuenta de células T CD4+ circulantes. 

 

Las muestras de sangre de los pacientes se tomaron en tubos al vacío con EDTA. 

Para la carga viral plasmática, los tubos fueron centrifugados 20 min a 2500 rpm y se 

almacenó el plasma a –80 °C. Posteriormente las muestras se procesaron mediante 

el sistema automatizado para carga viral de VIH-1 de Cobas Amplicor (Roche 

Diagnostics, Indianapolis, IN), siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, 

a la muestra se le realiza la extracción de RNA viral. El extracto viral se somete 

transcripción reversa para producir secuencias de DNA, y posteriormente se somete a 

ciclos de amplificación por PCR cuantitativo. En cada bloque de reacciones de 

retrotranscripción y PCR se cuantifican controles estándar para realizar una curva de 

cuantificación. El límite de detección para la técnica estándar es de 400 copias de 

RNA de VIH/mL de plasma. En caso requerido, se puede realizar el método 

ultrasensible con una sensibilidad de 50 copias de RNA-VIH/mL de plasma. 

Brevemente, se descongelan las muestras y se emplea el método de COBAS 

AmpliPREP para la extracción de RNA.  

Las subpoblaciones de linfocitos circulantes se midieron por citometría de flujo 

utilizando el FACScalibur de empleando la técnica BD MultiTEST que contienen 

anticuerpos anti-CD3 (FITC), anti-CD8 (PE), anti-CD45 (PerCP) y anti-CD4 (APC) 

(Becton Dickinson, San Jose, CA), siguiendo las instrucciones del fabricante. En 

resumen, a partir de una muestra de sangre total se agrega un buffer de lisis para 

eliminar los eritrocitos (FACS Lysing Solution, BD). Posteriormente, las células del 

paciente son incubadas con los anticuerpos marcados con fluorocromos en cada tubo 

que se unirán a los antígenos de superficie y se incuban 15 minutos a temperatura 

ambiente en oscuridad. Las células se analizan en citómetro de flujo FACSCalibur 

utilizando el programa MultiSET (Becton Dickinson).  
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5.5. Determinación de dosis infecciosas de cultivo de tejidos (TCID50) 

 

Para estandarizar la cantidad de virus utilizado en cada infección, se determina la 

dosis infecciosa en cultivo de tejido al 50% (TCID50). El resultado es expresado como 

el volumen de cultivo de virus requerido para infectar el 50% de las células tratadas 

(Fig. 7). La determinación de TCID50 es preferible a los ensayos donde se determinan 

concentraciones de proteínas o ácidos nucleicos, por la ventaja de medir viabilidad y 

la infectividad viral.  

 

Fig. 7.Diagrama de determinación de dosis infecciosa de cultivo de tejidos 
(TCID50) para VIHSF33. 

En esta gráfica se muestran las diluciones realizadas con el virus (izquierda), y el esquema de 

cómo se colocaron en una placa de ELISA (derecha) 

 

Para esto, es necesario estimular células mononucleares de donador durante 3 días 

en medio con Interleucina-2 recombinanta humana (100 U/mL). 25x106 células a una 

concentración de 3 x 106 células/mL en medio IL-2 (100 U/mL), son tratadas con 2 

µg/mL de polibreno, durante 30 minutos a 37°C en incubadora. Las células son 
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lavadas 3 veces con medio HBSS, centrifugando a 1500 rpm durante 10 min. Las 

células se resuspenden en medio IL-2 y son contadas en cámara de Nuebaure con la 

técnica de azul tripano al 0.4%. Las células (4 x 106) son colocadas en cada uno de 5 

tubos de 15 mL. El sobrenadante del cultivo de VIH es diluído logarítmicamente (10-1, 

10-2, 10-3, 10-4 y 10-5). Las células fueron centrifugadas y se aspiró el sobrenadante. 

Las células fueron resuspendidas con 0.5 mL de cada dilución de virus. Las células se 

incubaron durante 2 horas a 37 °C con la tapa semiabierta, resuspendiendo cada 30 

minutos. Al final de la incubación, las células se centrifugaron y se lavaron 3 veces 

con medio HBSS. Las células infectadas se resuspendieron en medio IL-2 a una 

concentración de 5 x105 células/mL. Las células  se colocaron en placa de fondo 

redondo de 96 pozos en 10 replicas (1x105 células/pozo). Los cultivos se incubaron a 

37°C y se recolectó 100 µl de sobrenadante los días 4, 7, 10 y 14 de cultivo, 

adicionando 120 µl de medio IL-2 a cada pozo. Los sobrenadantes fueron tratados 

con 10µL de Tritón X-100 al 0.5% para eliminar las proteínas de VIH. Posteriormente 

se determinó la presencia o ausencia de Agp24 de VIH en cada pozo. Los resultados 

se colocaron en una tabla indicando para cada dilución el número de pozos 

infectados, número de pozos no infectados, la suma de pozos infectados, la suma de 

pozos no infectados, el cociente de mortalidad y el porcentaje de mortalidad. Los 

resultados se graficaron como % de pozos con antígeno positivo contra días de 

infección (una curva separada para cada dilución de virus). La fórmula de Reed-

Muench206 se utilizó para determinar el TCID50: 
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5.6. Determinación de respuesta no-citotóxica de células T CD8+ anti-VIH 
(ensayo agudo) 

 

La técnica de ensayo agudo es empleada para medir la respuesta no citotóxica de las 

células T CD8+. En este ensayo se emplea un virus linfotrópico VIHSF33, inductor de 

sincicia para infectar las células T CD4+ activadas de donador no infectado. Para cada 

paciente se emplea en la medida de lo posible, un solo donador, empleando células 

congeladas en cada ensayo. Las PBMC del donador y del paciente son 

crioperservadas, hasta el momento del ensayo. Después del proceso de 

descongelación, las células se mantienen por lo menos 6 horas en reposo antes de 

ser utilizadas. Se purifican células T CD4+, por medio del uso de esferas 

inmunomagnéticas (esferas metálicas recubiertas con anticuerpos, Fig. 8), y mediante 

del uso de un magneto, se puede aislar todas las células adheridas a éstas.  

 

 

Fig. 8.Diagrama de separación con esferas inmunomagnéticas. 

En el extremo superior derecho una fotografía de los tubos colocados en el 

magneto. En la parte inferior izquierda, fotografía de las esferas 

inmunomagnéticas unidas a la célula. 
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Para determinar la eficacia de la separación, se emplean anticuerpos anti-CD3, anti-

CD4 y anti-CD8 (BD) y se analizan por citometría para medir la efectividad de la 

separación. Con esta técnica se logran purezas mayores al 96%. Las células son 

estimuladas en medio que contiene IL-2 y fitohemaglutinina (lectina, PHA-P), que 

induce activación y proliferación blástica de las células. Las células se incuban 

durante 3 días a 37 °C, 5% CO2 y 85% humedad. El día 3 de estimulación, son 

separadas las células T CD8+, y las células T CD4+ son infectadas, empleando 500 

TCID50 (dosis infecciosa de tejido al 50%) como medida funcional del virus. 

Posteriormente se realizan cocientes colocando en placas de 24 pozos 4 células CD8 

por cada CD4 (4:1), 2 CD8 por cada CD4 (2:1), 1 CD8 por cada CD4 (1:1), 1 CD8 por 

cada 2 CD4 (½:1), 1 CD8 por cada 4 CD4 (¼:1) y una CD8 por cada 8 CD4 (1/8 :1). 

Este método nos permite medir el % de inhibición de la replicación en cada uno de los 

cocientes comparado contra un pozo control, que contiene sólo células T CD4+ 

infectadas. Se recolectan sobrenadantes los días 4, 7, 10 y 14 después de 

establecido los cocientes. Para medir la producción de Antígeno p24  se emplea la 

técnica de ELISA. 

Existen varios métodos para determinar la producción viral que miden la cantidad de 

proteína de virus, la cantidad de material genético o la cantidad de enzimas 

contenidas en un cultivo viral. Las células T CD8 inhiben la transcripción de genes de 

VIH, por lo cual no se produce ninguno de los componentes virales (proteínas 

estructurales, enzimas o RNA viral). Los dos métodos estándar de medir cantidad de 

VIH en cultivo es la medición de la enzima transcriptasa inversa o la cantidad de 

antígeno p24 de VIH. Empleamos la determinación cuantitativa de Agp24 de 

Beckman Coulter, que es un método aprobado internacionalmente para la 

cuantificación de VIH.   
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5.7. Ensayo inmunoabsorbente unido a enzima (ELISA) para determinación 
de Antígeno p24  de VIH-1 

 

El análisis COULTER para antígeno p24 de HIV-1 es un inmunoanálisis enzimático o 

análisis de absorción ligado a enzimas (ELISA) cualitativo y cuantitativo in vitro para 

detectar la presencia del antígeno p24, no unido a complejo, del virus de la 

inmunodeficiencia humanan tipo 1 (HIV-1) en plasma humano, suero humano o 

sobrenadantes de tejidos. El ensayo se realiza siguiendo las instrucciones del 

fabricante. En resumen, el ensayo para antígeno p24 del HIV-1 usa un anticuerpo 

monoclonal de ratón contra el antígeno p24 del HIV-1 para revestir micropozos de 

titulación dispuestos en tiras sobre placas. El antígeno p24 del HIV-1, purificado y 

proveniente de una línea de células T humanos infectados con la cepa HTLV-II B del 

VIH-1 se usa como estándar de calibración cuantitativa, que es colocado por 

duplicado en 5 pozos con las siguientes concentraciones: 125, 62.5, 31.25, 15.62 y 

7.8 pg/mL. Como controles se asigna un pozo para blanco de reactivos (con todos, 

excepto muestra), tres pozos para control negativo (medio de cultivo) y dos pozos 

para control positivo (125 pg/mL). Las muestras son diluidas para obtener diluciones 

cuyas absorbancias entren dentro del intervalo de la curva, que pueden ir desde 1:10 

hasta 1:10,000. Se agrega tampón de lisis que rompe las partículas de virus 

presentes en la muestra, y el antígeno p24 es liberado y capturado por el anticuerpo 

monoclonal. Se realiza una incubación de 1 hr a 37°C, y se realizan 5 lavados con 

solución de lavado 1x. Se agrega una IgG humana biotinilada anti-VIH-1, esta se une 

al antígeno p24 del VIH. Se realiza una incubación de 1 hr a 37°C, y se realizan 5 

lavados con solución de lavado 1x. Posteriormente se agrega estreptavidina –

peroxidasa de rábano (SA-HRPO) que forma un complejo con los anticuerpos 

biotinilados. Se realiza una incubación de 30 min a 37°C, y se realizan 5 lavados con 
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solución de lavado 1x. En un paso final se agrega tetrametilbenzidina y agua 

oxigenada (TMB), se incuba a temperatura ambiente durante 30 min reaccionando 

con la peroxidasa formando un color azul. La reacción se detiene al agregar ácido HCl 

4N (CSR-1) y se determina la absorbancia en cada pozo con un espectrofotómetro 

con lecturas a 450/570 nm. La intensidad del color desarrollado es directamente 

proporcional a la cantidad de antígeno p24 del HIV-1, no unido a complejos, presente 

en el plasma, suero o medio de cultivo de tejidos. La presencia del antígeno p24 

queda indicada cualitativamente si la absorbancia es mayor o igual al valor límite del 

análisis. La cantidad de antígeno p24 del HIV-1 en una muestra se determina 

mediante la comparación de su absorbancia con la de los estándares de calibración 

preparados con antígeno p24 purificado de VIH-1. Para determinar el punto de corte 

de muestras positivas y negativas, se utiliza la siguiente fórmula: 

 

Punto de Corte: 2X (control negativo) + 0.050 + 4SD (control negativo) 

Donde: 2X = dos veces la media del control negativo. 

0.050 = constante. 

4 SD = 4 veces la desviación estándar del control negativo. 
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5.8. Análisis estadístico 

 

Para comparar las medias de los grupos se empleó análisis de varianza de una vía 

(ANOVA). Cuando el ANOVA mostró diferencias significativas entre los grupos, se 

aplicó la prueba post-hoc de Fisher para comparar pares de grupos. Para comparar 

los efectos del tiempo en los grupos se utilizó el ANOVA para muestras repetidas 

(RM-ANOVA). Cuando se encontraron efectos, se empleó la prueba T-pareada para 

determinar diferencias entre pares de medidas entre dos puntos específicos del 

tiempo. Para determinar las diferencias entre en una variable en un punto 

determinado de tiempo se realizó la prueba T no-pareada, cuando sólo se tuvieron 

dos grupos de comparación. Para determinar la correlación entre dos variables 

continuas dadas (la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+, carga viral, 

cuenta de células T CD4+) se empleó el análisis de regresión lineal. Para determinar 

las diferencias en las frecuencias de una variable categórica entre dos grupos 

(clasificación histopatológica de un tejido), se empleó la prueba de Chi2. Todas las 

pruebas se realizaron con el programa StatView versión 4.5. 
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6. RESULTADOS: 

6.1. La respuesta no-citotóxica de células T CD8+ anti-VIH inhibe la 
replicación de VIH in vitro dependiente de la dosis.  

 

Debido a que se han descrito contaminaciones en otros ensayos140, es importante 

determinar la pureza de las células obtenidas por esferas inmunomagnéticas. La 

pureza se determina mediante la cuantificación de subpoblaciones por citometría de 

flujo utilizando anticuerpos, con el método descrito anteriormente. Para la purificación 

de células T CD4+ se observó un promedio de 98.4% de células T CD4+ (± 1.4 DE). 

Para la purificación de células T CD8+ se observó un promedio de 98.2% de células T 

CD8+ (± 1.1 DE) (Fig. 9).  

 

 

Fig. 9.Determinación de pureza por citometría de flujo. 

En esta figura se muestran la especificidad de los anticuerpos marcados con los 

fluorocromos correspondientes. En tres combinaciones: CD3-CD4, CD3-CD8 y CD4-

CD8. 
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Durante la estandarización del método para medir la respuesta de CNAR, debe 

asegurarse que la cantidad de virus viable con el que se tratan las células es la 

misma. Con este fin se determina el volumen de cultivo de VIHSF33 necesario para 

infectar el 50% de las células tratadas (TCID50) por el método de Reed-Muench206. Ya 

determinada la dosis infecciosa, se realiza una curva para determinar los días de 

cultivo con mayor cantidad de virus viable. (Fig. 10).  

 

 

 

Fig. 10.Determinación de dosis infecciosa mediante 
curva de titulación de VIHSF33.  

Un TCID50 se expresa como el volumen (µl) requerido para 

la infección del 50% de 1x106 células.  
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Las células T CD8 inhiben la transcripción de genes de VIH, por lo cual no se produce 

los componentes virales (proteínas estructurales, enzimas o RNA viral). Los dos 

métodos estándar de medir cantidad de VIH en cultivo es la medición de actividad de  

transcriptasa inversa de VIH o la cantidad de antígeno p24 de VIH y elegimos este 

último por ser un método no radioactivo. Para determinar los días de mayor 

producción de VIH en cultivo, y poder determinar los días óptimos para la 

cuantificación de Agp24 de VIH en el cultivo, se realizó una curva con las 

concentraciones por día de cultivo en células mononucleares. Se determinó que los 

las determinaciones de antígeno en los cultivos se realizaría el día 7 (Fig. 11). 

 
 
 

 

Fig. 11.Curva de replicación de VIHSF33. 

En la figura se muestran la concentración de Antígeno p24, en 

sobrenadantes de cultivos de células cultivadas con VIHSF33, 

colectados diariamente (+ DE). 
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Para determinar la concentración óptima de células T CD8+ para el cultivo, se 

realizarón curvas dosis-respuesta, realizando diversos cocientes de células T 

CD4+/CD8+  (Fig. 12). Cocientes de células T CD4+/CD8+ menores a 0.25, es muy 

baja la inhibición de la replicación en cultivos de células de pacientes en etapas 

tardías que dificulta su cuantificación. Por el contrario, cocientes de células T 

CD4+/CD8+  mayores a 0.25, la inhibición de la replicación en cultivos de células de 

pacientes en etapas tempranas es tan alta que no es posible cuantificarlo. Por estas 

razones, se empleó el cociente 0.25 de células T CD4+/CD8+. 

 

 

Fig. 12.Curva dosis respuesta de la respuesta anti-VIH no citotóxica de 
células T CD8+. 

Para realizar la curva se colocaron 500,000 células T CD4+ infectadas a 500 

TCID50/106 células con VIHSF33. El control de replicación se realizó cultivando 

células T CD4+ infectadas sin células CD8+. Resultados de prueba post-hoc de 

Fisher * p<0.005, ** p<0.0001. 
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6.2. Población de pacientes 

6.2.1. Características basales de los pacientes del estudio en sangre periférica 

 

Para realizar el estudio de sangre periférica se invitaron a participar a 49 pacientes 

que cumplieron los criterios de inclusión y superaron los de exclusión. Durante el 

seguimiento, 4 pacientes suspendieron el tratamiento, 5 pacientes decidieron no 

participar y 3 pacientes salieron debido a condiciones clínicas. Los datos presentados 

corresponden a los restantes 37 pacientes. Los pacientes del grupo II y III fueron 

tratados con una combinación de análogos de nucleósidos inhibidores de 

transcriptasa reversa y un inhibidor de proteasa o un análogo no nucleósido inhibidor 

de transcriptasa reversa. Los tratamientos más comunes fueron: a) Zidovudina (AZT), 

estavudina (d4T) o didanosina (ddI) + lamivudina (3TC) + efavirenz (EFV); b) 

zidovudina + 3TC + indinavir o nefinavir (NFV); c) zidovudina + 3TC + Abacavir (Aba).  

 

En la tabla 4 se muestran las características basales de los pacientes por grupo. 

Cuando se comparó la edad y el sexo de los pacientes de los tres grupos, no se 

observó diferencia significativa. Cuando se compararon los grupos en los niveles de 

células T CD4+ y carga viral plasmática se observaron diferencias significativas.  
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Tabla 4.Características basales de los pacientes en estudio de sangre periférica 
 

Característica Etapa 
temprana 

Etapa 
intermedia 

Etapa tardía Valor p 

Número de pacientes 8 12 17  

Media de edad (+/- DE) 34.7 +/- 11 27.9 +/- 4.2 33.6 +/- 8.1 NS 

Número de hombres (%)  5 (62.5%) 12 (100%) 17 (100%)  

Media de células T CD4+ 
(+/- DE) 

606 +/- 213 † 340 +/- 70 † 65 +/- 43 † <0.0001* 

Media carga viral 
plasmática (Log copias 
RNA VIH-1/mL +/- DE) 

3.65 +
/- 1.02 † 5.12 +

/- 0.46  ‡ 5.79 +/- 0.46‡ <0.0001* 

Tratamiento § No Si Si  

§ El tratamiento antirretroviral consiste en una combinación de dos análogos de nucleósidos 

inhibidores de transcriptasa reversa y un inhibidor de proteasa o un análogo no nucleósido 

inhibidor de transcriptasa reversa. NS, no significativo. * Resultados del ANOVA. Prueba post 

hoc de Fisher: † p<0.0001, comparado con todos los grupos, y ‡ p<0.01 entre etapa 

intermedia y tardía. 
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6.2.2. Características basales de los pacientes del estudio en ganglios 
linfáticos. 

 

Para participar en el estudio de ganglios linfáticos invitó a participar a 102 pacientes 

que presentaban linfadenopatía, de los cuales solo 24 pacientes reunieron los 

criterios de inclusión. Los pacientes que no reunieron los criterios o los pacientes para 

los que existió alguna razón para retirarlos se presentan en la Tabla 5.  

 

Tabla 5. Pacientes evaluados para ingreso al estudio de ganglios linfáticos y 
que fueron excluidos o retirados del protocolo. 
 

Pacientes Causa de retiro o exclusión 

34 Tratamiento previo con antirretrovirales 

4 No aceptó realizarse la biopsia 

7 No se obtuvo muestra 

7 No se obtuvieron células de la muestra 

4 No corresponde a ganglio (tejido mamario, graso y muscular) 

2 Infección por M. avium-intracellulare 

12 Infección por M. tuberculosis 

4 Diagnóstico de Sarcoma de Kaposi 

2 Diagnóstico de Lymphoma Non-Hodking 

 

Los 24 pacientes que cumplieron los criterios, presentaron resultados de análisis 

microbiológico negativo (cultivo de bacterias, hongos, micobacterias y PCR para M. 

tuberculosis). Tanto en la cuenta de células T CD4+ y como los niveles de carga viral 

plasmática se observaron diferencias significativas entre los grupos (Tabla 6). Cuando 

se compararon la edad o el sexo entre los grupos, no se observó diferencias 

significativas. Los hallazgos histopatológicos de los 24 pacientes se clasificaron en la 
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presencia o ausencia de dos características reportadas, hiperplasia folicular o 

depleción linfoide, realizando posteriormente un análisis de X2 entre los grupos. 

Después de análisis, no se observó diferencia significativa entre los grupos. Se 

determinó que el 79.2% de las muestras de ganglio linfático presentaban hiperplasia 

folicular y 20.8% de las muestras de ganglio mostraban disminución de la población 

linfoide (Tabla 6).  

 

 
Tabla 6. Características basales de los pacientes del estudio en ganglios 
linfáticos 
 

Característica Etapa 
temprana  

Etapa 
intermedia 

Etapa 
tardía 

Valor p 

Número de pacientes 6 12 6  

Media de edad (+/- DE) 30.8 + 7.6 27.4 + 5.8 31.6 + 6.8 NS 

Sexo (hombres, %)  67% 67% 67%  

Media de células T CD4+ (+/- DE) 685 + 163 ‡ 330 + 56 ‡ 114 + 35 ‡ < 0.0001*  

Media Log carga viral plasmática 
(copias RNA VIH-1/mL +/- DE) 

3.7 + 0.41‡ 4.8 + 0.23§ 5.2 + 0.31§ 0.01* 

Patología (% hiperplasia folicular) 50% 75% 100% NS 

NS, no significativo. * Resultados del ANOVA. Los resultados de prueba post-hoc de Fisher 

mostraron diferencias significativas entre cada grupo. ‡p <0.0001, §p <0.01 
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6.3. Resultados de estudio en sangre periférica. 

6.3.1. Correlación entre carga viral plasmática y cuenta de células T CD4+.   

 

Dado que está ampliamente descrita la correlación entre los niveles de carga viral 

plasmática y los niveles de células T CD4+ 207, se realizó el análisis de regresión lineal 

de los datos para determinar si este efecto era observado en nuestra población. De 

acuerdo a lo esperado, se observó correlación negativa entre ambas variables 

(r=0.644, p< 0.0001, Fig. 13). Cuando se estratificaron los datos por grupos de 

pacientes, no observó correlación entre ambas variables (datos no mostrados). 

 

 

Fig. 13.Correlación basal entre carga viral plasmática y 

cuenta de células T CD4+. 

Análisis de regresión lineal (mostrando bandas de 95% de 

intervalo de confianza, r=0.644, p<0.0001) de la cuenta de 

cuenta de células T CD4+ de sangre periférica y la carga 

viral plasmática.  
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6.3.2. Las células T CD8+ de sangre periférica de pacientes en etapa tardía 
muestran una menor respuesta anti-VIH no citotóxica. 

Como ya se ha descrito que existe una relación entre la etapa clínica143, es importante 

determinar si existen diferencias en la actividad anti-VIH no citotóxica entre los grupos 

de pacientes estudiados. En la media de la respuesta anti-VIH no citotóxica de células 

T CD8+ en sangre periférica basal se observó diferencia significativa (p>0.001; 

ANOVA) (Fig. 14) en el cociente 0.25:1, con valores de 65%, 81% y 40% para los 

grupos temprano, intermedio y tardío respectivamente. El grupo de etapa tardía fue 

significativamente menor que los otros dos grupos (p<0.05, prueba post-hoc de 

Fisher).  

 

Fig. 14.Respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ de 
sangre periférica en diferentes estadios de la enfermedad. 

Media de la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ (+/- ES) en 

cada grupo, expresado como por ciento de supresión de la replicación de 

VIHSF33 con tropismo CXCR4 en células T CD4+ a cociente CD8+/CD4+ 

de 0.25. *La media de la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T 

CD8+ en estadio tardío es menor con respecto a los otros grupos (p<0.01 

en la prueba post-hoc de Fisher).  
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6.3.3. Correlación basal entre la respuesta anti-VIH no citotóxica en células T 
CD8+ de sangre periférica y cuenta de células T CD4+.  

Debido a que las etapas clínicas están relacionadas con los niveles de células T 

CD4+, buscamos determinar si existe correlación entre la respuesta anti-VIH no 

citotóxica de células T CD8+ con la cuenta de células T CD4+. Al realizar el análisis se 

observa una correlación positiva entre respuesta anti-VIH no citotóxica de células T 

CD8+ y cuenta de células T CD4+ (r=0.589, p<0.0001. Fig. 15).  

 

Fig. 15.Correlación basal entre respuesta anti-VIH no 
citotóxica de células T CD8+ y cuenta de células T CD4+. 

Análisis de regresión lineal (mostrando bandas de 95% de 

intervalo de confianza) de la cuenta de cuenta de células T CD4+ 

de sangre periférica contra la respuesta anti-VIH no citotóxica de 

células T CD8+ (r=0.589, p<0.0001, ANOVA). La respuesta anti-

VIH no citotóxica de células T CD8+ es expresada como el por 

ciento de la inhibición de la replicación de VIHSF33 con tropismo 

CXCR4 en células T CD4+ al cociente CD8+/CD4+ de 0.25. 
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6.3.4. Correlación inversa entre la respuesta anti-VIH no citotóxica basal en 
células T CD8+ de sangre periférica y carga viral plasmática.  

 

Los bajos niveles de carga viral plasmática se han relacionado a una buena actividad 

anti-VIH de las células T CD8+ citotóxicas, por lo que se buscó determinar si existe 

correlación entre la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ y los niveles 

de carga viral plasmática. Se realizó regresión lineal de los datos, mostrándose una 

correlación negativa entre la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ y 

carga viral plasmática (Fig. 16) (r=0.625, p<0.0001). 

 

Fig. 16. Correlación inversa basal entre respuesta anti-VIH no 
citotóxica de células T CD8+ y carga viral plasmática. 

Regresión lineal de la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ 

con carga viral plasmática de los pacientes estudiados (se muestras 

bandas de 95% de intervalo de confianza, r=0.625, p<0.0001). Sólo una 

medición se encontraba en el límite de detección (50 copias de RNA-

VIH/mL). Por ciento de la inhibición de la replicación de VIHSF33 con 

tropismo CXCR4 en células T CD4+ al cociente CD8+/CD4+ de 0.25. 
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6.3.5. El tratamiento antirretroviral disminuye la carga viral plasmática de 
pacientes en etapa intermedia y tardía. 

 

A los pacientes se les realizó el seguimiento de niveles de carga viral plasmática 

antes y después del inicio del tratamiento antirretroviral (tabla 7, Fig. 18). Como ya se 

mencionó (Tabla 4) existe diferencia significativa en los niveles basales de carga viral 

plasmática entre los grupos de paciente (p<0.0001, ANOVA). El análisis de los niveles 

de carga viral plasmática con respecto al tiempo, muestra que no existe diferencia en 

los pacientes en etapa temprana (RM-ANOVA) (tabla 7,  Fig. 17). Sin embargo, se 

observa diferencia en los niveles de carga viral en los pacientes que recibieron 

tratamiento antirretroviral, en etapa intermedia (p<0.0001, RM-ANOVA) y en etapa 

tardía (p<0.0001, RM-ANOVA). Cuando se comparan los niveles de carga viral en las 

primeras 4 semanas de tratamiento con respecto a la basal se muestra una diferencia 

estadísticamente significativa en los pacientes de etapa intermedia (p<0.001, T-

pareada), así como en los pacientes de etapa tardía (p<0.0001, T-pareada). Si 

comparamos los niveles de carga viral plasmática de los diferentes puntos en el 

tiempo con respecto a la carga viral plasmática basal, observamos que esta 

disminución se mantiene hasta la semana 48 en los pacientes en etapa intermedia y 

tardía (p<0.0001, T-pareada), quienes iniciaron tratamiento antirretroviral. 
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Tabla 7.Niveles carga viral plasmática por etapa de la enfermedad, con respecto 
al tiempo. 
 

Etapa Basal Sem 4 Sem 12 Sem 24 Sem 48 

Temprana (copias 
RNA-VIH/mL ± ES) 

3.65 ± 0.36 ND 3.71 ± 0.42 3.58 ± 0.44 3.75 ± 0.34 

Intermedia (copias 
RNA-VIH/mL ± ES) 

5.12 ± 0.17 3.12 ± 0.26 1.85 ± 0.34 0.72 ± 0.35 1.13 ± 0.55 

Tardía (copias RNA-
VIH/mL ± ES) 

5.79 ± 0.11 2.39 ± 0.33 1.23 ± 0.24 1.2 ± 0.37 1.17 ± 0.41 

ND = No determinado. ES = Error estándar 

 

Para determinar si la diferencia en los niveles de carga viral entre los grupos se 

mantienen a través del tiempo, se compararon valores de carga viral entre los grupos 

en cada punto del tiempo de seguimiento. Existe diferencia significativa en los niveles 

de carga viral plasmática entre los grupos (tabla 4) antes del inicio de tratamiento. En 

la semana 4 después del inicio de el tratamiento antirretroviral altamente activo, la 

carga viral plasmática (Log copias RNA-VIH/mL) disminuye en el orden de 1.97 log de 

carga viral en la etapa intermedia y 3.53 log de carga viral en la etapa tardía, 

produciendo que se pierda la diferencia en los niveles de carga viral basales entre las 

etapas intermedia y tardía). Durante el seguimiento de las semanas 12, 24 y 48, las 

cargas virales plasmáticas se mantienen por debajo del 1.8 Log, y no se observan 

diferencias entre los grupos. Debido a que los pacientes de etapa temprana no 

reciben tratamiento antirretroviral, los niveles de carga viral de VIH se mantienen en 

un intervalo de 3.58 a 3.75 Log, permitiendo que a partir de la semana 12 se 

mantengan significativamente mayores a los niveles de los otros grupos (p<0.001, 

ANOVA) (Fig. 17). 
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Fig. 17.Cinética de niveles de carga viral plasmática durante el 
tratamiento antirretroviral. 

Valores promedio de la carga viral plasmática (Log copias RNA-VIH/mL ± ES) 

antes (semana 0) y durante el tratamiento antirretroviral. Prueba T-pareada,      

diferencia significativa (* p<0.001) de la determinación de carga viral en un 

punto en el tiempo con respecto a la determinación basal; Prueba post-hoc de 

Fisher, diferencia significativa (‡ p<0.01) de la determinación de carga viral 

entre grupos en un punto del tiempo. 
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6.3.6. El tratamiento antirretroviral incrementa  la cuenta de células T CD4+ en 
sangre de pacientes en etapa intermedia y tardía. 

A los pacientes se les realizó el seguimiento de niveles de carga viral plasmática y 

cuenta de células T CD4+ en sangre periférica a los pacientes antes y después del 

inicio del tratamiento antirretroviral (Tabla 8, Fig. 18). En los niveles de células T CD4+ 

en sangre periférica en pacientes de etapa temprana con respecto al tiempo de 

seguimiento no se observa diferencia significativa (RM-ANOVA). Los pacientes en 

etapa intermedia que iniciaron tratamiento muestran una tendencia al incremento en 

los niveles de células T CD4+ (p=0.09, RM-ANOVA). Cuando se analiza cada punto 

en el tiempo con respecto a la basal, se observa que hay un incremento significativo 

en las semanas 12, 24 y 48 (p<0.05, T-pareada). En los pacientes de etapa tardía, 

después del inicio de tratamiento antirretroviral, se observa un incremento significativo 

en los niveles de células T CD4+ (p<0.0001, RM-ANOVA). Cuando se analizan los 

niveles de células T CD4+ de los pacientes en etapa intermedia y tardía en cada punto 

en el tiempo con respecto a la basal, se observa un incremento significativo a partir de 

la semana 4 (p<0.01, T-pareada). El incremento en los niveles de células T CD4+ de 

los pacientes en etapa intermedia y tardía que recibieron tratamiento antirretroviral, se 

mantiene hasta la semana 48.  
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Tabla 8. Niveles de células T CD4+ por etapa con respecto al tiempo, en estudio 
de sangre periférica. 
 

Etapa Basal Sem 4 Sem 12 Sem 24 Sem 48 

Temprana (células/µl ± ES) 606 ± 75 ND 632 ± 94 605 ± 63 596 ± 95 

Intermedia (células/µl ± ES) § 340 ± 20 431 ± 55 452 ± 52 419 ± 38 513 ± 52 

Tardía (células/µl ± ES) § 65 ± 11 127 ± 21 163 ± 23 171 ± 22 236 ± 29 

ND = No determinado. ES = Error estándar. §Los pacientes en etapa intermedia y tardía 

iniciaron tratamiento antirretroviral después de la muestra basal. 

 

 

Para realizar un análisis más detallado de los cambios en los niveles de células T 

CD4+ en sangre periférica con respecto al tiempo de tratamiento, se realizaron 

comparaciones entre los grupos. Como ya se mencionó (Tabla 4), se observa 

diferencia significativa en los niveles de células T CD4+ en sangre periférica entre los 

grupos antes del inicio de tratamiento. En la semana 4 después del inicio de el 

tratamiento antirretroviral altamente activo, se observó diferencia significativa en los 

niveles de células T CD4+ entre las etapas intermedia y tardía (p<0.0001). En la 

semana 12 y 24 mantiene una diferencia significativa entre los grupos (p<0.0001, 

ANOVA). En la semana 48, aunque se muestra una diferencia significativa en los 

niveles de células T CD4+ entre los grupos (p<0.0001, ANOVA), la prueba post-hoc de 

Fisher muestra que esta diferencia existe sólo en los niveles de células T CD4+ de los 

pacientes de etapas intermedia y temprana (p<0.001). Es decir, los niveles de células 

T CD4+ en sangre periférica en los pacientes de etapa intermedia, quienes iniciaron 

tratamiento, dejan de ser distintos a los niveles de los pacientes en etapa temprana a 

las 48 semanas después de iniciado el tratamiento, a diferencia de los pacientes de 
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etapa tardía, que aunque se incrementan con el tiempo, no logran alcanzar los niveles 

de ninguna de las etapas. 

 

Fig. 18. Cinética de niveles de células T CD4+/µµµµl en sangre periférica  
durante el tratamiento antirretroviral. 

Media de la cuenta de células T CD4+ en sangre periférica (células/µl ± ES) antes y 

después del inicio de tratamiento antirretroviral. Diferencias inter-grupo en un punto en 

el tiempo, *p<0.05 (ANOVA). Diferencias con respecto a la muestra basal con respecto 

al tiempo ‡p<0.001 (Post-hoc Fisher). 

 

Neevia docConverter 5.1



RESULTADOS 

Pág. - 93 - 

6.3.7. El tratamiento antirretroviral incrementa la respuesta anti-VIH no 
citotóxica de células T CD8+ de pacientes en etapa tardía.  

 

Para determinar el efecto del tratamiento antirretroviral sobre la respuesta anti-VIH no 

citotóxica, se tomaron muestras de sangre periférica antes del inicio del tratamiento y 

durante las semanas 4, 12, 24 y 48 después de iniciado el tratamiento. A pacientes en 

etapa temprana sin tratamiento antirretroviral, se les realizó el seguimiento de la 

respuesta anti-VIH no citotóxica. Cómo ya se mencionó (Tabla 4, Fig. 19), se observa 

que los niveles basales de la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ son 

significativamente menores (p<0.01, ANOVA) en etapa tardía.  

 

Tabla 9. Niveles de la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ (% de 
inhibición de la replicación) por etapa de la enfermedad, con respecto al tiempo. 
 

Etapa Basal Sem 4 Sem 12 Sem 24 Sem 48 

Temprana (% inhibición ± ES) 72 ± 10 ND 79 ± 7 81 ± 5  75 ± 6 

Intermedia (% inhibición ± ES) 81 ± 5 74 ± 7 82 ± 5 79 ± 3 71 ± 6 

Tardía (% inhibición ± ES) 40 ± 7 * 69 ± 8 65 ± 6 69 ± 5 55 ± 5 

ND = No determinado. ES = Error estándar, p<0.01 prueba post-hoc de Fisher. 

 

En pacientes en etapa temprana, no se observan diferencias en la respuesta anti-VIH 

no citotóxica de células T CD8+ en sangre periférica durante el seguimiento. En 

pacientes en etapa intermedia, después de iniciado el tratamiento antirretroviral, no se 

observa diferencia (RM-ANOVA) en los niveles de respuesta anti-VIH no citotóxica de 

células T CD8+ en sangre periférica. En los pacientes de etapa tardía con bajos 

niveles basales de la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+, esta 

respuesta se incrementa a niveles semejantes a los niveles de la etapa intermedia en 
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las primeras 4 semanas de iniciado el tratamiento antirretroviral. El incremento de la 

respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ de pacientes en etapa tardía es 

temporal, debido a que comienza a disminuir progresivamente. Para la semana 48 

posterior al inicio del tratamiento antirretroviral, la respuesta anti-VIH no citotóxica de 

células T CD8+ de pacientes en etapa tardía muestra una diferencia significativa 

(p<0.05, post-hoc de Fisher) con respecto a los otros grupos (Tabla 9, Fig. 19). 

 

 

Fig. 19. Respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ en sangre periférica 
de pacientes en las etapas temprana, intermedia y tardía de la infección por VIH. 

Por ciento de la inhibición de la replicación de VIHSF33 con tropismo CXCR4 en células T 

CD4+ al cociente CD8+/CD4+ de 0.25 (media ± ES). Semana 0 indica la actividad basal, 

medida antes al inicio del tratamiento antirretroviral. Prueba T-pareada: diferencia significativa 

(* p<0.001) de la determinación de carga viral en un punto en el tiempo con respecto a la 

determinación basal. Prueba post-hoc de Fisher: diferencia significativa (‡ p<0.01) de la 

determinación de carga viral entre grupos en un punto del tiempo. 
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6.4. Resultados del estado basal del estudio en tejidos linfoides. 

6.4.1. Correlación entre la cuenta de células T CD4+ y carga viral plasmática. 

 

Los ganglios linfáticos son los principales sitios de replicación de VIH incluso en 

pacientes clínicamente estables208, son los principales sitios de patogénesis de 

VIH209,210, y el grado de evolución de la infección por VIH se ve reflejada en la 

estructura y función de los ganglios linfáticos53,208, razones por las cuales es 

importante determinar el efecto de VIH sobre la respuesta anti-VIH no citotóxica de 

células T  CD8+ de ganglios linfáticos. A partir de las células de obtenidas de sangre 

periférica y ganglios linfáticos obtenidas de los pacientes, se realizó en la 

cuantificación de la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T  CD8+, además de la 

determinación de carga viral y cuenta de células T CD4+ circulantes. 

Cómo ya se mostró, existe diferencia significativa en los niveles de carga viral 

plasmática y cuenta de células T CD4+ (Tabla 4). Para determinar si los pacientes a 

quienes se les extrajeron muestras de sangre periférica y ganglio linfático mostraban 

correlación entre los niveles de carga viral plasmática y los niveles de células T CD4+ 

(Fig. 20), como se ha descrito en otros estudios207, se realizó la regresión lineal de los 

datos, observándose correlación negativa entre ambas variables (r=0.550, p<0.01). 
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Fig. 20. Correlación basal entre carga viral plasmática y cuenta de 
células T CD4+. 

Regresión lineal mostrando bandas de 95% de intervalo de confianza (r= 0.550, 

p<0.01). La respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ es expresada 

como el por ciento de la inhibición de la replicación de VIHSF33 con tropismo 

CXCR4 en células T CD4+ al cociente CD8+/CD4+ de 0.25. 
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6.4.2. Los niveles de carga viral plasmática y cuenta de células T CD4+ en 
pacientes con linfadenopatía son similares a los descritos. 

 

Para determinar que los pacientes a quienes se les obtuvo ganglio linfático reúnen las 

características inmunológicas y virológicas para los grupos de pacientes, se 

analizaron los niveles de carga viral plasmática y número de células T CD4+ por 

grupo. Como se puede observar en la  

Tabla 6, la cuenta de células T CD4+ (Fig. 21A), son significativamente distintos entre 

los grupos (p<0.0001, ANOVA), mostrándose que la media es menor en la etapa 

tardía con respecto a ambos grupos (p<0.001, post-hoc de Fisher), y que los 

pacientes en etapa temprana tienen los niveles más altos de células T CD4+/µl 

(p<0.0001, post-hoc de Fisher). Los niveles basales de carga viral plasmática (Fig. 

21B) son significativamente distintos entre los grupos (p<0.01, ANOVA). Los niveles 

de carga viral plasmática en la etapa temprana son significativamente menores que 

los otros grupos (p<0.01, post-hoc de Fisher), y no se observan diferencias en las 

etapas intermedia y tardía. 
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Fig. 21. Niveles de células T CD4+ y carga viral plasmática por estadio 
clínico. 

Cuenta de células T CD4+ (A) y niveles de carga viral plasmática (B) por estadio 

clínico. Resultados de prueba post-hoc de Fisher.  
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6.4.3. Las células T CD8+ de sangre periférica y tejido linfoide de pacientes de 
etapa tardía, presentan una menor respuesta anti-VIH no citotóxica. 

 

Para determinar si existe diferencia entre la respuesta anti-VIH no citotóxica de 

células T CD8+ de sangre periférica y tejido linfoide de pacientes en diferentes etapas 

de la infección por VIH, se obtuvieron células de sangre periférica y de tejido linfoide 

de cada paciente. Las células T CD8+ obtenidas se utilizaron para determinar la 

respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+.  

Entre los grupos en las muestras de sangre periférica se encontró diferencia 

significativa (Fig. 22A, p=0.01, ANOVA), mostrándose que la etapa tardía es 

significativamente menor que el resto de los grupos (p<0.05, post-hoc de Fisher). En 

las muestras de tejido linfoide, también se encontró diferencia entre los grupos (Fig. 

22B, p<0.01, ANOVA), observándose que la etapa tardía es significativamente menor 

que el resto de los grupos (p<0.01, post-hoc de Fisher). 
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Fig. 22. Respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ por etapa clínica 
y por tejido.  

Sangre periférica (A) y tejido linfoides (B). Por ciento de la inhibición de la replicación de 

VIHSF33 con tropismo CXCR4 en células T CD4+ al cociente CD8+/CD4+ de 0.25 (media ± 

ES). Resultados de prueba post-hoc de Fisher. 

Neevia docConverter 5.1



RESULTADOS 

Pág. - 101 - 

6.4.4. La respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ de sangre periférica 
es similar a la respuesta de las células TCD8+ de tejido linfoide. 

Cuando se comparó la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ de sangre 

periférica con tejido linfoide de todos los pacientes (Fig. 23A) no se observó diferencia 

entre respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ en sangre periférica y tejido 

linfoide.  Cuando se analizó por etapa de la enfermedad no se encontró diferencia 

entre diferencias entre el origen de las muestras para la medición de la respuesta 

anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ (Fig. 23B). 

 

Fig. 23. Respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ por tejido. 

Actividad en el total de pacientes por tejido (A) y por estadio clínico (B). Por ciento de 

la inhibición de la replicación de VIHSF33 con tropismo CXCR4 en células T CD4+ al 

cociente CD8+/CD4+ de 0.25 (media ± ES).  
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6.4.5. Correlación entre la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ de 
tejido linfoide y la cuenta de células T CD4+ de sangre periférica. 

 

En las muestras de los pacientes del estudio de sangre periférica se encontró 

correlación de la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ con el conteo de 

células T CD4+ y carga viral, por lo cual se buscó verificar este dato en los pacientes a 

quienes se les obtuvo ganglio linfático. En las muestras de tejidos linfoides, se 

encontró correlación entre respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ de y los 

niveles de carga viral plasmática y conteo de células T CD4+.  

En las muestras de sangre periférica se observó correlación positiva entre la 

respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ y el conteo de células T CD4+ 

(r=0.481, p<0.05, ANOVA) (Fig. 24A). En las muestras de tejido linfoide también se 

encontró correlación positiva con el número de células T CD4+ (r=0.546, p<0.01, 

ANOVA) (Fig. 24B). 
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Fig. 24. Correlación basal entre cuenta de células T CD4+ y respuesta anti-VIH 
no citotóxica de células T CD8+ por tejido. 

Correlación basal entre cuenta de células T CD4+ y respuesta anti-VIH no citotóxica de 

células T CD8+ en sangre periférica (A) y tejido linfoide (B). La respuesta anti-VIH no 

citotóxica de células T CD8+ es expresada como el por ciento de la inhibición de la 

replicación de VIHSF33 con tropismo CXCR4 en células T CD4+ al cociente CD8+/CD4+ de 

0.25. Se muestras bandas de 95% de intervalo de confianza.  
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6.4.6. Correlación inversa entre la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T 
CD8+ de tejido linfoide y la carga viral plasmática. 

 

En los pacientes, se observó correlación negativa entre la carga viral plasmática y la 

respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ en sangre periférica (r=0.594, 

p<0.005, ANOVA, Fig. 25A) y en tejido linfoide (r = 0.562, p<0.01, ANOVA) (Fig. 25B). 

 

Fig. 25. Correlación basal entre cuenta de carga viral plasmática y respuesta 
anti-VIH no citotóxica de células T CD8+. 

Correlación basal entre carga viral plasmática y la respuesta anti-VIH no citotóxica de 

células T CD8+ en sangre periférica (A) y tejido linfoide (B). La respuesta anti-VIH no 

citotóxica de células T CD8+ es expresada como el por ciento de la inhibición de la 

replicación de VIHSF33 con tropismo CXCR4 en células T CD4+ al cociente CD8+/CD4+ 

de 0.25. Se muestras bandas de 95% de intervalo de confianza.  
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6.4.7. Correlación entre la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ de 
sangre periférica y la respuesta de las células TCD8+ de tejido linfoide. 

 

Obtenidas estas correlaciones, se buscó determinar si existe correlación entre 

respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ de ambos compartimentos, y se 

observó correlación positiva entre la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T 

CD8+ en sangre periférica y en tejido linfoide (r = 0.553, p<0.01, ANOVA) (Fig. 26). 

 

Fig. 26. Correlación basal entre la respuesta anti-VIH 
no citotóxica de células T CD8+ en sangre periférica y 
tejido linfoide. 

La respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ es 

expresada como el por ciento de la inhibición de la replicación 

de VIHSF33 con tropismo CXCR4 en células T CD4+ al cociente 

CD8+/CD4+ de 0.25. Se muestras bandas de 95% de intervalo 

de confianza.  
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7. DISCUSIÓN 

 

La infección por virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) tiene graves efectos 

sobre el sistema inmunológico. Existe una disminución progresiva del número de 

células T CD4+, lo que favorece el desarrollo de infecciones oportunistas en los 

individuos. En las etapas finales de la enfermedad es casi nula la capacidad de 

respuesta a los microorganismos lo que lleva a la muerte del individuo con VIH1. Con 

el inicio del uso de medicamentos antirretrovirales en los pacientes con VIH se ha 

observado una disminución significativa de la mortalidad y morbilidad67 como 

consecuencia de una mejoría del sistema inmunológica y una disminución de la 

presencia de infecciones oportunistas68. Las células T CD8+ específicas de VIH son 

capaces de proliferar91 y tener diversas funciones efectoras92. La respuesta anti-VIH 

no citotóxica de células T CD8+ es una respuesta inmunológica importante para el 

control de la infección211, 144. La respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ 

correlaciona con el estado clínico de los individuos infectados con VIH143 y la 

respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ de ganglios linfáticos de individuos 

con una lenta evolución de la enfermedad, tiene una mayor respuesta anti-VIH no 

citotóxica de células T CD8+ 145, aunque ha sido una descripción 5 pacientes con 3 

características clínicas.  

Existen algunos reportes en los que se ha evaluado el efecto de el tratamiento 

antirretroviral altamente activo sobre la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T 

CD8+ en pacientes durante la infección primaria205,y durante la infección crónica212. 

En estos estudios, se observa que la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T 

CD8+ disminuye por efecto del tratamiento antirretroviral. Desafortunadamente estos 

trabajos presentan algunos inconvenientes, como el hecho de que se desconocen los 
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mecanismos para el desarrollo de la respuesta anti-VIH no citotóxica en las etapas 

tempranas de la infección205, y desconocemos el efecto que el tratamiento puede 

tener en el desarrollo de dicha respuesta. Por otra parte, es difícil evaluar el efecto del  

tratamiento antirretroviral en quienes se ha utilizado previamente medicamentos 

antirretrovirales212. 

Los ganglios linfáticos son sitios importantes de la producción, almacenaje y 

persistencia de VIH, y se observa un alto número de células T CD4+ infectadas y altos 

niveles de carga viral desde etapas tempranas de la infección49. Conforme la infección 

progresa, la población de células T CD4+ de ganglios linfáticos disminuye, y el grado 

de evolución de la infección por VIH se ve reflejada en la estructura y función de los 

ganglios linfáticos53, con eventual pérdida de todas las estructuras anatómicas 

reconocibles52,208. 

En el presente estudio buscamos determinar si existe diferencia en la respuesta de la 

respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ en dos compartimentos, como son 

sangre periférica y tejidos linfoides, y determinar el efecto de el tratamiento 

antirretroviral altamente activo sobre la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T 

CD8+ en grupos de pacientes con infección crónica por VIH, clasificados por el grado 

de evolución de la enfermedad. 

Las etapas clínicas de la infección por VIH ha sido ampliamente documentada, y son 

utilizadas como parámetros de evolución y para el inicio de tratamiento 

antirretroviral63. Es clásica la correlación negativa entre los niveles de carga viral 

plasmática y el número de células T CD4+ circulantes207 de los pacientes con VIH. 

Estos parámetros son lo que utilizamos para la clasificación de las etapas clínicas del 

estudio (Tabla 4 y 6), por lo que fue posible identificar la correlación que existe entre 

los niveles plasmáticos de carga viral y número de células T CD4+. Esta relación entre 
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las etapas clínicas es importante, para que al realizar la medición de respuesta anti-

VIH no citotóxica, pudiéramos estar seguros de los resultados de respuesta anti-VIH 

no citotóxica. Como ya se había descrito143, los pacientes en etapas tardías presentan 

una menor respuesta anti-VIH no citotóxica, y que esta actividad depende del nivel de 

células T CD4+211. Lo que no ha quedado muy claro en otros estudios, es si la 

respuesta anti-VIH no citotóxica tiene alguna relación sobre la carga viral plasmática, 

por la correlación encontrada en nuestro trabajo en los dos grupos de pacientes 

estudiados (Fig. 16 y 25) provee de evidencia en este sentido. Lo que no es posible 

definir con estos datos es si la respuesta anti-VIH no citotóxica depende directamente 

del número de células T CD4+ o de los niveles de carga viral plasmática. La 

administración del tratamiento antirretroviral provee de cierta información.  

El tratamiento antirretroviral efectivo disminuye los niveles de carga viral plasmática y 

es claro que la suspensión del tratamiento permite la evolución de la infección175,213. A 

los pacientes de las etapas intermedias y tardías (Tabla 4 y 6), les administramos 

tratamiento antirretroviral, y los seguimos prospectivamente. Como ya se ha descrito, 

el tratamiento antirretroviral disminuyó la carga viral de los pacientes (Fig. 17), y 

permitió en incremento de las células T CD4+ (Fig. 18), los pacientes sin tratamiento 

antirretroviral permanecieron estables durante el seguimiento. Ambos efectos son 

similares en magnitud y cinética en los dos grupos. 

En el grupo de pacientes con muestras de sangre periférica, el tratamiento 

antirretroviral incrementa la respuesta anti-VIH no citotóxica de pacientes en estadios 

avanzados de la enfermedad, llegando a niveles similares de la respuesta anti-VIH no 

citotóxica de células T CD8+ de los pacientes de etapas intermedias, en las primeras 

4 semanas (Fig. 19). Este incremento en los pacientes en etapa tardía ocurre 

simultáneamente con la disminución de la carga viral plasmática y el incremento de 
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los niveles de células T CD4+. Los pacientes en etapa intermedia no mostraron 

incremento en la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ durante el 

tratamiento.  

Podría interpretarse que el tratamiento antirretroviral altamente activo no tiene efecto 

en la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ en los pacientes en etapa 

intermedia (Fig. 19). Sin embargo, un problema observado es que al analizar los 

datos en cocientes distintos (CD8/CD4, 0.5:1 ó 0.125:1), los valores de la respuesta 

anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ salían del intervalo medible (datos no 

mostrados). Por ejemplo, la mayoría de valores de inhibición de replicación de células 

T CD8+ de pacientes de cualquier etapa en el cociente 0.5:1, fueron cercanos al 

100%. Por el contrario, en el cocientes 0.125:1, los valores eran tan bajos (<10%), 

que impedían el análisis de los datos.  

Debido a que se ha mostrado que la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T 

CD8+ disminuye con el tiempo, en las etapas avanzadas de la infección143-145,214, 

nuestros resultados muestran que la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T 

CD8+ es estable a lo largo del tratamiento en pacientes de etapa intermedia.   

En los estudios con pacientes sin tratamiento antirretroviral143 se muestra que la 

respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ en sangre periférica tiene una 

correlación positiva con los niveles de células T CD4+, y una correlación negativa con 

los niveles de carga viral, lo que favorece la teoría del efecto benéfico que puede 

tener el incremento del número de células T CD4+ sobre la respuesta anti-VIH no 

citotóxica de células T CD8+. 

Bajo tratamiento antirretroviral las correlaciones de la respuesta anti-VIH no citotóxica 

con el número de células T CD4+ y carga viral se pierden, lo que muestra la compleja 

relación existente entre ellos. En este sentido, se ha descrito que el tratamiento 
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antirretroviral no solo favorece el incremento del número de células T CD4+, sino que 

además permite la restauración de la función de las células T CD4+. Un ejemplo de 

restauración de la función de las células T CD4+ es el incremento de la producción de 

IL-2215,216, uno de los principales activadores de la respuesta anti-VIH no citotóxica de 

células T CD8+ 217,218.  

Aunque existe la posibilidad de que altos niveles de carga viral por si misma pudieran 

inhibir respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+. Sin embargo varios 

pacientes con control viral antes del tratamiento antirretroviral (7 de 17 pacientes en 

etapa tardía), no mostraban altos niveles de la respuesta anti-VIH no citotóxica de 

células T CD8+. Además, algunos individuos con baja respuesta anti-VIH no citotóxica 

de células T CD8+ en etapa intermedia, no mostraron altos niveles de carga viral. Por 

estas razones, la respuesta no parece estar influenciada por la viremia plasmática. 

Dado que las respuestas específicas contra el VIH, tanto de células T como células B, 

disminuyen en relación a los niveles de carga viral por efecto de el tratamiento 

antirretroviral altamente activo116,197,219-222, el efecto de el tratamiento antirretroviral 

altamente activo en otras respuestas inmunológicas son de enorme interés.  

Como ya mencionamos, los estudios previos del efecto de tratamiento antirretroviral 

sobre la respuesta anti-VIH no citotóxica sugieren datos discordantes. Por ejemplo, 

que se requieren ciertos niveles de antígeno circulante para iniciar o mantener la 

respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+205, y por otra parte, es difícil 

evaluar si realmente el tratamiento disminuye la actividad anti-VIH no citotóxica en 

quienes se ha utilizado previamente medicamentos antirretrovirales 212.  

En contraste nuestros resultados muestran poca evidencia de que el tratamiento 

antirretroviral altamente activo disminuya la respuesta anti-VIH no citotóxica de 

células T CD8+. Incluso en pacientes en etapa avanzada, los niveles de la respuesta 
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anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ se incrementan después de iniciado el 

tratamiento antirretroviral altamente activo. Además, en los grupos de pacientes con 

tratamiento la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ se mantiene en altos 

niveles durante más de 1 año, y en algunos casos incluso en más de 2 años. Estos 

resultados no favorecen la teoría del efecto negativo del tratamiento antirretroviral 

altamente activo sobre respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+, pero 

pueden reflejar que después de la etapa aguda, cuando la infección se ha 

establecido, no se requiere de carga viral sostenida para mantener la respuesta anti-

VIH no citotóxica de células T CD8+. Al momento, no tenemos una explicación sobre 

el porqué nuestros resultados difieren de los reportados por Wilkinson et al.212, por lo 

que se requiere de mayor trabajo con pacientes bajo tratamiento antirretroviral en 

diferentes estadios de la infección por VIH, para aclarar estas diferencias. 

Especialmente determinar si el incremento la respuesta anti-VIH no citotóxica 

depende directamente de la función de células T CD4+, como puede ser la producción 

de citocinas. 

Los estudios de sangre periférica y tejido linfoide tuvieron que trabajarse por separado 

debido a las condiciones logísticas. Primero, muchos de los pacientes con 

linfadenopatía presentaron infecciones oportunistas en los tejidos linfoides (tabla 5), 

considerado un criterio de exclusión. Segundo, muy pocos pacientes con 

linfadenopatía cumplían los criterios de inicio de tratamiento (< 350 células T CD4+). 

Tercero, los pacientes de quienes obtuvimos ganglio linfático basal e iniciaron 

tratamiento antirretroviral, los ganglios linfáticos antes identificables, disminuyeron de 

tamaño, impidiendo a los cirujanos obtener muestras utilizables. Por estas razones, el 

seguimiento de la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ en sangre 

periférica fue logísticamente más sencillo, con respecto al seguimiento de los 
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pacientes con biopsias de ganglio linfático. Sin embargo, la descripción de los 

ganglios linfáticos nos provee de cierta información, y consideramos continuar el 

seguimiento de este grupo de pacientes. 

La posible relación entre los niveles de carga viral y cuenta de células T CD4+ con los 

niveles de la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ en ganglios linfáticos, 

fue sugerida previamente145. Este estudio muestra que la respuesta anti-VIH no 

citotóxica de células T CD8+ en ganglios linfáticos es distinta entre los pacientes, y 

que puede ser distinta con respecto a la respuesta anti-VIH no citotóxica de sangre 

periférica. En este estudio es difícil evaluar si realmente existen diferencias entre las 

etapas clínicas de los pacientes o si el origen de las células favorece una mejor 

respuesta, si sólo se estudiaron 5 pacientes. Como se sugirió en el estudio 

descrito145, la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ en ganglios linfáticos 

de los pacientes en etapas avanzadas de la infección por VIH mostraron una menor 

actividad con respecto a los pacientes en etapas tempranas (Fig. 22). Sin embargo, 

no encontramos diferencias en la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ 

de sangre periférica o tejidos linfoides en las distintas etapas de la infección por VIH. 

Esto puede reflejar que el efecto de la replicación de VIH sobre el sistema 

inmunológico afecta a todos los compartimentos, y que la pérdida progresiva de la 

arquitectura y función de los ganglios linfáticos afecta a las células CD8+ presentes.  

Aunque encontramos diferencias individuales, cuando se buscaron diferencias de la 

respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ en sangre periférica y ganglios 

linfáticos en pacientes de un mismo grupo, no fue posible encontrar dichas diferencias 

(Fig. 23). Al contrario, encontramos una correlación entre los niveles de la respuesta 

anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ en sangre periférica y ganglios linfáticos (Fig. 

26). Al parecer el efecto de la replicación de VIH tiene el mismo efecto sobre la 
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respuesta anti-VIH no citotóxica tanto en sangre periférica como en tejido linfoide, 

puesto que encontramos una correlación positiva con los niveles de células T CD4+ 

(Fig. 24) y una correlación negativa con la carga viral plasmática (Fig. 25). Si el 

ambiente linfoide es importante para la respuesta anti-VIH no citotóxica, como la 

producción de citocinas, es posible que la pérdida de la arquitectura y función223,224 

tengan el mismo efecto sobre las células T CD8+ de cualquier origen tisular.  

Para determinar si realmente el ambiente linfoide puede tener algún efecto sobre esta 

actividad, es necesario el análisis de las diversas funciones del tejido linfoide y su 

relación con la respuesta anti-VIH no citotóxica células T CD8+, tales como la 

producción de citocinas, la interacción con células dendríticas por mencionar solo 

algunas.  

Finalmente, consideramos que la respuesta anti-VIH no citotóxica puede estar más 

relacionada a la función del sistema inmunológico (Fig. 27). Por ejemplo, en la etapa 

temprana de la infección el número y función de las células T CD4+ son altos, y la 

respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ son altos. Sin embargo, conforme 

la enfermedad avanza, las cargas virales se incrementan y la función de las células T 

CD8+ disminuyen. Si el control de la replicación de VIH por el tratamiento 

antirretroviral permite una reconstitución de diversas funciones inmunológicas, podría 

favorecer el incremento mostrado de la respuesta anti-VIH no citotóxica. Sin embargo, 

aún queda por demostrar cuales son las funciones que la respuesta anti-VIH no 

citotóxica requiere para su desarrollo y permanencia. 
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Fig. 27. La respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ depende de la 
función del sistema inmunológico. 

A) En la etapa temprana de la infección por VIH, las células del sistema inmunológico 
generan diversas respuestas efectoras que inducen la generación de la respuesta anti-VIH 
no citotóxica de células T CD8+ (CNAR). La respuesta de las células T CD8+ limita la 
replicación de VIH. En esta etapa existen continuos ciclos de replicación, estos se dan a 
pesar del control que ejercen de las células T CD8+, permitiendo la evolución de la 
enfermedad. B) En las etapas tardías de la infección por VIH la pérdida de las células T 
CD4+ da como resultado una disminución de la capacidad funcional del sistema 
inmunológico, impidiendo que la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+, sea 
capaz de controlar la replicación de VIH. La falta del control de la replicación de VIH 
favorece la eliminación de las células T CD4+. C) El tratamiento antirretroviral altamente 
activo controla la replicación de VIH permitiendo la recuperación del número y función de 
células T CD4+. Esta recuperación incrementa la respuesta anti-VIH no citotóxica de 
células T CD8+. 
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8. CONCLUSIONES  

  

1. La respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ inhibe la replicación de 

VIH in vitro y es dependiente de dosis.  

2. Los niveles de células T CD4+ y la carga viral plasmática definen las etapas 

clínicas de la infección por VIH.  

3. La respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ está asociada a la etapa 

clínica, y por lo tanto, al número de células T CD4+ circulantes y a los niveles 

de carga viral plasmática. 

4. El tratamiento antirretroviral efectivo disminuye la carga viral plasmática e 

incrementar el número de células T CD4+, permitiendo el incremento de la 

respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ en pacientes en etapa 

tardía de la infección por VIH.  

5. La respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ de ganglios linfáticos es 

similar a la respuesta de de células T CD8+ de sangre periférica, mostrando 

correlación positiva con los niveles de células T CD4+ circulantes y correlación 

negativa con la carga viral plasmática.  

 

 

  

Neevia docConverter 5.1



PERSPECTIVAS 

Pág. - 116 - 

9. PERSPECTIVAS 

 

Este trabajo ha permitido el desarrollo de nuevas preguntas asociadas a la respuesta 

anti-VIH no citotóxica de células T CD8+: 

1. La identidad de la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+, es 

necesaria para describir los mecanismos por los que la inhibición de la 

replicación de VIH ocurre. Si la respuesta anti-VIH no citotóxica es mediada por 

una proteína, ¿cuáles son los receptores?, ¿cuáles son las vías de 

señalización?, ¿cómo es producida por las células T CD8+?, ¿cuáles son los 

mecanismos de regulación? 

2. Si la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ es dependiente de la 

función de las células T CD4+, ¿las citocinas producidas por las células T 

CD4+ inducen el desarrollo de esta respuesta? ¿o depende de la función de 

otros grupos celulares? Es importante evaluar la producción de citocinas como 

primer paso. 

3. Si la respuesta anti-VIH no citotóxica de células T CD8+ inhibe la replicación 

de VIH in vivo, es importante evaluar su efecto sobre los niveles de carga viral. 

Un ejemplo, es la medición de carga viral en tejidos linfoides de pacientes con 

alta respuesta anti-VIH no citotóxica. 

4. Si el tratamiento antirretroviral mejora la anti-VIH no citotóxica de células T 

CD8+, ¿es posible mantener altos niveles de inhibición de la replicación por 

largos periodos de tiempo?  
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10. ANEXOS 

ANEXO 1. Categorías clínicas de la infección por VIH 

 

Las categorías clínicas de la infección por VIH del Centro para el Control y Prevención 

de Enfermedades (CDC) están basadas en la cuenta de células T CD4+ más baja y 

exacta, que no necesariamente es la más reciente63.  

Categoría 1: > 500 céls/µL 

Categoría 2: 200-499 céls/µL 

Categoría 3: < 200 céls/µL 

 

De acuerdo a la revisión de la clasificación, los pacientes pueden agruparse 

clínicamente en 3 categorías: 

 

Categoría A:  

o Infección asintomática por VIH 
o Linfadenopatía generalizada persistente 
o Infección aguda por VIH 

 

Categoría B: 

Estado sintomática de individuo infectado por VIH, con características que no se 

encuentran enlistadas en la categoría C y que reunen los siguientes criterios: a) 

condiciones atribuidas a infección por VIH o indicativas de defectos en la inmunidad 

celular; b) condiciones consideradas médicas que tienen un curso clínico o requieren 

de manejo que puede ser complicado por la infección por VIH. Ejemplos que se 

incluyen, pero que no son limitados a éstos, son: 

o Angiomatosis bacilar 
o Candidiasis orofaringea 
o Candidiasis vulvovaginal, persistente o de poca respuesta al tratamiento 
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o Displasia cervical (moderada o severa)/carcinoma cervical in situ 
o Síntomas constitutivos, fiebre (38.5 °C), diarrea crónica > 1 mes 
o Leucoplasia vellosa oral 
o Herpes zoster, dos episodios distintos, o más de un dermatoma 
o Púrpura trombocitopénica idiopática 
o Listeriosis 
o Enfermedad inflamatoria pélvica, si es complicada por abscesos del tubo 

ovárico 
o Neuropatía periférica 

 

Categoría C  

Incluye las condiciones clínicas listadas a continuación. Para propósitos de 

clasificación, una vez que se ha presentado una condición de categoría C, la persona 

permanecerá en esa categoría 

o Candidiasis bronquial, traqueal o pulmonar,  
o Candidiasis en esófago 
o Cancer cervical invasivo 
o Coccidioidomicosis, diseminada o extrapulmonar 
o Criptococosis extrapulmonar 
o Criptosporidiosis intestinal crónica (> de 1 mes) 
o Infección por CMV (hígado, bazo, ganglios) 
o Retinitis por CMV (con pérdida de la visión) 
o Encefalopatía relacionada a VIH 
o Infección por Herpes simples, ulceras crónicas (> de 1 mes), bronquitis, 

neumonitis, esofagitis 
o Histoplasmosis, diseminada o extrapulmonar 
o Infección por Isospora, intestinal crónica 
o Sarcoma de Kaposi 
o Linfoma de Burkitt 
o Linfoma inmunoblástica 
o Linfoma primario en cerebro 
o Complejo Mycobacterium avium-intracellulare, M. kansasii, diseminada o 

extrapulmonar 
o Mycobacterium tuberculosis, pulmonary o extrapulmonar 
o Otras especies de Mycobacterium, diseminadas o extrapulmonares 
o Neumonía por Pneumocystis jirovecii (antes P. carinii) 
o Neumonía recurrente 
o Leucoencefalopatía multifocal progresiva 
o Septicemia por salmonela, recurrente 
o Toxoplasmosis cerebral 
o Síndrome de desgaste asociado a VIH 

 

Neevia docConverter 5.1



ANEXO 2 

Pág. - 119 - 

ANEXO 2. Medicamentos anti-VIH aprobados por Agencia Federal de Alimentos de E.U. 
(FDA) para su uso en humanos hasta 2007. 

  Medicamento 
Aprobación 

FDA 
Observaciones 

 
Estructura Referencia 

Análogos Nucleósidos / Nucleótidos inhibidores de transcriptasa reversa 

1 Abacavir 
(Ziagen) 1998 

Se han descrito selección con al menos dos mutaciones de resistencia 
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: [(1R,4R)-4-[2-amino-6-
(cyclopropylamino)purin-9-yl]-1-cyclopent-2-enyl]methanol   
Peso molecular: 286.333  
Fórmula: C14H18N6O 
Pubmed número indicador de sustancia: 612310 

 

McDowell J.A.225  
 
 
 

2 Didanosina 
(Videx) 1991 

Se han descrito selección con al menos dos mutaciones de resistencia. 
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: 9-[(2R,5S)-5-
(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]-3H-purin-6-one  
Peso molecular: 236.227  
Fórmula: C10H12N4O3 
Pubmed Número indicador de sustancia 7847362 

 

Dolin R.226  
 
 
 

3 Emtricitabina 
(Emtriva) 2003 

Mutaciones en el codón 184 han sido asociadas a resistencia. 
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: 1-[(2R,5R)-5-
(hydroxymethyl)-2,5-dihydrofuran-2-yl]-5-methyl-pyrimidine-2,4-dione  
Peso molecular: 224.213  
Fórmula: C10H12N2O4 
Pubmed Número indicador de sustancia: 7848262 

 
 
 
 
 
 

Saag M.S.227  
 
 
 
 
 
 

N
eevia docC

onverter 5.1



ANEXO 2 

Pág. - 120 - 

  Medicamento 
Aprobación 

FDA 
Observaciones 

 
Estructura Referencia 

4 Lamivudina 
(Epivir) 1995 

Mutaciones en el codón 184 han sido asociadas a resistencia. 
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: 4-amino-1-[(2R,5S)-2-
(hydroxymethyl)-1,3-oxathiolan-5-yl]pyrimidin-2-one  
Peso molecular: 229.257  
Fórmula: C8H11N3O3S 
Pubmed Número indicador de sustancia: 197069 

 

Eron J.J.228 
 
 
 

5 Estavudina 
(Zerit) 1994 

Selección con al menos una mutación de resistencia. 
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: 1-[(2R,5R)-5-
(hydroxymethyl)-2,5-dihydrofuran-2-yl]-5-methyl-pyrimidine-2,4-dione  
Peso molecular: 224.213 
Fórmula: C10H12N2O4 
Pubmed Número indicador de sustancia: 7847511 

 

Havlir D.V.229 
 
 
 

6 Tenofovir 2000 

Selección con al menos una mutación de resistencia 
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: [(2R)-1-(6-aminopurin-
9-yl)propan-2-yl]oxymethylphosphonic acid  
Peso molecular: 287.213 
Fórmula: C9H14N5O4P 
Pubmed Número indicador de sustancia: 699321 

 

Squires K.230  
 
 
 

7 Zalcitabina 
(Hivid) 1992 

Descontinuado por el fabricante el 31 de Diciembre de 06 

Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: 4-amino-1-[(2R,5S)-5-
(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]pyrimidin-2-one  
Peso molecular: 211.218 
Fórmula: C9H13N3O3 
Pubmed Número indicador de sustancia: 7847478 
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  Medicamento 
Aprobación 

FDA 
Observaciones 

 
Estructura Referencia 

8 Zidovudina 
(Retrovir) 1987 

Se han descrito al menos 6 mutaciones de resistencia 
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: 1-[(2R,4S,5R)-4-azido-
5-(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]-5-methyl-pyrimidine-2,4-dione  
Peso molecular: 267.242.  Fórmula: C10H13N5O4 
Pubmed Número indicador de sustancia: 7847479 

 

Fischl M.A.164   
 
 
 

Análogos no nucleósidos inhibidores de transcriptasa reversa 

9 Delavirdina 
(Rescriptor) 1997 

Selección con al menos una mutación de resistencia. Resistencia 
cruzada con nevirapina y efavirenz. 
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: N-[2-[4-[3-(propan-2-
ylamino)pyridin-2-yl]piperazine-1-carbonyl]-1H-indol-5-
yl]methanesulfonamide  
Peso molecular: 456.562.   Fórmula: C22H28N6O3S 
Pubmed Número indicador de sustancia:  

Friedland G.H.231  
 
 

10 Efavirenz 
(Sustiva) 1998 

Selección al menos una mutación de resistencia. Resistencia cruzada 
con nevirapina y delavirdina. 
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: (10R)-3-chloro-10-(2-
cyclopropylethynyl)-10-(trifluoromethyl)-9-oxa-7-azabicyclo[4.4.0]deca-
2,4,11-trien-8-one  
Peso molecular: 315.675.  Fórmula: C14H9ClF3NO2 
Pubmed número indicador de sustancia: 7847960 

 

Staszewski S.232  
 
 

11 Nevirapina 
(Viramune) 1996 

Selección con al menos una mutación de resistencia. Resistencia 
cruzada con efavirenz y delavirdina. 
Peso molecular: 266.298.   
Fórmula: C15H14N4O 
Pubmed número indicador de sustancia: 7847501 

 

D'Aquila R.T.233   
 
 

N
eevia docC

onverter 5.1



ANEXO 2 

Pág. - 122 - 

  Medicamento 
Aprobación 

FDA 
Observaciones 

 
Estructura Referencia 

Inhibidores de proteasa 

12 Amprenavir 
(Agenerase) 1999 

Selección con al menos una mutación de resistencia.  
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: [(3S)-oxolan-3-yl] N-
[(2S,3R)-4-[(4-aminophenyl)sulfonyl-(2-methylpropyl)amino]-3-hydroxy-1-
phenyl-butan-2-yl]carbamate  
Peso molecular: 505.628 
Fórmula: C25H35N3O6S 
Pubmed número indicador de sustancia: 206962  

Notermans 
D.W.234   

 
 
 

13 Atazanavir 
(Zrivada) 2003 

Selección con al menos una mutación de resistencia.  
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: methyl N-[(1S)-1-
[[(2S,3S)-3-hydroxy-4-[[[(2S)-2-(methoxycarbonylamino)-3,3-dimethyl-
butanoyl]amino]-[(4-pyridin-2-ylphenyl)methyl]amino]-1-phenyl-butan-2-
yl]carbamoyl]-2,2-dimethyl-propyl]carbamate  
Peso molecular: 704.856 
Fórmula: C38H52N6O7 
Pubmed número indicador de sustancia: 621982  

Sanne I.235   
 
 
 

14 Darunavir 2006 

Selección con al menos una mutación de resistencia. V32I, L33F, I47V, 
I54L, G73S, y L89V 
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: [(1S,5R,8S)-4,6-
dioxabicyclo[3.3.0]oct-8-yl] N-[(2S,3R)-4-[(4-aminophenyl)sulfonyl-(2-
methylpropyl)amino]-3-hydroxy-1-phenyl-butan-2-yl]carbamate  
Peso molecular: 547.665 
Fórmula : C27H37N3O7S 
Pubmed número indicador de sustancia: 786894  

Katlama C.236   
 
 
 

15 
Fosamprenavir 

(Lexiva) 2003 

Selección con al menos una mutación de resistencia.  
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: [(2R,3S)-1-[(4-
aminophenyl)sulfonyl-(2-methylpropyl)amino]-3-[[(3S)-oxolan-3-
yl]oxycarbonylamino]-4-phenyl-butan-2-yl]oxyphosphonic acid  
Peso molecular: 585.608  
Fórmula: C25H36N3O9PS 
Pubmed número indicador de sustancia: 630866 

 

Rodriguez- 
French A.237   
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16 Indinavir 
(Crixivan) 1996 

M46I es asociada con resistencia cruzada a ritonavir, nelfinavir, y 
amprenavir 
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: (2S)-1-[(2S,4S)-2-
hydroxy-4-[[(1R,2R)-2-hydroxy-2,3-dihydro-1H-inden-1-yl]carbamoyl]-5-
phenyl-pentyl]-4-(pyridin-3-ylmethyl)-N-tert-butyl-piperazine-2-
carboxamide; sulfuric acid 
Peso molecular: 711.869  
Fórmula: C36H49N5O8S 
Pubmed número indicador de sustancia: 197165 

 

Gulick R.M.238   
 
 
 

17 
Lopinavir/ 
Ritonavir 
(Kaletra) 

Kaletra 
2000 

 
Ritonavir 

1996 

Selección con varias mutaciones de resistencia.  
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada (Lopinavir): (2S)-N-
[(2R,4S,5S)-5-[[2-(2,6-dimethylphenoxy)acetyl]amino]-4-hydroxy-1,6-
diphenyl-hexan-2-yl]-3-methyl-2-(2-oxo-1,3-diazinan-1-yl)butanamide  
Peso molecular: 628.801.  Fórmula: C37H48N4O5 
Pubmed número indicador de sustancia: 615079 

 

 
 
 
 

Walmsley S.239   
 
 
 
 

Notermans 
D.W.234   

 
 
 
 

La mutación M46I es asociada con resistencia cruzada a ritonavir, 
nelfinavir, y amprenavir  
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada (Ritonavir): 1,3-thiazol-5-
ylmethyl N-[(2S,3S,5R)-3-hydroxy-5-[[(2S)-3-methyl-2-[[methyl-[(2-
propan-2-yl-1,3-thiazol-4-yl)methyl]carbamoyl]amino]butanoyl]amino]-1,6-
diphenyl-hexan-2-yl]carbamate  
Peso molecular: 720.946.  Fórmula: C37H48N6O5S2 
Pubmed número indicador de sustancia: 612199  

18 Nelfinavir 
(Viracept) 1997 

Selección con al menos una mutación de resistencia.  
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: (3S,4aS,8aR)-2-
[(2R,3S)-2-hydroxy-3-[(3-hydroxy-2-methyl-benzoyl)amino]-4-
phenylsulfanyl-butyl]-N-tert-butyl-3,4,4a,5,6,7,8,8a-octahydro-1H-
isoquinoline-3-carboxamide  
Peso molecular: 567.784 
Fórmula: C32H45N3O4S 
Pubmed número indicador de sustancia: 206971  

Tebas P.240   
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19 Saquinavir 
(Fortovase) 1995 

Selección con al menos dos mutaciones de resistencia. G48V, L90M. 
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: (2S)-N-[(2S,3R)-4-
[(3S,4aS,8aR)-3-(tert-butylcarbamoyl)-3,4,4a,5,6,7,8,8a-octahydro-1H-
isoquinolin-2-yl]-3-hydroxy-1-phenyl-butan-2-yl]-2-(quinoline-2-
carbonylamino)butanediamide  
Peso molecular: 670.841 
Fórmula: C38H50N6O5 
Pubmed número indicador de sustancia: 7847495  

Mitsuyasu R.T.241  
 
 
 

20 Tipranavir 
(Aptivus) 2005 

Selección con al menos una mutación de resistencia. 10V/I/S, 13V, 
33F/I/V, 82L/T, and 84V 
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: N-[3-[(1R)-1-[(6R)-2-
hydroxy-4-oxo-6-phenethyl-6-propyl-5H-pyran-3-yl]propyl]phenyl]-5-
(trifluoromethyl)pyridine-2-sulfonamide  
Peso molecular: 602.665  
Fórmula: C31H33F3N2O5S 
Pubmed número indicador de sustancia: 615083  

Hicks C.242   
 
 
 

Inhibidores de fusión 

21 Enfuvirtide 
(Fuzeon) 2003 

Selección con varias mutaciones de resistencia en 
gp41. 
Peso Molecular: 4491.87604 
Fórmula: C204H301N51O64 
Pubmed número indicador de sustancia: 623635 

 

Lalezari J.P.243,  
Clotet B.244   

 
 
 

22 Maraviroc 
(Celsentry) 2008 

Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: 4,4-difluoro-N-[(1S)-3-
[(1R,5S)-3-(3-methyl-5-propan-2-yl-1,2,4-triazol-4-yl)-8-
azabicyclo[3.2.1]octan-8-yl]-1-phenylpropyl]cyclohexane-1-carboxamide 
Peso molecular: 513.665546  
Fórmula: C29H41F2N5O 
Pubmed número indicador de sustancia: 3002977 
 

 

Dorr P97 
Eggink D245 
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Inhibidores de Integrasa 

23 Raltegravir  
(Isentress) 2007 

No se han descrito hasta el momento mutaciones relacionadas. 
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada: potassium (Z)-[(4-
fluorophenyl)methylamino]-[1-methyl-2-[2-[(5-methyl1,3,4-oxadiazole-2-
carbonyl)amino]propan-2-yl]-5,6-dioxopyrimidin-4-ylidene]methanolate 
Peso Molecular: 482.5 g/mol 
Fórmula: C20H20FKN6O5 
PUBMED número indicador de sustancia: 26683830  

Markowitz M.246   
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CD8� Cell Noncytotoxic Anti-HIV Response: Restoration by
HAART in the Late Stage of Infection

KLINTSY J. TORRES,1 FERNANDA GUTIÉRREZ,2 ENRIQUE ESPINOSA,1 CARL MACKEWICZ,3

JUSTINO REGALADO,4 and GUSTAVO REYES-TERÁN1

ABSTRACT

Highly active antiretroviral therapy (HAART) is currently the best HIV infection management strategy. How-
ever, its effects on the CD8� T cell noncytotoxic anti-HIV response (CNAR) are not well known. We investi-
gated if HAART has different effects on CNAR in patients at the intermediate and late stages of HIV infec-
tion. Untreated healthy HIV-infected subjects with a mean CD4� T cell count of 606 cells/�l were examined
as a reference group. Plasma viral load, CD4� T cell count, and CNAR activity were measured at baseline
and regular intervals for at least 48 weeks following initiation of HAART. Baseline CNAR activity in all sub-
jects correlated inversely with viral load and directly with CD4 T� cell counts. The level of CNAR in the late-
stage group was significantly lower than in the intermediate-stage and the healthy reference group (p � 0.01).
Following initiation of HAART, substantial increases in CD4� T cell counts and decreases in viral loads were
observed in both groups, indicating treatment success. CNAR activity was found to be increased significantly
during HAART, but only in the late-stage group (p � 0.01). This increase in CD8� cell function was seen
within 4 weeks of treatment initiation and resulted in levels of CNAR activity almost equal to those observed
in the healthy reference subjects. Our findings suggest a beneficial effect on CNAR in those individuals with
reduced activity, typically in late-stage infection.

INTRODUCTION

HIGHLY ACTIVE ANTIRETROVIRAL THERAPY (HAART) is cur-
rently the best strategy for the management of HIV in-

fection. This form of treatment typically reduces HIV plasma
loads to low or undetectable levels within 1–2 months,1,2 in-
creases CD4� T cell number,3,4 and is associated with an im-
provement in clinical status.5–8 An important issue pertaining
to the clinical efficacy of HAART is its effect upon the immune
system in general and upon anti-HIV-specific immune re-
sponses. In this regard, the immune reconstitution that follows
HAART includes increases in T cell proliferative responsive-
ness to recall antigens and mitogens,9–12 increases in cytokine
production,9,13,14 increases in B cell responses,15,16 and the
restoration of an immune phenotype characterized by low level
activation antigen expression.9,17–19 The effect of HAART on
CD8� T cell cytotoxic T lymphocyte (CTL) function is vari-

able. Specific CTL activity toward certain pathogens is in-
creased during HAART,20,21 whereas, CTL responses directed
toward HIV can increase,11,22,23 decrease,24,25 or remain un-
changed as a result of HAART.26,27 However, the number of
HIV-specific CD8� cells, enumerated by tetramer staining or
cytokine production, usually decreases following effective
HAART therapy.24,26,28–30

The effect of HAART on the CD8� T cell noncytotoxic anti-
HIV response (CNAR), potentially an innate CD8� T cell-me-
diated activity against HIV,31 is not well understood. CNAR is
characterized as a suppression of virus replication in acutely in-
fected CD4� cells by CD8� T cells from HIV-infected sub-
jects.32,33 This activity is independent of cytotoxic effects on
the CD4� target cells,32,34–37 and can be mediated by one or
more soluble mediators.34,38,39 Investigation of CNAR activity
in various clinical settings suggests that it may constitute an
important immune response against HIV.40–43 CNAR activity

1Departamento de Investigación en Enfermedades Infecciosas (CIENI), Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), México
City, México.

2Clínica 72, Instituto Mexicano del Seguro Social, Tlalnepantla, Estado de México.
3Laboratory of Tumor and AIDS Virus Research, University of California, San Francisco, California 94105.
4Clínica de Tabaquismo, Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), México City, México.

6048_05_p144-152  1/30/06  2:55 PM  Page 144

Neevia docConverter 5.1



correlates positively with both CD4� T cell count and clinical
status,41,44–46 and is often lost with HIV disease progression.47

Two studies have addressed the effect of HAART on the
level of CNAR activity in HIV-infected individuals. One study
reported that patients in the chronic phase of HIV infection
showed a decrease in CNAR when treatment was switched from
mono- or bitherapy to HAART.48 In the other study, initiation
of HAART in the primary stage of HIV infection resulted in
decreases in CNAR activity in the first 24 weeks of treatment.49

It is unknown if this same effect would be seen in individuals
at the late stage of HIV infection, who typically exhibit lower
levels of CNAR activity. Therefore, we studied an HIV-posi-
tive population in which untreated individuals at the late stage
of HIV infection are frequent. We monitored CNAR levels lon-
gitudinally in 37 chronically infected subjects, of whom those
at either the intermediate or late stage of HIV infection received
HAART for at least 48 weeks.

MATERIALS AND METHODS

Study population

Forty-nine subjects with documented HIV infection were en-
rolled in this prospective study at the Center for Research in
Infectious Diseases at INER in Mexico City. All subjects were
antiretroviral therapy naive. During the follow-up, four subjects
discontinued the treatment, five subjects did not initiate the pro-
tocol, and three patients were withdrawn a priori due to med-
ical complications. Thirty-seven subjects (34 male) completed
the study. The study groups complied with the following in-
clusion criteria: Group 1: asymptomatic patients without pre-
vious opportunistic infections, and with CD4� T cell counts
above 350 CD4 T cells/�l (mean: 606 cells/�l), who therefore
did not initiate HAART. Based on these characteristics, this
group was considered to be in an early stage. Group 2: patients
in the intermediate phase of HIV disease; asymptomatic, with
200–500 CD4� T cells/�l, who had to initiate antiretroviral
therapy. Group 3: patients in the late phase of HIV disease;

without evidence of active opportunistic infections, with �200
CD4� T cells/�l, who also had to initiate antiretroviral ther-
apy.

At the initiation of the study (baseline), all subjects under-
went a complete clinical evaluation and laboratory tests that in-
cluded complete blood count, blood chemistry, hepatic func-
tion, urine analysis, lipid profile, circulating CD4� T cell count,
and plasma viral load determinations. The baseline character-
istics of the subjects are summarized in Table 1. Clinical eval-
uations were repeated on weeks 4, 12, 24, 48, and 72 after the
baseline visit. Additionally, blood samples were collected at
these time points for serum and plasma samples, and for the
isolation of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) to
measure CNAR. The CD4� target cells used in the acute in-
fection assay for CNAR (see below) were prepared from buffy-
coat bags obtained from healthy donors by the Blood Bank of
the Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER).
All study participants voluntarily signed an informed consent
form to participate in the study. This study was approved by
the INER Scientific and Bioethical Committee and by the Com-
mittee for Human Research at the University of California, San
Francisco (UCSF).

Treatment regimen

Subjects in groups 2 and 3 were treated with a HAART com-
bination consisting of two nucleoside analog reverse transcrip-
tase inhibitors and one protease inhibitor or a nonnucleoside
RT inhibitor. The most frequent regimens were (1) zidovudine
(AZT), stavudine (d4T) or didanosine (ddI) � lamivudine
(3TC) � efavirenz (EFV), and (2) AZT � 3TC � indinavir
(IDV) or nelfinavir (NFV). Two late stage patients received
AZT � 3TC � abacavir, and were included based on the viral
and immunological efficacy of the treatment.

Quantification of viral load and 
lymphocyte subpopulations

Plasma samples, collected using EDTA tubes and stored at
�80°C, were processed following the Cobas Amplicor system

NONCYTOTOXIC RESPONSE TO HIV RESTORED BY HAART 145

TABLE 1. CHARACTERISTICS OF SUBJECTS

Characteristic Early stage Intermediate stage Late stage p valuea

Number of subjects 8 12 17
Mean age � SD 34.7 � 11 27.9 � 4.2 33.6 � 8.1
Number of male subjects (%) 5 (62.5%) 12 (100%) 17 (100%)
Mean baseline CD4� T cells � SD 606 � 213 340 � 70 65 � 43 � 0.0001
Mean CD4� T cells � SD, week 24b 596 � 268 512 � 163 235 � 117 � 0.005

( p value vs. baseline) [NS] [p � 0.005c] [p � 0.0001c]
Mean baseline plasma viral load 3.6 � 1.0 5.2 � 0.4 5.7 � 0.5 � 0.001

(log copies/ml) � SD
Mean plasma viral load (log copies/ml) 3.7 � 0.4 1.8 � 0.3 1.2 � 1.7 � 0.0001

� SD, week 24b [p value vs. baseline] [NS] [p � 0.0001c] [p � 0.0001c]
Treatmentd No Yes Yes

aANOVA results.
bWeek 24 after HAART initiation.
cRepeated measures. ANOVA results. NS, nonsignificant.
dAntiviral triple therapy consisted of a combination of two nucleoside analog reverse transcriptase inhibitors with one
protease inhibitor or with a nonnucleoside RT inhibitor. There was no significant difference in age among groups.
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(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) instructions for HIV vi-
ral load determination. The standard method was used with
baseline samples, and the ultrasensitive method (detection limit
equal to 50 copies/ml of HIV RNA) with samples from patients
under treatment. For the quantification of CD4 and CD8 T cells,
blood lymphocytes were stained for flow cytometry analysis
using the anti-CD3, anti-CD4, and anti-CD8 monoclonal anti-
bodies of the TriTest kit (Becton Dickinson) according to the
manufacturer’s instructions. All samples were analyzed in a
FACScan system using Cell Quest software (Becton Dickin-
son, San Jose, CA).

Isolation and culture of cells

PBMC from patients and healthy HIV-negative donors,
needed for CD8 and CD4 T cell purification, were obtained
from heparinized peripheral blood by centrifugation in Fi-
coll/Hypaque (Sigma, St. Louis, MO) density gradient. In all
cases the cells were cryopreserved in fetal bovine serum
(FBS) (90%, BioWhitakker, Walkersville, MD) and di-
methylsulfoxide (DMSO) (10%, Sigma), by storing in liquid
nitrogen. For the longitudinal measurements of CNAR activ-
ity, the frozen PBMC from all the time points of a given in-
dividual were thawed in warm complete medium consisting
of RPMI-1640 (BioWhitakker), plus 10% (v/v) FBS
(BioWhitakker) heat-inactivated (30 min, 56°C), 20 U L-glu-
tamine (BioWhitakker), and 1% (v/v) antibiotics, 100 U/ml
penicillin and 100 U/ml streptomycin (BioWhitakker). The
cells were then washed three times before culturing for 6 h
at 37°C in complete medium. CD8� and CD4� cell popula-
tions were obtained using immunomagnetic microspheres
(Dynal, Brown Deer, WI) with anti-CD8 or anti-CD4 anti-
bodies following the manufacturer’s instructions. The purity
of these cells was �95% in all cases, as measured by flow
cytometry.

Quantification of the CD8� T cell noncytotoxic
antiviral response

CNAR activity was measured using acutely infected CD4�

cells as previously described.45 Briefly, CD4� T cells purified
from healthy HIV-negative donors and PBMC from patients
were stimulated for 3 days with 3 �g/ml PHA (Sigma) in com-
plete medium supplemented with 10% natural human inter-
leukin (IL)-2 (20 U/ml, Roche). CD8� T cells were purified
from the patient’s stimulated PBMC using CD8 immunomag-
netic microspheres, and were immediately separated from the
microspheres with Detach-a-bead antibody (Dynal) per the
manufacturer’s protocol. CD4� T cells were treated with 2
�g/ml polybrene (Sigma) in IL-2 medium then infected with
500 TCID50 of HIV-1SF33 virus per 106 cells for 1 h. This strain
of HIV-1 is syncytia-inducing (�4-specific), highly cytopathic,
and �-chemokine-insensitive.50,51 The virus stock was prepared
and titrated essentially as described,51,52 and stored frozen at
�80°C.

Patient CD8� effector cells and acutely infected CD4� tar-
get cells were cocultured at various CD8�/CD4� cell input ra-
tios, namely 4:1, 2:1, 1:1, 0.5:1, and 0.25:1, in duplicate wells
of a 24-well plate in complete medium supplemented with 100
U/ml recombinant human IL-2 (rhIL-2, Roche). A virus repli-
cation control consisted of wells containing only HIV-infected
CD4� T cells. Plates were cultured for 10 days, with super-
natant collection and medium renewal on days 4, 7, and 10.
Virus replication was quantified by measuring HIV p24 anti-
gen in the culture media, using an ELISA assay (Beckman-
Coulter, Fullterton, CA) with a CODA EIA automated Ana-
lyzer (BioRad, Hercules, CA). The average of results from
duplicate wells was obtained, and was used for all data analy-
ses. The range of duplicate variability was 0–58% (mean 10%).

The extent of CNAR activity was determined at the day of
maximal virus production (typically day 7 of culture) by com-

TORRES ET AL.146

FIG. 1. Baseline CD8� T cell noncytotoxic antiviral responses. (A) Linear regression analysis (showing 95% confidence bands)
of peripheral blood CD4� T cell count versus CNAR activity in all the subjects studied (r � 0.589, p � 0.0001). (B) Linear re-
gression analysis (showing 95% confidence bands) of CNAR activity versus peripheral blood viral load in all the subjects stud-
ied (r � 0.625, p � 0.0001). Negative CNAR values indicate that HIV replication in the CD4� cells was slightly enhanced by
exposure to the CD8� cells. One viral load measurement was below the detection limit of the assay (50 RNA copies/ml), and is
represented as 50 RNA copies/ml, graphically and statistically.

B
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paring the amount of viral replication in wells containing CD8�

T cells with that of the control wells containing CD4� T cells
alone. The percent suppression of HIV production was deter-
mined by calculating percent reduction of peak HIV p24 anti-
gen in wells containing CD8� and CD4� cell cocultures com-
pared to that of the CD4� cells cultured alone.45 For this study,
only the results at an effector/target ratio of 0.25:1 are shown.
This ratio is the nearest to the titration point (lowest ratio at
which inhibition can still be detected) that was assayed. This
ratio allowed measuring inhibition values in the cases with the
lowest CNAR, while still making it possible to compare indi-
viduals with high activity. Inhibition values obtained with
higher ratios were frequently above 90%, which could make it
difficult to detect differences in CNAR. Lower ratios yielded
undetectable limits in many late-stage patients.

Statistical analysis

One-way analysis of variance (ANOVA) was used to com-
pare mean group values. When ANOVA revealed significant
differences between groups, Fisher’s post-hoc test was applied

to compare pairs of groups. Repeated-measures ANOVA were
performed in single groups for time (treatment) effects. When
these effects were found, paired t-tests were performed to de-
termine differences between pairs of measurement from spe-
cific time points. Linear regression analysis was used to deter-
mine the correlation between CNAR and other variables. All
tests were performed using StatView software.

RESULTS

CD8� T cell noncytotoxic responses in the untreated
setting; baseline and stability over time

The mean baseline CNAR activity, measured at an input
CD8�/CD4� cell ratio of 0.25, in the early-, intermediate-, and
late-stage groups was 65%, 81%, and 40% reduction of HIV
replication, respectively. These mean CNAR values for the
three clinical groups were statistically different (F2,33 � 12.4,
p � 0.001; ANOVA). CNAR levels in the late-stage group were
significantly lower than in the other two groups (p � 0.05 in

NONCYTOTOXIC RESPONSE TO HIV RESTORED BY HAART 147

FIG. 2. Stability of clinical and functional attributes of the untreated Early stage group. Peripheral blood viral loads (A) and
CD4� T cell counts (B) over time. Change in CNAR activity over time shown for individual subjects (C) and as mean values
(�SD) (D). The change in CNAR activity was determined by subtracting the percent suppression of HIV replication measured
at week 0 from that measured at a given time point. Viral load measurements at or below the detection limit of the assay (50
RNA copies/ml) are represented as 50 RNA copies/ml.
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each comparison; Fisher’s post-hoc test). Upon examination of
the relationship of this CD8� cell function with CD4� T cell
count and plasma viral load in all subjects studied, a statisti-
cally significant direct correlation was observed with the CD4�

T cell count (r � 0.589, p � 0.0001; Fig. 1A), while CNAR
and viral load showed a significant inverse correlation (r �
0.625, p � 0.0001, Fig. 1B).

To determine if a change in CNAR activity following a clin-
ical treatment is significant, and thus likely to be a result of the
specific treatment, we assessed the variability of CNAR over
time in HIV-infected individuals with a healthy clinical state
(the reference untreated early-stage group). These subjects dem-
onstrated both virologic and immunologic stability, reflected by
their relatively consistent levels of plasma virus and CD4� cells
over a 6-month time period (Fig. 2A and B). At the same 12–24
week intervals, their levels of CNAR activity were also rela-
tively stable and generally did not fluctuate by more than 20
percentage points from baseline (Fig. 2C and D). These fluc-
tuations did not reach statistical significance (F4 � 0.67, NS,
repeated measures ANOVA). These findings suggest that HIV-
infected individuals with a stable viral load and CD4� cell count
should have relatively consistent CNAR levels.

Efficacy of HAART

HAART showed the expected impact both in viral load and
in CD4� T cell counts. Peripheral blood CD4� T cell counts,
serving as a measure of immune reconstitution, showed a pro-
gressive increase after HAART initiation in both treated groups
(F4 � 10.26, p � 0.0001; repeated measures ANOVA), reach-
ing statistical differences relative to baseline at week 4 for the
late-stage group (t15 � �3.2, p � 0.01; paired t-test), and at
week 12 for the intermediate-stage group (t10 � �2.3, p �
0.05) (not shown).

At baseline, the intermediate-stage group had a signifi-
cantly lower mean viral load than the late-stage group (see
Table 1). Following initiation of HAART, both treated groups
showed significant decreases in viral load over time (F4 �
74.77, p � 0.0001; repeated measures ANOVA, data not
shown). From week 4 on, viral loads remained significantly
lower than basal levels (p � 0.0001 paired t-test). By week
12, 83% patients in the intermediate-stage group and 88% in
the late-stage group had a viral load of less than 400
copies/ml. Viral loads remained in a stable nadir in all but
one intermediate-stage and two late-stage patients who

TORRES ET AL.148

FIG. 3. Effect of HAART on CD8� T cell noncytotoxic antiviral response. (A) Mean CNAR activity (�SEM) in subjects in
the intermediate (�) and late (�) stage groups, indicated by the percent suppression of CXCR4-tropic HIV-1SF33 replication in
CD4� cells at a CD8�/CD4� cell input ratio of 0.25. Week 0 indicates baseline activity measured in samples taken just prior to
initiation of therapy. *CNAR activity significantly higher than at baseline (see results). (B) Change in CNAR activity over time
shown for each subject in the intermediate and (C) late stage groups. The change in CNAR activity was determined by sub-
tracting the percent suppression of HIV replication measured at week 0 from that measured at a given time point.

6048_05_p144-152  1/30/06  2:55 PM  Page 148

Neevia docConverter 5.1



showed rebounds by the end of the study (4.2, 5.0, and 5.5
HIV log RNA copies/ml, respectively).

CD8� T cell noncytotoxic response during HAART

Intermediate- and late-stage groups were the ones receiving
HAART. As a whole, the intermediate-stage group did not show
any significant change in the mean CNAR activity level during
HAART (Fig. 3A). However, there were diverse trends at the
individual level. Only three subjects (#10, #11, #20) of 12
showed a slight increase in CNAR (22–32 percentage points
above baseline), and three other subjects (#9, #14, #16) showed
a decrease in CNAR (by 22–46 percentage points, Fig. 3B).

In contrast, late-stage patients showed as a group a signifi-

cant increase in mean CNAR after HAART initiation, most
prominently during the first 4 weeks (F9 � 6.1, p � 0.001; re-
peated-measures ANOVA) (Fig 3A). In this late-stage group,
statistically significant differences in CNAR were observed be-
tween baseline and week 4 (t13 � �3.04, p � 0.01; paired t-
test), week 12 (t13 � �2.6, p � 0.05), and week 24 assessments
(t15 � �3.5, p � 0.01). Examination of changes in CNAR in
this group on an individual basis revealed that 8 of the 17 sub-
jects (#21, #22, #27, #28, #33, #35, #36, #37) demonstrated
marked increases in CNAR activity of 40–97 percentage points
(Fig 3C), which is greater than two average standard deviations
(28 percentage points). Six of these 17 subjects showed an in-
crease equal or above three standard deviations. Only two in-
dividuals showed an appreciable, but limited, decrease (#23,
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#25). Importantly, in those who showed elevated CNAR, their
activity often remained elevated (although not necessarily max-
imally) through 48 weeks, and in some of them (four of five
monitored) for as long as 72 or 96 weeks of therapy (data not
shown). Improvement in CNAR activity did not correlate with
the specific triple therapy regimen used. Additionally, upon a
separate examination of the three women in this study, no im-
portant gender effects were found.

DISCUSSION

CNAR is an important natural anti-HIV immune response
for the control of HIV infection.54 The effect of HAART on
CNAR activity has been examined in subjects at the primary
stage of HIV infection,49 and less extensively at the chronic
stage of HIV infection.48 In these studies CNAR activity was
generally found to be decreased after administering HAART.
In the present study we assessed the effect of HAART on CNAR
in two groups of chronically HIV-infected subjects classified
according to their degree of disease progression. Our results in-
dicate that HAART increases the CD8� cell noncytotoxic re-
sponse of patients at the late stage of HIV infection, reaching
levels similar to those seen at an earlier stage of infection, 4
weeks after treatment initiation.

This increase of CNAR activity in the late-stage group soon
after treatment initiation occurred simultaneously with the
HAART-mediated decrease in plasma viral load and the in-
crease in CD4� T cell count. A similar decrease in viral load
and an increase in CD4� cell numbers, both in magnitude and
kinetics, occurred in the intermediate-stage group. Yet, this
group did not show an appreciable increase in CNAR during
treatment.

The lack of change in CNAR in the intermediate-stage group
can be interpreted as HAART having no effect on this immune
response in this particular group (Fig. 3A and 3C). However,
the readouts for most of the subjects in the intermediate group
at the different ratios tested were all near maximal for this as-
say (�90% suppression), and thus it cannot be excluded that
lower E:T ratios could have allowed the detection of potential
changes in this group. Alternatively, since CNAR activity has
been reported to decrease over time in the chronic phase of HIV
infection,44–47 our results could reflect a stabilizing effect of
HAART on the already high level of CNAR activity in this
group of patients. A “true” placebo control for this group and
further titrating CNAR activity (using lower E:T ratios) would
clarify this possibility.

Our findings show a positive correlation of baseline CNAR
with CD4� T cell count, and a negative correlation with viral
load, which confirms previous observations,33,44,46,48,51,54 and
supports a possible beneficial role of CNAR. Under HAART,
however, these correlations are lost. Taken together our obser-
vations could indicate that a more complex relationship exists
between this CD8� T cell function (CNAR) and CD4� T cells.
In this regard, restored CD4� T cell function, such as IL-2 pro-
duction,13,14 may be a more important parameter influencing
CNAR activity41 than CD4� T cell number alone.

It could be possible that a high viremia could directly inhibit
CNAR. However, several subjects with suppressed viremia (7
of the 17 late-stage individuals) did not show improved CNAR.

Also, those few individuals with decreased CNAR did not all
have increased viral load. Thus, viremia does not seem to be
directly controlling CNAR activity.

Since specific responses against HIV, both B and T cell re-
sponses, can be diminished following elimination of detectable
viral load by HAART,24,26,28,29,55–57 the effect of HAART on
other arms of the immune response is of great interest. Initial
studies examining the effects of HAART on CNAR indicate
that this response also appears to be decreased, at least in some
stages of infection. CNAR responses were decreased when
HAART was given during acute49 and chronic HIV infection,48

suggesting a need for sustained antigen levels for the mainte-
nance of high level CNAR, or possibly a direct inhibitory ef-
fect of HAART upon CD8� T cell function. In contrast, in the
present studies, the HAART-treated groups showed little evi-
dence of decreases in CNAR. Furthermore, CNAR was sus-
tained or elevated for up to 1 year and in some cases almost 2
years, in both treated groups. These results do not support a di-
rect negative effect of HAART on CD8� cells, but instead could
reflect the fact that after the initial acute phase, in established
chronic infection, the presence of a substantial viral load is not
needed to maintain an anti-HIV noncytotoxic CD8� cell re-
sponse. We cannot explain why the CNAR activity of our
chronically infected population responded differently to
HAART than that reported by Wilkinson et al.48 Further work
with subjects under HAART at different stages of HIV infec-
tion is clearly needed.
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ABREVIATURAS 

 

AP-1 Factor de transcripción, del inglés “activator protein 1” 

CCR Receptor de quimiocinas CC 

CD4+ Células que expresan el marcador CD4 en su superficie 

CD8+ Células que expresan el marcador CD8 en su superficie 

CXCR Receptor de quimiocinas CXC 

DNA Acido desoxirribonucleico 

ELISA Ensayo inmunoabsorbente unido a una enzima 

ICAM Molécula de adhesión intracelular 

IL-2 Interleucina-2 

Kb Kilobases 

kDa Kilodaltones, unidad de masa igual a 1000 daltones 

LFA Antígeno asociado a función de linfocito 

LTR Terminaciones largas repetidas 

MADCAM Molécula de adhesión celular para mucosas 

MIP-1α Proteína inflamatoria de macrófagos 1α 

Nef Factor regulador negativo 

NF-κB Factor de transcripción, nuclear factor-kappa B 

RANTES Proteína regulada de activación, expresada en células T normales y 
secretada 

Rev Proteína reguladora viral 

RNA Ácido ribonucleico 

Tat Trans-activador de transcripción 

SIDA Síndrome de inmunodeficiencia adquirida 

UNAIDS Programa Conjunto de las Naciones Unidas para sobre VIH/SIDA 

Vif Factor de infectividad viral 

VIH Virus de la inmunodeficiencia humana 

Vpr Proteína viral R 

Vpu Proteína viral U 
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