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II1. Resumen

Existe una consistente y fuerte correlacion entre la expresion de CD38, un marcador de
activacion cronica en VIH, con la evolucion de la enfermedad por VIH y con deficiencias
inmunes funcionales en los linfocitos T CD4+ (LT CD4+) no relacionadas a la infeccion
directa por el virus. Sin embargo, hasta la fecha no hay estudios que aporten evidencias de
una relacion directa entre la expresion de CD38 y una disminucion de la funcion inmune.
En este estudio evaluamos si la expresion de CD38 en las subpoblaciones de LT CD4+ de
memoria distingue a una poblacion celular con funciones inmunes disminuidas en pacientes
VIH+ y controles VIH-. Para probar esta hipdtesis medimos la expresion de CD38 en los
linfocitos T CD4+ de memoria central (LT CM) y de memoria efectora (LT EM) y
evaluamos si existen diferencias en la expresion de CD154 y/o en la produccion de IFN-y e
IL-2 después de la estimulacion con SEB y con CMV entre las subpoblaciones de LT de
memoria CD38+ y CD38-.

Al analizar la expresion de CD38 en cada una de las subpoblaciones de memoria
observamos que hay una mayor proporcion de LT CM que expresan CD38 comparado con
los LT EM tanto en los controles sanos como los pacientes VIH+. Ademdas hay una mayor
frecuencia de LT CM y EM que expresan CD38 en los pacientes en comparacion con las

mismas poblaciones de los controles.

En cuanto a la expresion total de CD154 observamos que hay una menor proporcion de LT
de memoria CD38+ que expresan CD154 en comparacion con los CD38-. Al analizar la
produccion de IFN-y e IL-2 observamos que hay una menor proporcion de LT de memoria
CD38+, particularmente en LT EM de pacientes VIH+, productores de citocinas en
comparacion con aquellos CD38-. Analizamos también la produccion de IFN-y e IL-2 sin
coexpresion de CD154 y encontramos que hay una mayor proporcion de LT de memoria

CD38+ que producen citocinas sin coexpresar CD154 en comparacion con los CD38-.

Finalmente, evaluamos la coexpresion de IFN-y e IL-2 en pacientes VIH+ y si CD38 afecta
dicha coexpresion. Observamos que en ambas subpoblaciones de LT de memoria hay una

mayor proporcion de células CD38+ que producen IFN-y sin producir IL-2, después de la
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estimulacion con CMV y SEB, en comparacion con las CD38-. En el caso de la produccion
de IL-2 sin coexpresion de IFN-y, al estimular con CMV se observa que su produccion es
casi nula en todas las poblaciones, sin embargo, si estimulamos con SEB podemos apreciar
que en ambas subpoblaciones de memoria hay una menor proporcion de células CD38+ que

producen IL-2 sin coexpresar IFN-y, en comparacion con las células CD38-.

La expresion de CD38 parece estar relacionada con funciones efectoras (produccion de
IFN-y) y con funciones deficientes de supervivencia y proliferacion (produccion deficiente
de IL-2). Esto tendria como consecuencia la pérdida gradual de los LT CD4+ de memoria y

por tanto, la aparicion de enfermedades oportunistas que caracteriza a la infeccion por VIH.
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IV. Abstract

There is a strong and consistent correlation between CD38 expression on T cells, a chronic
activation marker in HIV infection, with HIV disease progression and immune disfunction
in CD4+ T cells no related with direct virus infection. However, it remains to be
demonstrated whether a cell that expresses CD38 is functionally impaired and if so,

whether the multifunctional ectoenzyme CD38 actually renders the cell dysfunctional.

In this study, we investigated if the expression of CD38 on effector memory (EM) and
central memory (CM) CD4+ T cells conferred any degree of functional impairment in
healthy controls or in HIV-infected persons. In order to prove this hypothesis, we evaluated
the expression of CD154 and the production of IL-2 and IFN-y after T-cell receptor
stimulation with SEB and CMV in CD38+ and CD38- CD4+ memory T cells

subpopulations.

We found that there is a greater proportion of CM CD4+ T cells expressing CD38
compared with EM CD4+ T cells in both healthy controls and HIV+ patients. Furthermore,
there is an increased proportion of CD38 expressing cells in both memory subpopulations

(CM and EM CD4+ T cells) of HIV+ patients compared with healthy controls.

The results show that there is a smaller proportion of CD154+ cells in the memory CD38+
CD4+ T cells than in CD38-. As for the production of IFN-y and IL-2, we observed that
CD38+ memory T cells, particularly EM cells from HIV+ patients, produce fewer
cytokines than those that are CD38- after stimulation with SEB. We also analyzed the
production of IFN-y and IL-2 without co-expression of CD154 after stimulation with SEB,
and we found that the memory CD38+ CD4+ T cells produce a higher proportion of

cytokines without co-expression of CD154.

Finally, we evaluated the co-production of IFN-y and IL-2 in HIV+ patients and whether
the expression of CD38 affects this co-production. The results showed that, in both memory
T cells subpopulations, there is a higher proportion of IFN-y+ IL-2- in CD38+ cells

compared with those CD38- T cells after stimulation with CMV. This phenomenon was also

XV



observed after SEB stimulation. After CMV stimulation, we observed that the IL-2
production without IFN-y was almost nonexistent in all populations. However, after SEB
stimulation we observed that, in both memory T cell subpopulations, CD38+ cells produce

a smaller proportion of IL-2 without expressing IFN-y compared with CD38- cells.

The expression of CD38 is apparently related with effector functions (IFN-y production)
and with deficient survival and proliferation (IL-2 deficient production). This would explain
the gradual loss of CM CD4+ T cells, the subsequent impossibility to keep the threshold of
EM CD4+ T cells in effector sites and, therefore, allowing the onset of opportunistic

infections in the HIV context.
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1. Introduccion
1.1. Infeccion por VIH

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un retrovirus que se clasifica dentro del
género Lentiviridae y al igual que todos los miembros de la familia Retroviridae, presenta
un genoma diploide de RNA y una enzima DNA polimerasa dependiente de RNA y DNA
llamada transcriptasa inversa. El blanco principal de la infeccion del VIH son las células
que expresan en la superficie la molécula CD4, presente principalmente en los linfocitos T
y sus precursores, pero también en monocitos, macrofagos, células dendriticas y células de

la microglia en el sistema nervioso central (1).

El mecanismo principal de entrada a la célula comienza con el reconocimiento del receptor
de membrana CD4 por medio de la glicoproteina gpl120, esto promueve un cambio
conformacional que expone a gp4l, este a su vez se una al correceptor CCRS (ambos
receptores estan presentes principalmente el linfocitos T CD4+ con actividad efectora) lo
que provoca la fusion de la membrana viral y celular (2). Una vez fusionadas la cépside es
liberada al citoplasma celular, el complejo de retrotranscripcion promueve la sintesis del
ADN viral y una vez completa la sintesis del ADN viral por medio de la RT, se forma el

complejo de preintegracion que viaja al nticleo para integrarse al DNA (1).

El VIH comienza a detectarse en el plasma de los pacientes de 4 a 11 dias posteriores al
establecimiento de la infeccion (3). A partir de entonces, la replicacion persistente del VIH
provoca un deterioro progresivo del sistema inmune caracterizado por una reduccion
gradual del nimero de linfocitos T (LT) CD4" totales, que posteriormente culmina en una
inmunodeficiencia grave donde aparecen las manifestaciones clinicas del sida: multiples
infecciones oportunistas y tumores malignos (4). A finales del 2008, ONUSIDA estimo6 que,
a nivel mundial, existen 33.4 millones de personas que viven con VIH (5) (Fig.1). En el
caso de México existen oficialmente cerca de 220 000 personas adultas infectadas (6). La
infeccion por este virus es considerada como una pandemia y por ende un problema de

salud publica mundial. Debido a este hecho, el estudio de la inmunopatogénesis de la
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enfermedad por VIH proporcionara informacion que ayude a la creaciéon de nuevas

herramientas de prondstico, tratamiento y prevencion para la enfermedad.

Numero estimado de adultos y nifios que
vivian con el VIH en 2008

Europa oriental y Asia

central
Europa occidental 1.5 millones
y camtral [1.4-1,7 millones]
America del Norte 850 000
1.4 millones (710 000-970 000j Asia oriental
[1.2-1.6 millones] 850 000
[700 000-1.0 millones)
Oriente Medio
Caribe y Africa del Norte R e
240000 310 000 sudori'ental J
[220 000-260 000] [250 000-380 000] _
3.8 millones
[3.4-4.3 millones]
America Latina Africa
2,0 millones subsahariana
[1.8-2.2 millones] 22.4 millones
[20.8-24,1 millones) Oceanta
59 000
[51 DO0-68 000]

Total: 33,4 millones (31,1-35,8 millones)

Fig. 1. Prevalencia mundial de VIH estimada para el 2008 en todas las edades. Figura tomada del Boletin
ONUSIDA. Situacion de la epidemia de sida, 2009.

1.2. Inmunopatogénesis de la infeccion por VIH

La progresion tipica de la infeccion por VIH se divide en tres etapas (fig.2): aguda, cronica
y sida. Uno de los primeros fendémenos que se han descrito durante la etapa aguda es la
pérdida de casi el 50% de los linfocitos T CD4+ en memoria efectora CCR5+ (7). Esta
disminucién coincide temporalmente con un pico en la replicacion viral y estd acompafiada
por un aumento generalizado en la expresion de marcadores de activacién inmune como
CD38 y HLA-DR en las células T, un aumento de citocinas proinflamatorias en el plasma
como TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-2 entre otras y aumento en el recambio de linfocitos T, B y

NK (8, 9). El dafio a la superficie de la mucosa gastrointestinal es resultado de la infeccion
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aguda y ocurre como uno de los primeros fenémenos de deplecion de los linfocitos T CD4+
ya que es este sitio el que contiene mayor cantidad de los linfocitos CCR5+ que son mas

propensos a la infeccion por VIH (10-12).

La aparicion de la respuesta inmune antiviral mediada por los linfocitos T CD8+ del
huésped marca la entrada a la fase cronica de la infeccion. Esta respuesta del huésped para
controlar la infeccién coincide con la caida de la carga viral en el plasma (13, 14). Los
niveles de activacion inmune continlan aumentando (fig. 2); sin embargo, en la etapa

cronica de la infeccion ocurre a una menor tasa (9, 15).

Activacion \
100 % inmune
— 6
Linfocitos T —5
CD4+ en sangre . .
Viremia
—4
—-
50 %— 8
-3
<
:"_ Linfocitos T CD4+ 5
) en mucosas
Q —
X _~ -1
Agudo; | Crénico - .
Semanas Afios meses

Fig. 2. Representacion esquematica del avance de la enfermedad por VIH. Durante las primeras semanas

después de la infeccion hay un pico de carga viral que coincide con la disminuciéon de LT CD4+ en
circulacion periférica y con una disminucion drastica de los LT CD4+ en mucosas. Una vez que se establece
la respuesta inmune antiviral especifica mediada por los LT CD8+, la carga viral plasmatica se estabiliza y la
cuenta de LT CD4+ de circulacion periférica se recupera parcialmente, lo que determina el inicio de la fase
cronica de la enfermedad, la cual puede durar de 2 a 10 afios. Es importante mencionar que la poblacion de
LT CD4+ en mucosas nunca se recupera. Finalmente cuando la cuenta de LT CD4+ es menor a 250 células/
pL comienza la fase de sida, caracterizada por la aparicion de enfermedades oportunistas. Una caracteristica
importante en la evolucién de la enfermedad es el incremento sostenido de la activacion inmune definida
como un aumento generalizado en la expresion de marcadores de activacion inmune en las células T, un
aumento de citocinas proinflamatorias en el plasma y un aumento en el recambio de linfocitos T, b y NK que

se ha asociado con disfunciones funcionales en LT. Figura modificada de Grossman et al, Nat Med, 2006.
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La pérdida de linfocitos T CD4+ que se produce en la fase aguda se recupera so6lo
parcialmente; sin embargo, la disminucion de esta poblacion contintia lenta pero

progresivamente durante la fase cronica que puede durar de 2 a 8 afios sin tratamiento.

Por ultimo, la etapa de sida se presenta cuando el nimero de LT CD4+ llega alrededor de
250 células/ul, y estd definida por la aparicion de infecciones oportunistas en los
individuos infectados. La respuesta inmune suscitada por dichas infecciones oportunistas
provee de un ambiente propicio para la transmision célula-célula del HIV ya que se
incrementa la secrecion de citocinas proinflamatorias, que a su vez inducen la transcripcion
de los genes virales integrados al DNA del hospedero y por ende la replicacion viral a tasas
mas elevadas (16-18). Durante esta etapa los linfocitos T CD4+ practicamente desaparecen

de la circulacion.

Algunos de los modelos que han tratado de explicar porqué esta linfopenia no puede
revertirse a lo largo de la infeccion son: a) la muerte de estas células inducida por el virus,
b) la destruccion por el sistema inmune de las células infectadas y c¢) la apoptosis y la

incapacidad de producir nuevos linfocitos (9, 19).
1.3. Linfocitos T de memoriay VIH

De acuerdo con su grado de diferenciacion periférica, los LT CD4+ han sido clasificados en
LT naive (virgenes), los cuales no han sido previamente expuestos a su antigeno especifico;
LT efectores de vida corta, los cudles se producen cuando un LT se activa y prolifera dando
lugar a células con la capacidad de sintetizar citocinas tales como IL-2, IFN-y, IL-4 y/o
IL-6 que ejercen su actividad efectora en sitios periféricos; y LT de memoria. Estos
linfocitos se pueden dividir en dos tipos: 1) LT de memoria central (LT CM), células de
vida larga que recirculan preferencialmente por organos linfoides secundarios y con una
gran capacidad de generar una respuesta inmune secundaria por proliferacion y
diferenciacion a LT efectores; se caracterizan por expresar en su membrana CD45RO y
CCRY7 entre otras. 2) LT de memoria efectora (LT EM) que se encuentran principalmente en
tejidos periféricos (p. ej. mucosas) pierden la expresion de CCR7 y de moléculas

coestimuladoras como CD28, tienen gran capacidad de generar una respuesta inmune

19



Olvera Garcia Gustavo 2011

secundaria ejerciendo directa e inmediatamente su actividad efectora y son en gran medida
responsables del control de las infecciones (20-22). Esta ultima poblacion es la que
experimenta una dramatica disminucioén cuantitativa durante la fase aguda (Fig. 2) de la
infeccion por VIH ya que al estar en sitios efectores son mas propensos a activacion

ademas de expresar CCRS (23).

Con el modelo de infeccion de VIH en simios, que utiliza al virus de inmunodeficiencia de
simios (SIV) y que infecta a los macacos rhesus (Macaca mulatta), se ha demostrado que la
proliferacion y diferenciacion de LT CM CD4+ provee de LT EM a las mucosas (24) y que
la poblacion residual de los LT EM, mantenida por los LT CM, es suficiente para evitar la
aparicion de enfermedades oportunistas durante la fase cronica de la infeccion hasta que

este equilibrio se pierde (25).

La pérdida de los LT CD4+ en individuos infectados no se explica por la infeccion viral
directa ni por la actividad litica de los LT CD+8, debido a que la proporcién de los
linfocitos infectados alcanza apenas aproximadamente un 0.1% del total de LT CD4+ (23,
26). Ademas, las caracteristicas funcionales de células tanto infectadas como las que
presentan activacion no mediada por TCR, son temas importantes en el entendimiento de
coémo el VIH deteriora las funciones inmunes gradual y progresivamente; sobre todo en las
subpoblaciones de memoria, ya que son éstas las que presentan un aumento significativo y

sostenido en la expresion de marcadores de activacion como HLA-DR y CD38 (8, 27).
1.4. Activacion inmuney VIH

El mecanismo por el cual el VIH induce disfuncion inmune ha sido ampliamente estudiado
desde el descubrimiento del virus. Como se menciono, los andlisis virologicos iniciales
demuestran que existen bajos niveles de replicacion viral en los individuos infectados,
sugiriendo que la actividad citolitica del virus por si sola es incapaz de inducir sida (26, 28),
por lo que se pensd que factores adicionales, como la activacion inmune crénica, deben
estar jugando un papel importante en las disfunciones inmunoldgicas asociadas a la

infeccion por VIH (8).
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Desde hace tiempo, la activacion inmune cronica se ha considerado un mediador central en
la patogénesis del VIH, esta hipdtesis deriva del hecho que existen muchos hallazgos en los
que se vincula, de forma correlativa, con el avance de la enfermedad (29-31). Con respecto a
los LT de pacientes VIH+ la activacion inmune cronica se refiere a una frecuencia mas alta
de expresion de marcadores de activacion (CD38 y HLA-DR) en comparacion con los LT
de controles VIH- (8, 27) asi como una mayor frecuencia de proliferacion (Ki67 e
incorporacion de BrdU) (17, 32-34), ademds de altos niveles de apoptosis en células no
infectadas (14, 33). La proliferaciéon aumentada en LT de pacientes infectados con VIH, no
estd restringida a estas células, también se ha observado en linfocitos B, células asesinas

naturales (NK) (29, 35).

En la infeccion patogénica por SIV los macacos rhesus, que no son hospederos naturales
pero que pueden infectarse con SIV, experimentan un rapido aumento en la activacion de
los LT CD4 y CDS8, seguido de una deplecion rapida de los LT CD4+, progresion a sida y
muerte. Por el contrario, el mangabey ahumado (Cercocebus atys) o los monos verdes
africanos (Cercopithecus aethiops), que son hospederos naturales del SIV, muestran un
incremento minimo en la activacion de los LT a pesar de los altos niveles en la replicacion
viral. En la mayoria de los casos no presentan pérdida drastica de LT CD4+ con el tiempo y
pocas veces progresan a sida, a pesar de que si hay replicacion viral (36-38). El que la
activacion inmune cronica diferencie a la infeccion patogénica de la no patogénica en la
infeccion por el virus de inmunudeficiencia en simios (SIV) es una fuerte evidencia de que
la activacién inmune cronica es causa, al menos en parte, de la inmunosupresion y el

avance a sida.

Otro indicio que soporta la hipotesis de que la activacion inmune crénica tiene un papel
fundamental en la patogénesis del VIH se encuentra en el hecho de que la expresion de
CD38 en LT CD8+, predice el avance de la enfermedad mejor que la cuenta de CD4 y que
la carga viral plasmadtica (39, 40). Se ha establecido que el nivel de expresion de CD38 en los
LT CD8+ alcanza un méaximo poco después de la infeccién aguda y una alta expresion de
CD38 en este punto predice una pérdida mas rapida de LT CD4+ independientemente de la

carga viral plasmatica (15). Adicionalmente, altos niveles de activacion en los LT entre
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individuos seronegativos en alto riesgo de infectarse, puede estar asociado con una
progresion mas rapida de la enfermedad post-infeccion (41). Se ha observado también en
pacientes que mantienen cargas virales indetectables sin tratamiento antiretroviral
(controladores elite), que también cursan con altos niveles de CD38 en sus LT lo cual
contribuye a la pérdida progresiva de LT CD4+ y posterior inmunosupresion incluso sin

viremia medible (42).

Las causas de esta activacion inmune cronica aiin son inciertas pero se considera que es un
fenomeno multifactorial. El primero es el efecto directo del VIH sobre los LT. El1 VIH
puede directamente influenciar la activacion inmune a través de la union de la proteina de
la envoltura gp120/160 a CD4 y/o CCRS5 lo que desencadena activacion no mediada por
TCR (43)(44). Un segundo factor capaz de inducir activacion inmune sistémica es la
respuesta inmune generada por el hospedero hacia el VIH. Esta activacion es iniciada por la
respuesta inmune innata a través de la estimulacion de los receptores tipo Toll (TLRs) 7, 8 y
9 (45-47) y posteriormente por la activacion de la respuesta inmune adaptativa, tanto
humoral como celular, especifica contra el VIH. El papel de la respuesta adaptativa, en
particular la respuesta citotdoxica de LT CD8+ es complejo, por una parte su activacion es
benéfica ya que suprime la replicacion viral, sin embargo, se vuelve dafiina debido a que la
presion del sistema inmune induce la seleccion de variantes de escape y como consecuencia
se mantiene el estado de activacion de manera cronica. Por ultimo, recordemos que la
infeccion por VIH causa una drastica perdida de los LT EM residentes de mucosas en las
primeras semanas (7) que cuya poblaciéon no se recupera y que esta asociada con la
translocacion de productos bacterianos desde el lumen del intestino hacia la circulacién
sistémica, donde son capaces de activar de forma crdnica al sistema inmune por la union a
algunos TLR como TLR-2, TLR-4, TLR-5 y TLR-6 (10, 12, 48). Uno de los productos de
translocacion bacteriana que se ha encontrado aumentado en pacientes VIH+ es el LPS pero
es importante mencionar que otros patdgenos, principalmente en etapas tardias de la
infeccion pueden estar asociados a la activacion inmune (49). Toda esta actividad produce
activaciones no mediadas por TCR o BCR en LT y linfocitos B respectivamente (LB)

causada por la produccion sostenida de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1, entre
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otras. Es posible que este ambiente de activacion cronico induzca la expresion de moléculas
asociadas con la apoptosis (CD95, TRAIL) en la superficie de los LT haciéndolos mas

susceptibles a la muerte celular inducida por activacion (33, 36, 45, 50-53).
1.5. Disfunciones inmunes observadas en VIH

Se ha observado que los linfocitos T en pacientes VIH+ tienen una respuesta proliferativa
disminuida después de una activacion policlonal, incluso entre aquellos con una cuenta de
LT CD4+ conservada (54, 55); ademas de que producen menos IFN-y e IL-2 (56, 57). Se ha
observado también que hay una mayor proporcion de LT CD4+ de sangre periférica
activados en paciente VIH+ que en controles sanos, estas células son identificadas como
células en ciclo (Ki67+), son principalmente LT CM y muestran una activacion no mediada
por TCR (33). La infeccion por VIH en ganglios linfaticos también provoca activacion de
los LT CM, junto con una mayor propension a apoptosis y un incremento en la produccioén
de citocinas (51). La apoptosis que se observa en ganglios ocurre tanto en LT infectados
como en LT activados no infectados, lo que permite proponer que las células activadas
cronicamente pueden presentar alteraciones funcionales. En apoyo a esta idea,
recientemente se ha mostrado que en respuesta a infecciones cronicas (como CMV) los LT
CM expresan marcadores de diferenciacion terminal como KLRG1 (killer cell lectin-like
receptor G1), un receptor asociado a una pobre respuesta proliferativa y a una produccion
incrementada de IFN-y, al mismo tiempo que mantienen algunos marcadores relacionados
directamente con proliferacion homeostatica como IL-7R. Regularmente IL-7R se pierde
cuando los LT se diferencian a c¢lulas efectoras (58). Es probable que estas caracteristicas

modifiquen la funcionalidad habitual de los LT CM.

Complementariamente, los LT CM generados a partir de un estimulo antigénico fuerte
(como se puede esperar en infeccion cronica por VIH) se comprometen de forma prematura
a una respuesta de tipo Thl (LT CM pre-Thl) (59, 60), con una baja capacidad de

proliferacion y una mayor produccion de IFN-y (61).
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1.6. CD38: una ectoenzima, una molécula de adhesion y una molécula de seiializacion

(62-64)

CD38 es una glicoproteina de superficie expresada por células hematopoieticas inmaduras
y LT naive, su expresion disminuye en células maduras y LT de memoria y es reexpresada a
altos niveles por linfocitos T, linfocitos B, células dendriticas y células NKs activadas.
CD38 esta compuesto por 300 residuos de aminoacidos, que comprenden una pequefia

region citoplasmatica seguida por una larga porcion extracelular (63).
Propiedades enzimaticas

El dominio extracelular de CD38 contiene un sitio activo que puede sintetizar ribosa
adenosin difosfato ciclico (CADPR) y ADPR. Ademas puede sintetizar acido nicotin-adenin
dinucleotido fosfato (NAADP). cADPR es un segundo mensajero que controla niveles de
Ca?" intracelular. ADPR y NAADP, catalizados por CD38, también cooperan en la
regulacion de Ca?" intracelular. Se ha visto que esto promueve activacion, proliferacion,

diferenciacion y migracion en los linfocitos (Fig.3) (62).
CD38 y migracion celular

Debido a que la migracion celular depende de una red cooperadora de receptores de
adhesion expresados por los linfocitos y las células endoteliales, se sugiere que CD38 es
parte de esta red. Se ha observado que el tratamiento con un anticuerpo monoclonal anti-
CD38 inhibe la adhesion de las células CD38+ a las células endoteliales(63). Actualmente
se sabe que esta interaccion esta mediada por la uniéon de CD38 a CD31 sobre las células
endoteliales. La interaccion entre estas moléculas aumenta la expresion de integrinas en los
linfocitos y promueve los pasos posteriores de la adhesion (65). Existe evidencia de que los
productos enzimaticos generados por CD38 también estan involucrados en el proceso de

adhesion (64).
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Fig. 3. Representacion esquematica de la pleiotropia atribuida a CD38. Esta molécula funciona como
ectoenzima (a) transformando NAD+ y NADP+ a cADPR, ADPR y NAADP. El balance de las reacciones es
influenciado por el pH extracelular. los productos enzimaticos son mobilizadores de Ca2+ dentro de la célula.

CD38 actua también como receptor (b) interactiia con CD31 resultando en eventos intracelulares que incluyen

movilizacion de Ca2+, activacion, proliferacion, diferenciacion y migracion. Figura tomada de Deaglio ef al,
Trens Mol Med, 2008

Propiedades senalizadoras de CD38

El uso de anticuerpos monoclonales agonistas demostraron que CD38 estd involucrado con
sefiales que influencian el ciclo de vida de la célula. La unidon de dichos anticuerpos
agonistas a CD38 produce una sefializacion en la que se involucra la accion de ZAP-70, lo
que sugiere que CD38 puede estar asociado con receptores a antigeno y sus correceptores
en LT y LB. La sefializacién por CD38 inhibe la maduracién de LB inmaduros en la médula
Osea; en los LB maduros de los centros germinales CD38 promueve sefales de rescate que
protege a las células de apoptosis mediante el aumento de la expresion de bcl-2 (una
molécula asociada con efectos antiapoptoticos) de manera similar a como lo hace CD40. En
LT purificados, la sefializacion por CD38 induce la produccion de IL-6, GM-CSF, IFN-y,
IL-10 y bajos niveles de IL-4. Sin embargo, se desconocen cuales serian las condiciones

que regularian estos fenémenos (62, 64).

En el contexto de la infeccion por VIH existe una sobreexpresion de CD38 asi como una

mayor proporcion de LT CD8+ y LT CD4+ (principalmente de memoria) que expresan
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CD38 (de 50 a 90% de las células T de memoria en pacientes VIH+ comparado con un 15 a
40% en controles VIH-) junto con otros marcadores de activacion. La sobreexpresion de
CD38 puede ser detectada en células no infectadas, lo que indica que esta expresion no es

causada por la infeccion directa (63, 64).

A pesar de que la relacion entre los indices de activacion inmune y las deficiencias
funcionales han sido demostradas, permanece incierto si estos indices son simplemente
correlativos o si una cé€lula activada (especialmente aquellas que expresan CD38) esta
funcionalmente alterada y si CD38 es la causante de la disfuncion. Uno de los estudios que
investigd la relacion directa entre la expresion de CD38 y la funcionalidad de las
subpoblaciones de memoria de LT CD4+ encontrd que después de una activacion policlonal
mediada por TCR existe una produccion aumentada de IFN-y e IL-2 en ausencia de la
expresion de CD154 (66), lo que podria implicar interacciones deficientes entre LT CD4+ y
células presentadoras de antigeno (APC); sin embargo, en dicho estudio no se midid la
respuesta especifica de antigeno lo que ayudaria a aclarar si este fendomeno ocurre también
en este contexto, por lo que nosotros decidimos buscar diferencias funcionales en las
diferentes subpoblaciones de los LT de memoria CD4+ que expresan o no CD38 de
pacientes VIH+ y controles VIH- después de un estimulo policlonal mediado por TCR asi

como por un estimulo especifico mediado por CMV.
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2. Hipotesis

Debido a que existe una relacion correlativa consistente entre la expresion de CD38 y la
evolucion del la enfermedad por VIH, las subpoblaciones de LT CD4+ de memoria que
expresan CD38 tendran alteraciones en su produccion de citocinas en comparacion con

aquellas poblaciones que no expresan CD38 en respuesta a una activacion a través de TCR.
3. Objetivos

- Determinar la proporcion de linfocitos T CD4+ de memoria central (LT CM) y de
memoria efectora (LT EM), asi como la expresion de CD38, en células mononucleares

de pacientes VIH+ y controles VIH-.

- Evaluar la produccion de CD154, IFN-y e IL-2 en las subpoblacion de LT CD4+ CM y
EM después de un estimulo policlonal y un estimulo antigeno especifico en pacientes

VIH+ y controles VIH-.

- Evaluar y comparar el efecto de la expresion de CD38 sobre la produccion de citocinas

en las subpoblaciones de memoria en pacientes VIH+ y controles VIH-.
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4. Metodologia

Este Trabajo experimental se realizo en el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias en colaboracion con el “Center for AIDS Research” de la “Case Western
Reserve University” en Cleveland Ohio, USA, bajo la co-tutoria del MD. Michael M.

Lederman.
4.1. Pacientes y muestras

Este proyecto se realizd en consistencia con las politicas de la Junta de Revision
Institucional del Hospital Universitario de la “Case Western Reserve University”,
Cleveland Ohio, USA. Se reclutaron pacientes con VIH en etapa cronica de la infeccion sin
tratamiento antirretroviral. Se obtuvieron muestras de sangre heparinizada de pacientes y
controles. Ningln paciente presentaba alguna infeccién oportunista activa o malignidad y

ninguno estaba recibiendo algiin farmaco inmunomodulador.

Se reclutaron 8 donadores VIH-, CMV+ y 19 pacientes VIH+ en etapa cronica con una
mediana de linfocitos T CD4+ de 420 células/uL (intervalo intercuartil de 303-603) (Tabla
1) y una mediana de carga viral de VIH de 17293 (intervalo intercuartil de 8,115-113,001).
Dos de los pacientes al momento de la toma tenian una carga viral menor a 50 copias/mL
sin recibir tratamiento antiretroviral, por lo que se les clasifico como controladores elite y

sus resultados no fueron considerados en los analisis estadisticos finales.
4.2. Preparacion de las células mononucleares de sangre periférica

A partir de 30 a 40 mL de sangre periférica se purificaron células mononucleares (PBMC
por sus siglas en inglés) por gradiente de densidad (Ficoll-Paque, GE Healthcare
Biosciences AB, Piscataway, NJ, USA). Después de recuperar las PBMC se lavaron dos
veces con medio RPMI 1640 (Lonza, Walkersville, MD, USA) y se cuantificaron
microscOpicamente con colorante vital azul tripano al 0.2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Posteriormente se resuspendieron en medio RPMI 1640 completo que contenia 100

U/mL de Penicilina, 0.1 mg/ mL Estreptomicina (Penicillin/Streptomycin Lonza), 2 mM L-
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glutamina (Lonza), 5 mM de amortiguador HEPES (Lonza) y 10% suero fetal bovino
inactivado (HyClone, Logan, UT, USA).

4.3. Cultivo y estimulacion celular

Se colocaron 2 x 10° células por pozo en placas de 24 pozos en 1 mL de medio completo.
Se incubaron las células en diferentes condiciones: a) inicamente en medio completo como
control de células sin estimular, b) en medio completo adicionado con 5ug/mL de
enterotoxina B de Staphylococcus aureus (Sigma-Adrich) (SEB por sus siglas en inglés)
como superantigeno activador policlonal de TCR (receptor de células T) (67) y ¢) en medio
completo adicionado con lisado de citomegalovirus (CMV) a una dilucién de 1:20 (68)
(Bio Whittaker, Walkersville, MD, USA). Para las muestras a las que se analizo la
produccion simultanea de IFN-y e IL-2 las células se cultivaron en medio completo
adicionado con lisado de CMV en una dilucion de 1/20 y con Sug/mL de SEB, ambas
condiciones en presencia del anticuerpo agonista anti-CD28 (azide free, low endotoxin, BD
Biosciences, San Jose, CA, USA). Adicionalmente se prob¢ el control negativo del lisado
de CMV (Bio Whittaker, Walkersville, MD, USA) en algunas muestras y en ningtn caso de

encontro respuesta positiva inespecifica.

Las células se incubaron a 37° C con 5% de CO2 y 80% de humedad. Después de 2 horas se
adiciond 10pg/mL de brefeldina A (Sigma-Aldrich) y se incubaron 12 horas adicionales. La
expresion de los marcadores CD38, CD45RA y CCR7 no cambian bajo estas condiciones
de activacion (66) lo que nos permite seguir a las subpoblaciones de memoria de los
linfocitos T CD4+ medidas ex vivo y determinar la produccion de citocinas después de su

estimulacion in vitro.
4.4. Tincion con anticuerpos marcados con fluorocromos y citometria de flujo

Después del cultivo con o sin estimulacion, las células se transfirieron a tubos de ensayo
para citometria (BD Biosciences) y se lavaron mediante la adicion de 2mL de amortiguador
de tincion (buffer de fosfatos salino, 1% de albumina sérica bovina y 0.01% de azida de

sodio), se centrifugd a 2500 rpm durante tres minutos, se descartd el sobrenadante y se
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resuspendidé en el volumen residual. Posteriormente se realizaron las tinciones de los
marcadores extracelulares usando anticuerpos monoclonales conjugados a fluorocromos
con las siguientes especificidades: CD4-Pacific blue, CD45RA-APC; 6 PE-Cy5, CCR7-PE-
Cy7, CD38-PerCP-Cy5.5 (BD Biosciences). Se incubaron 20 min a 4° C y se lavaron con
buffer de tincion. Las células se fijaron y permeabilizaron durante 20 min a 4° C con la
solucion Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) basada en la accion detergente de la saponina
y en la actividad fijadora del paraformaldehido. La solucion se eliminé mediante un lavado
con solucion Perm/Wash (BD Biosciences) que contiene saponina a bajas concentraciones
para mantener a la célula permeabilizada. Se adicionaron los anticuerpos monoclonales
conjugados a fluorocromos contra CDI154-PE, IFN-y-APC; 6 FITC e IL-2-FITC, se
incubaron 30 min a 4° C y se lavaron dos veces con solucion Perm/Wash. Finalmente las

células se fijaron con 300puL de paraformaldehido al 1%.

Las células se analizaron con un citometro de flujo LSR-II (Becton Dickinson, San José,

Ca, USA) y los resultados obtenidos fueron analizados con el software FlowJo 8.7.

Para establecer los limites de las poblaciones en las graficas de citometria (proceso
denominado gating, término proveniente del inglés) de los linfocitos T CD4+ de memoria
central, de memoria efectora y las poblaciones activadas se utilizaron controles de isotipo
(BD Biosciences). Los limites para las tinciones intracelulares de IL-2, [IFN-y y CD154 se

establecieron mediante los controles de células sin estimular.
4.5. Analisis estadistico

El presente es un estudio experimental, transversal con analisis comparativo de muestras de
casos (pacientes con VIH) y controles (sujetos sin infeccion por VIH). Cada variable
relevante (% de células positivas o negativas) se compard entre pacientes y controles
usando la prueba de U de Mann-Whitney. El efecto de la expresion del marcador de
activacion CD38 se compar6 para cada variable relevante usando la prueba de Wilcoxon

signed-rank. Se realizaron correlaciones y se evaluaron por regresion lineal.
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5. Resultados

5.1. Estrategia de andlisis

Se eligieron las células no agregadas, con morfologia de linfocitos y CD4+ (high). Se
determinaron las subpoblaciones de memoria usando CD45RA y CCR7, los LT CM se
definieron como CD45RA- CCR7+ y los LT EM se definieron como CD45RA- CCR7-
(20). Las subpoblaciones de memoria se clasificaron como CD38- o CD38+ de acuerdo a la
ausencia o presencia de la molécula CD38, finalmente se analiz6 la expresion intracelular

de CD154 e IFN-y o IL-2 o ambas para cada una de las condiciones de activacion (Fig. 4).

Tabla 1
Caracteristicas clinicas de los pacientes VIH+

Paciente | CD4 T células/uL. | HIV RNA copias/mL
1 1107 383
2 126 233810
3 541 48
4 254 129971
5 902 2042
6 381 7563
7 446 2045
8 1166 48
9 192 80000
10 400 13745
11 420 39837
12 273 222941
13 568 451
14 9 31000
15 435 17293
16 542 14000
17 1090 154
18 108 99250
19 528 135000
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Fig. 4. Estrategia de andlisis. Los linfocitos no agregados CD4+ (A) se clasificaron en subpoblaciones de
memoria de acuerdo a la expresion de CD45RA y CCR7 (B). Cada subpoblacion de memoria se dividié en
CD38- y CD38+ (C). Los limites para cada poblacion se determinaron usando el control de isotipo (lineas
gris claro). Se analiz6 la expresion intracelular de IFN-y, IL-2 o ambas y CD154 en las células CD38- y

CD38+ de cada subpoblacion de memoria (D) de acuerdo a los limites establecidos con las células control sin

estimular. CM: memoria central; EM: memoria efectora; LT: linfocitos T.
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5.2. La expresion de CD38 en LT de memoria correlaciona con el avance de la

enfermedad y esta aumentada en las subpoblaciones de memoria de pacientes VIH+

Debido a que la frecuencia de expresion de CD38 en LT CD8+, LT CD4+ totales y de
memoria es un importante indicador correlativo del avance de la enfermedad por VIH, se
evalu6 la relacion entre la frecuencia de expresion de CD38 en las subpoblaciones de
memoria y el avance de la enfermedad medido como conteo de LT CD4+ y como carga
viral plasmatica. Se encontrdé una relacion inversa entre el conteo de LT CD4+ y el
porcentaje de células que expresan CD38 tanto en LT CM como en LT EM (p=0.004,
=0.634 y p<0.001, r=0.7141, respectivamente) (Fig. 5 A y C). Se encontr6 una relacién
directa entre la carga viral plasmatica y el porcentaje de expresion de CD38 en los LT CM y
LT EM (p<0.001, r=0.6213 y p=0.001, r=0.6986 respectivamente) (Fig. 5 B y D). Estos
resultados nos indican que, en ambas subpoblaciones de memoria, la proporcion de células
CD38+ aumenta con la carga viral y aumenta cuando disminuye el conteo de LT CD4+, es
decir, el marcador de activacion cronica CD38 aumenta tanto en los LT CM como en los
LT EM cuando la enfermedad por VIH avanza. En los controladores elite también se puede
observar que la expresion de CD38 sigue la correlacion encontrada en el resto de los
pacientes (Fig. 5 A'y C puntos rojos), lo que nos indica que a pesar de que mantienen cargas
virales menores a 50 copias/uL sin tratamiento antiretroviral se mantiene un estado de

activacion cronica y €ste correlaciones con la cuenta de LT CD4+.
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Fig. 5. Correlacion entre el avance de la enfermedad por VIH y la expresion de CD38 en LT CM (Ay B) y en
EM (C y D). En todos los casos encontramos una correlacion con una p < 0.05 tanto para los LT CM como
para los LT EM, negativa con el nuimero de CD4 (A y C) y negativa con el log de la carga viral (B y D). Se
observa que la expresion de CD38 en los controladores elite (puntos rojos en A y C) mantiene la correlacion

con el conteo de LT CD4+ .

Al medir el porcentaje de expresion de CD38 en las subpoblaciones de memoria se observo
que hay una mayor proporcion de LT CM CD38+ comparado con los LT EM tanto en
pacientes como en controles (p<0.001 y p=0.005, respectivamente) (Fig. 6). Sin embargo,
los LT CM de pacientes VIH+ tienen aumentada la proporcion de células CD38+ con
respecto a los controles en aproximadamente 20% y lo mismo sucede con los LT EM
(p=0.008 y p<0.001, respectivamente), lo que significa que de manera normal un mayor
porcentaje de LT CM expresan CD38 en comparacion con los LT EM y que en condiciones
de infeccion con VIH la cantidad de LT de memoria que expresan esta molécula de

activacion aumenta ain mas.
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Al evaluar la proporcion entre las poblaciones de LT de acuerdo con la expresion de CCR7
y CD45RA no se observaron diferencias significativas en la distribucion de las
subpoblaciones de LT CD4+ (Fig.7). Sin embargo, se encontr6 una tendencia de
disminucién en el porcentaje de LT CM de los pacientes VIH+ comparados con los
controles VIH- (p=0.06). Cabe notar que la proporciéon mas alta de LT EM y las
proporciones mas bajas de LT CM y naive (Fig. 7 circulos rojos) corresponden al paciente

14 (tabla 1) el cual tenia la cuenta mas baja de LT CD4+ (9 células/uL).
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Fig. 6. Expresion de CD38 en los linfocitos T de memoria central (LT CM) y memoria efectora (LT EM) en
pacientes y controles. Se encontraron diferencias significativas en el % de CD38+ entre LT CM con respecto
a los LT EM de controles (circulos azules, $p<0.001) y pacientes (tridngulos rojos, ¥p=0.005), asi como
diferencias significativas entre los LT CM de pacientes con respecto a los controles (izquierda *p=0.008) y en

los LT EM de pacientes con respecto a los controles (derecha **p<0.001).

5.3. CD154 se expresa en menor proporcion en LT CD38+ que en LT CD38-

Después de la estimulacion con SEB, se evalud la proporcion de células que expresaron
CD154 en cada una de las subpoblaciones de memoria (Fig. 8 A 'y B) y se encontrd
que ,tanto en pacientes como controles, existe un menor porcentaje de LT CM CD38+ que
expresan CD154 en comparacion con los LT CM CD38- (p<0.001 y p=0.012
respectivamente). Para el caso de los LT EM no hay diferencia en la expresion de CD154

entre CD38- y CD38+ en los controles, sin embargo, los LT EM CD38+ de pacientes
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expresan significativamente menos CD154 que los LT EM CD38- (p<0.001) e incluso
menos que los LT EM CD38+ de controles (p=0.018). Asi, si bien la expresion de CD38
determina una menor capacidad de inducir CD154, ésta esta alin més disminuida en las

células CD38+ de los pacientes con VIH.
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Fig. 7. Distribucioén de las poblaciones de LT CD4+. Existe una tendencia de porcentaje disminuido de LT CM
entre pacientes y controles. Los circulos rojos indican las proporciones de las poblaciones para el paciente 14,
el cual tiene un estado avanzado de infeccion por VIH.

Después de la estimulacion con CMV (Fig. 8 C y D) se encontrd que un menor porcentaje
de los LT CM CD38+ expresan CD154 en comparacion con los CD38- de los pacientes
(p=0.044), se observa también una tendencia de aumento en el porcentaje de LT CM CD38-
que expresan de CD154 de pacientes con respecto a la misma poblacion en controles. En lo
que respecta a los LT EM no se encontraron diferencias significativas pero se puede
observar que muchos de los pacientes VIH+ estan por encima del valor méaximo encontrado
en los controles, estas observaciones estan en concordancia con estudios previos en donde

se reporta un aumento en la respuesta contra CMV en pacientes VIH+ (69).

5.4. La disminucion en la produccion de citocinas después de un estimulo policlonal en

pacientes VIH+ esta influenciada por los LT CD38+ de memoria

Al medir la produccion de IFN-y total después de la activacion con SEB (Fig. 9 Ay B) se
observd que un menor porcentaje de LT EM CD38+ de pacientes producen IFN-y
comparado con los LT EM CD38+ de controles (p=0.036) (Fig. 9 B).
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Fig 8. Expresion de CD154 en los linfocitos T de memoria central (LT CM) y memoria efectora (LT EM) en
pacientes y controles estimulados con SEB (A'y B) y CMV (C y D). (A) $p=0.012, $p<0.001; (B) ¥$p<0.001,

#4p=0.018; (C) $$p=0.044.

En lo que respecta a la produccion de IFN-y total después de la activacion con CMV (Fig. 9

C y D), se observé lo contrario, en este caso hay una mayor proporciéon de LT CM CD38+

que producen IFN-y comparado con los LT CM CD38- tanto en pacientes (p=0.007) como

en controles (p=0.025). Cabe sefialar que la proporcion de LT CM que producen IFN-y es

mucho menor a la que producen los LT EM y ademas es posible observar que las

proporciones mas altas en la produccion de IFN-y en la poblacion de LT EM corresponde a

los pacientes VIH+ (Fig. 9 D).
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Fig 9. Expresion de IFN-y total en los linfocitos T de memoria central (LT CM) y memoria efectora (LT EM) en pacientes y controles

estimulados con SEB (Ay B) y CMV (C y D). (B) **p=0.036; (C) $p=0.025, $$p=0.007.
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Fig 10. Expresion de IL-2 total en los linfocitos T de memoria central (LT CM) y memoria efectora (LT EM) en pacientes y controles

estimulados con SEB (A y B) y CMV (C y D). (A) $p=0.012, $p<0.001; (B) $p=0.003, **p=0.002; (C) $p=0.012, $p=0.028; (D)

$8p=0.047.

38



Olvera Garcia Gustavo 2011

Cuando se analiz6 la produccion de IL-2 después de la estimulacion con SEB (Fig. 10 Ay
B) se observd un menor porcentaje de LT CM CD38+ productores de IL-2 en comparacioén
con los LT CM CD38- tanto en pacientes (p<0.001) como en controles (p=0.012), mientras
que la proporcion de LT EM CD38+ de pacientes que producen IL-2 es menor en
comparacion con los LT EM CD38- (p=0.003) y menor que los LT EM CD38+ de los
controles (p=0.002).

Después de la estimulacion con CMV (FlIg. 10 C y D) se observd, de manera similar a lo
que sucedi6 con la produccion de IFN-y, que tanto en los pacientes (p=0.028) como en los
controles (p=0.012) los LT CM CD38+ producen mas IL-2 total que los LT CM CD38-. Sin
embargo, en los LT EM se observo que los LT EM CD38+ producen menos IL-2 total que
los LT EM CD38-(Fig. 10 D; p=0.047). Cabe mencionar que en este caso no se aprecia que

los LT EM de pacientes sean los que particularmente expresen mas IL-2 que los controles.

5.5 Los LT CD38+ producen mas IFN-y e IL-2 sin coexpresar CD154, especialmente los
LT EM de pacientes VIH+

Al evaluar la expresion de CD154 en la poblacion de LT que produce IFN-y después de la
estimulacion con SEB se observo un mayor porcentaje de LT CM CD38+ que producen
IFN-y sin coexpresar CD154 en comparacion con los LT CM CD38- tanto en pacientes
(p=0.008) como en controles (p=0.018) (Fig.11 A y B). Lo mismo sucede con los LT EM
CD38+, particularmente los de pacientes VIH+ donde ademds se observa una clara
tendencia al aumento de esta produccion no simultidnea en comparacion con los LT EM

CD38+ de controles (p=0.06) (Fig.11 B).

Después de la activacion con CMV se observo un mayor porcentaje de LT EM CD38+ que
producen més IFN-y sin coexpresar CD154 en comparacion con los LT EM CD38- en
pacientes (p=0.028) (Fig.11 C). No se muestran los resultados obtenidos para los LT CM ni
para los LT EM de controles debido a que los eventos adquiridos no fueron suficientes para
realizar el subanalisis, por esta misma razén el nimero de puntos en la figura 11 C es

menor.
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Fig 11. Proporcion de LT CM y LT EM IFN-y+ que no expresaron CD154 en pacientes y controles
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LT CM IL-2+ LT EM IL-2+
§
§ L ]
a ; : B ' :
§
A 7 ! 8§ i 74 f é |
64 6+
5 4 5 i
< 77 ) < 27
0 [ ] 0
- A -
5 5 o . SEB
. A 3. - A
2 [ " s Al A 2 [ : " A
g A [ T‘— 7 [ AA A
1 0a® A o® “Q‘A 14 .. Apa ° f A“A
o N ° T L A
0-_'_’_' T T 0 ? hd —"'AA— T T
control paciente control paciente control paciente control paciente
CD38 - CD38 + CD38 - CD38 +
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En lo que respecta a la produccion de IL-2 sin coexpresion de CD154, en la figura 12 se
muestra Unicamente los resultados obtenidos para la estimulacion con SEB debido a la falta
de eventos en el analisis después de la activacion con CMV. Se puede observar que tanto en
pacientes (p=0.003) como en controles (p=0.012) el porcentaje de LT CM CD38+ que
producen IL-2 sin coexpresar CD154 es mayor en comparacion con los CD38-, lo mismo

sucede con los LT EM.
5.6. Los LT CD38+ de memoria producen mas IFN-y y menos IL-2 que los LT CD38-.

Debido a que la expresion simultdnea de citocinas esta relacionada con un mejor control de
la infeccion por VIH (70) y una vez que encontramos que los LT CD38+ de memoria en
pacientes VIH+ expresan menos CD154, en general méas IFN-y y menos IL-2, ademas de
producir citocinas sin coexpresar CD154, nos dispusimos a averiguar si CD38 afecta la
coexpresion de IFN-y e IL-2 después de la estimulacion con SEB o CMV (utilizando en
este caso un anticuerpo monoclonal agonista anti-CD28 para incrementar la respuesta,

principalmente para CMV, y observar el efecto de la expresion de CD38).

Al analizar la produccion de IFN-y, IL-2 o ambas después de la estimulacion con SEB se
observo un mayor porcentaje de LT EM CD38+ que expresan IFN-y sin coexpresar IL-2 en
comparacion con los LT EM CD 38- (p=0.047 Fig.13 A). Esta diferencia entre LT CD38+y
LT CD38- se observa también en los LT CM (p=0.022). En contraste, la produccion de IL-2
sin coexpresion de IFN-y en los LT CM CD38+ es menor a la observada en los LT CM
CD38- (p=0.05) y lo mismo sucede con los LT EM en donde los que expresan CD38
producen menos IL-2 simple positivo que los CD38- (p=0.005). Por ultimo, no se
encontraron diferencias en la expresion simultdnea de IFN-y e IL-2 entre LT CD38+ y LT

CD38- en ninguna de las subpoblaciones de memoria (CM y EM).
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Fig.13. Coproduccion de IFN-y e IL-2. Produccion de IFN-y (barras con lineas verticales), IL-2 (barras
vacias) o ambas (barras con cuadricula) en los linfocitos T de memoria central (LT CM) y memoria efectora

(LT EM) en pacientes estimulados con SEB (A) y CMV (B), ambos adicionando anti-CD28 agonista.

Con respecto a la produccion simple o simultdnea de IFN-y e IL-2 después del estimulo con
CMYV se observé un porcentaje 6.7 veces mayor de LT EM CD38+ productores de IFN-y
sin coexpresar IL-2 en comparacion con los LT EM CD38- (p=0.017, Fig.13 B), esta
diferencia entre LT CD38+ y CD38- se observa también en los LT CM (p=0.007). No se
encontraron diferencias entre LT CD38+ y LT CD38- en ninguna de las subpoblaciones de
memoria en cuanto a la frecuencia de expresion simultdnea de IFN-y e IL-2. Tampoco se
encontraron diferencias en la expresion de IL-2 sin coexpresar IFN-y, sin embargo, es
interesante mencionar que la produccion de IL-2 es muy baja (menor a 0.1 en todos los

casos) en respuesta a CMV.
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6. Discusion

Existe una consistente y fuerte correlacion entre la expresion de CD38 y la evolucion de la
enfermedad por VIH (8, 15, 29, 42, 71), ademds de deficiencias inmunes funcionales en los
LT CD4+ no relacionadas a la infeccion directa por el virus (54, 55); sin embargo, hasta la
fecha no hay estudios que aporten evidencias de una relacion directa entre la expresion de
CD38 y una alteracion de la funcién inmune. Nosotros pensamos que existe una relacion
directa entre la expresion de CD38 en las subpoblaciones de memoria de LT CD4+ y una
funcion inmune alterada. Para probar esta hipdtesis medimos la expresion de CD38 en los
linfocitos T de memoria central (LT CM) y de memoria efectora (LT EM) y observamos si
existen diferencias en la produccion de IFN-y e IL-2 después de la estimulacion con SEB y

con CMYV entre linfocitos de memoria CD38+ y CD38-.

En la poblacién de pacientes VIH+ que analizamos pudimos observar la correlacion ya
descrita entre el avance de la enfermedad medida como conteo de CD4 o carga viral
plasmatica y la expresion de CD38 en los LT de memoria (Fig. 5). Este fenomeno fue
descrito desde finales de la década de 1980 y es una de las principales causas por las que se
piensa que la expresion de este marcador de activacion en los LT puede estar asociado
directamente con alguna disfuncién inmune, ya que se ha demostrado que la expresion de
CD38 sobretodo en LT CD8+ es un mejor predictor de avance de la enfermedad que la
carga viral o la cuenta de LT CD4+(39). Esta correlacion la encontramos tanto en los LT CM
como en los LT EM por lo que no podemos asumir que alguna de las subpoblaciones de
memoria contribuya mas a la correlacion. Es decir, en ambas subpoblaciones la expresion

de CD38 aumenta conforme avanza en la enfermedad por VIH.

Con respecto a estas correlaciones se puede observar que los dos pacientes controladores
elite mantienen la tendencia correlativa entre el conteo de LT CD4+ y la expresion de
CD38. Esto es una evidencia que apoya la idea de que la expresion de CD38 no esta
limitada a la infeccion directa por el virus ni depende estrictamente de la carga viral sino de
un estado cronico de activacion y predice la disminucion de LT CD4+ atn sin viremia. A

pesar de que en nuestro estudio solo tenemos dos pacientes controladores elite, existen
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otros reportes que establecen evidencias mas robustas del mismo fenémeno en esta

poblacién de pacientes (42, 71-73).

Al evaluar la expresion de CD38 en cada una de las subpoblaciones de memoria
observamos que una mayor proporcion de LT CM que expresan CD38 comparados con los
LT EM en los controles sanos. Esta diferencia se observa también en los pacientes VIH+.
Ademéas el porcentaje de LT CM y EM que expresan CD38 en pacientes es mayor en
comparacion con las mismas poblaciones en los controles (Fig. 7). Dado que existe una
sobrerrepresentacion de LT de memoria que expresan CD38 en los pacientes VIH+, las
anormalidades encontradas en la funcionalidad de las células CD38+ tendran un efecto

mas relevante en el contexto de la infeccion por VIH.

Se sabe que CD38 funciona como molécula de adhesion y su ligando conocido es CD31,
debido a esta funcion de adhesina se ha propuesto que su expresion es importante en el
homming y la recirculacion por ganglios linfaticos (63). Esta idea esta en concordancia con
la expresion aumentada de CD38 en los LT CM (incluso en controles) debido a que estos
linfocitos preferencialmente estan recirculando por organos linfoides secundarios, sin
embargo, el homming que establece la interaccion entre CD38 y CD31 aun no estd

claramente establecida.

La mayor proporcion de LT CD38+ encontrada entre los LT CM de pacientes podria
explicar por qué en etapas tardias de la enfermedad la proporcion de LT CM tiende a estar
subrepresentada (Fig. 7 circulos rojos y ref. (51)), pues se sabe que CD38 desencadena
sefales intracelulares por dos vias 1) a través de los productos que genera su actividad
enzimdtica y 2) a través de la unién con su ligando. Estas sefiales estan relacionadas a
activacion y diferenciacion (62) y es posible que la sobreexpresion de CD38 observada en
los LT de memoria de los pacientes aumente su susceptibilidad a ser activados de manera

inespecifica, a su muerte prematura por activacion y/o a ser infectados por el virus.

Estas ideas deben ser confirmadas ya que no se conoce con exactitud el mecanismo por el
cual CD38 actua como molécula activadora, bajo qué condiciones de interaccion molecular

con otros receptores, bajo que condiciones microambientales ni en qué procesos inmunes.
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Para estimular a las subpoblaciones de memoria de LT CD4+ utilizamos SEB, una toxina
que induce activacion inespecifica a través de TCR y lisado de CMV como un estimulo
especifico de antigeno. La enterotoxina B de Staphylococcus es un superantigeno que
permite la unién inespecifica del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
expresado en una célula presentadora de antigeno (APC) y el TCR de un linfocito. Esta
union provoca la activacion policlonal de los LT. La produccion de citocinas después de
una estimulacion con SEB puede diferir de aquella inducida por estimulacion antigeno-
especifica, debido a que la activacion con este superantigeno no requiere procesamiento por
una APC y puede producir respuesta en células de memoria y naive que expresen la cadena
variable adecuada del receptor de linfocitos T. De este modo, para determinar si existe un
comportamiento diferente en cuanto a la produccion de IFN -y e IL-2 en las subpoblaciones
de memoria observamos también la produccion de citocinas después de estimulacion con

lisado de CMV como activacion antigeno-especifica.

La adiciéon de brefeldina A (BFA) nos permitid, ademds de detectar intracelularmente las
citocinas producidas y el CD154, evitar la expresion de novo de CD38 en la membrana
plasmatica de los LT derivada de la estimulacién ex vivo y con esto poder rastrear la
funcionalidad de los LT que in vivo estaban ya expresando CD38. En un estudio previo de
nuestro equipo se realizd un seguimiento de la expresion de CD38 en presencia de BFA y se
demostrd que después de 12 horas no existian cambios en la expresion de CD38 (66), por lo

cual usamos este tiempo de activacion en presencia de BFA para realizar este estudio.

Al analizar la expresion total de CD154 después de la activacion policlonal con SEB
observamos que en general un menor porcentaje de LT que son CD38+ expresan CD154
comparados con los CD38-. Adicional a esta deficiencia determinada por la expresion de
CD38 que se da tanto en los LT CM como en los LT EM, podemos observar que en los LT
EM hay un efecto de la infeccion por VIH y esta subpoblacion expresa atin menos CD154.

(Fig.8 Ay B).

En cuanto a la expresion de CD154 después de estimular con CMV, podemos ver que el

efecto de la expresion de CD38+ es observable solo en la poblacion de LT CM de pacientes
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(Fig. 8 C y D), cabe mencionar que la tendencia que existe a una mayor expresion de
CD154 en los LT CM CD38- de pacientes con respecto a controles, puede atribuirse al

incremento de la respuesta contra CMV en pacientes VIH+ ya visto en otros estudios (69).

CD154 (CDA40L) es una proteina de membrana expresada en LT CD4 activados a través de
TCR(74, 75). La union de CD154 con CD40 expresado en las APC promueve la secrecion de
IL-12 e IFN-y, controla la activacion de LT mediada por APC y regula la diferenciacion de
LT CD8+ a ceélulas efectoras(76, 77). Estudios en pacientes con sindrome de hiper IgM
proveen evidencia de la importancia que tienen esta molécula en la modulaciéon de la
respuesta inmune celular. Los LT CD4+ de personas con esta inmunodeficiencia primaria
pierden la expresion funcional de CD154 y estos pacientes son susceptibles a infecciones
oportunistas tal como sucede en los pacientes con VIH(78, 79). Los mecanismos por los
cuales la falta de CD154 incrementa la susceptibilidad de infecciones oportunistas son
variados e incluyen: disminucidn en la produccion de IL-12, IL-2 e IFN-y, una activacién
deficiente de las APC, un deficiente priming de LT CD4+ y CD8+ y una deficiente
respuesta inmune humoral(80). Estudios anteriores en donde se analizé la poblacion de LT
CD4+ totales han demostrado que en el contexto de la infeccion por VIH existe una
deficiente producciéon de CDI154 en respuesta tanto a estimulos policlonales como a
estimulos antigeno-especifico (77, 79, 80). De este modo, considerando que la poblacion de
LT de memoria que expresa CD38 estd sobrerrepresentada en la infecciéon por VIH, la
importancia de nuestro hallazgo radica en que podemos afirmar, basados en nuestras
observaciones, que las deficiencias en la expresion de CD154 después de un estimulo
policlonal y especifico esta determinada por las subpoblaciones de memoria CD38+ y en
particular en los LT EM, por lo que podemos atribuirle a ésta poblacion las deficiencias
relacionadas con la expresion de CD154 discutidas arriba y quiza parte de la causa de las

alteraciones en la produccion de citocinas que se reportan en este estudio.

Al analizar la expresion total de IFN-y e IL-2 observamos que después del estimulo con
SEB, hay una menor proporcion de LT de memoria CD38+, particularmente los LT EM de
pacientes VIH+, que producen citocinas en comparacion con aquellos LT de memoria

CD38- (Fig. 9 y 10 A y B). Estudios anteriores han reportado esta deficiencia en los LT
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CD4+ activados (56, 57) pero nuestras observaciones indican que esta deficiencia en la
produccion de citocinas en los pacientes VIH+ esta influenciada principalmente por los LT
EM CD38+ (recordemos que esta poblacion esta sobrerrepresentada en pacientes VIH+),
probablemente relacionada con la disminucion de la expresion de CD154 y por tanto un

“priming” incompleto.

Para el caso de la estimulacion con CMV observamos una mayor proporcion de LT CM
CD38+ que producen IFN-y e IL-2 comparados con los LT CM CD38- (fig9y 10 Cy D) lo
que contrasta con la expresion de CD154 observada para la misma subpoblacion en donde
son los CD38- los que expresan mas este marcador. Para el caso de los LT EM CD38+ de
pacientes la produccion total de IL-2 estd disminuida con respecto a los CD38-. Debemos
considerar que aunque los LT CM CD38+ producen mas IL-2 que los LT CM CD38- la
mediana méaxima esta en aproximadamente 0.3% mientras que para el caso de los LT EM la
mediana méxima esta en aproximadamente 1% y adicionalmente sabemos que en los
pacientes VIH+ la proporcion de LT EM tiende a ser mayor, es posible que la tendencia
general sea la observada para la poblacién de LT EM en donde los CD38+ producen menos

IL-2 que los CD38-.

Analizamos también la produccion de IFN-y e IL-2 sin coexpresion de CD154 al estimular
con SEB y encontramos que la proporcion de LT de memoria CD38+ que producen
citocinas sin expresar CD154 es mayor en comparacion con los LT de memoria CD38-
(Fig. 11 A, B y 12), este fendbmeno afecta especialmente a los LT EM CD38+ de los
pacientes VIH+, donde tanto la expresion de CD38 como la infeccion por el virus causa un
incremento en la proporcion de células que producen IFN-y sin coexpresion de CD154.
Esto esta en concordancia con lo que describi6 en un estudio previo realizado por nuestro
equipo (66). Adicionalmente aportamos evidencias de que este fenomeno sucede también
después de un estimulo especifico con CMV (Fig. 11 C). Estas observaciones son
consistentes con una falla en la expresion de CD154 de los LT CD38+ (aun cuando estan
produciendo citocinas) discutido inicialmente y que contribuye a las deficiencias inmunes
descritas para pacientes VIH+. Ademdas pone de manifiesto que los LT EM de pacientes

VIH+ son mas susceptibles a las alteraciones inmunes encontradas en esta subpoblacion.
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Desafortunadamente debido a la falta de eventos en este analisis, no pudimos analizar la
produccion de IL-2 sin coexpresion de CD154 después del estimulo con CMYV, sin
embargo, la falta de eventos puede ser indicativo de que la proporcion de células que estan
produciendo IL-2 sin producir CD54 es significativamente menor a la observada para el

IFN-y.

Finalmente, después de que observamos que los LT CD38+ de memoria en pacientes VIH+
expresan menos CD154, en general mas IFN-y y menos IL-2, ademas de producir citocinas
sin coexpresar CD154, nos dispusimos a evaluar la coexpresion de IFN-y e IL-2 y si CD38
afecta esta coexpresion (fig.13). Ademas de los estimulos ya descritos adicionamos un
anticuerpo monoclonal agonista anti-CD28, con el objetivo de incrementar las respuestas
principalmente contra CMV y poder observar mas claramente el efecto. En este caso
observamos que con CMV, en ambas subpoblaciones de LT de memoria (mas evidente en
LT EM como se espera de esta poblacion), el porcentaje de células CD38+ que producen
IFN-y sin coexpresion de IL-2 es mayor en comparacion con aquellas células CD38- y este
efecto se mantiene con SEB. En el caso de la produccion de IL-2 sin coexpresion de IFN-y
al estimular con CMV se observa que su produccion es casi nula en todas las poblaciones,
sin embargo, si estimulamos con SEB podemos apreciar que en ambas subpoblaciones de
memoria (mas evidente en LT CM como se espera de esta poblacion), el porcentaje de
células CD38+ que producen IL-2 sin coexpresion de IFN-y es menor en comparacion con

aquellas células CD38-.

Podemos notar un comportamiento consistente, en la poblacion de LT CM el efecto de la
expresion de CD38 aparece tanto en pacientes como en controles y puede ser considerado
como normal, sin embargo, la sobrerrepresentacion de los LT CM que expresan CD38 en
los pacientes infectados con VIH puede resultar en respuestas inmunes deficientes en estos
individuos. Para el caso de los LT EM podemos observar alteraciones causadas 1) por la
expresion de CD38: que en algunos casos son compartidas con los controles VIH- pero la
proporcion aumentada de células que expresan CD38 en pacientes VIH+ aumentaria el

efecto que tienen éste marcador en la funcionalidad; y 2) El efecto de la infeccion con VIH
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que produce alteraciones mas profundas en la funcion inmune de aquellos LT EM que

expresan CD38+ de pacientes VIH+.

La expresion de CD38 parece estar relacionada a funciones efectoras (produccion de IFN-y)
y no asociada a funciones de supervivencia y proliferacion (produccion de IL-2). Esto
explicaria la pérdida gradual de los LT CM y subsecuentemente la imposibilidad de
mantener la poblacion umbral de LT EM en sitios efectores y por tanto la aparicion de
enfermedades oportunistas. Derivado de esto podemos especular que en los LT EM CD38+
(considerando que en los pacientes VIH+ los LT EM tienden a aumentar conforme avanza
la enfermedad y ademas los que expresan CD38 estan sobrerrepresentados) la estimulacion
del TCR induce activacion, representada en este caso por IFN-y y por otro lado los LT CM
CD38+ (que también estan sobrerrepresentados) fallan en inducir suficiente IL-2 para
soportar la proliferacion necesaria para que ocurra la diferenciacion a LT EM (20, 21, 24, 81).
Estos hechos pueden ser causa de la inmunosupresion y probablemente un componente mas

que contribuye a la linfopenia ocasionada por la infeccion por VIH.

Se necesitan experimentos adicionales para determinar si efectivamente los LT CM o EM
CD38+, debido a la disminucién en la expresion de CD154 fallan en inducir activacion en
las APC vy si éstas a su vez fallan en inducir una activacion completa en las subpoblaciones
de LT memoria y, si los LT CD38- tienen todas estas funciones completas. Del mismo
modo seria interesante evaluar la funcionalidad de las subpoblaciones de memoria de LT
CD4+ con respecto a la expresion de CD38, categorizando grupos de pacientes en diversos
estadios de la enfermedad asi como pacientes controladores elite y pacientes bajo
tratamiento antiretroviral exitoso para evaluar si las disfunciones observadas van

progresando y si se revierten con el tratamiento.
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7. Conclusiones

- Los LT CD4+ CD38+, tanto CM como EM, en pacientes VIH+ inducen menos CD154,
producen mas IFN-y y menos IL-2 después de un estimulo a través de TCR que aquellos
que no expresan CD38, por lo que es posible que la expresion de CD38 y el aumento en
su frecuencia de expresion participe directamente en la patogénesis del la infeccion por
VIH, al 1) establecer un ambiente poco favorable para la activacion de APCs debido que
probablemente no se establece una interaccion adecuada entre CD40 de las APCs y
CD154 de los LT, 2) mantener un ambiente de activacion mediado por IFN-y y 3)
producir una disminucion en la proliferacion de LT por la ausencia de IL-2. Es probable
que lo anterior finalmente resulte en una alteracion de las funciones inmunes vinculada a

la inmunosupresion de los pacientes VIH+.
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