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1 Introducción  
 
1.1 Epidemia de la infección por el VIH 
 
La infección causada por el virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) ha 

representado un grave problema de salud pública a nivel mundial desde su 

identificación en el año de 1983  a la fecha (Rossouw et al., 2011). El VIH es el agente 

causal del Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). El SIDA, la etapa final de 

la infección por el VIH, engloba a un conjunto de síntomas e infecciones oportunistas, 

resultado de la eliminación de las células del sistema inmune. La infección por el VIH 

se transmite principalmente a través del contacto sexual, mediante transmisión vertical  

(de madre a hijo) y vía sanguínea (por transfusión sanguínea o contacto accidental 

con sangre infectada). 

El último reporte de ONUSIDA (UNAIDS, 2011) reporta un estimado de 34 millones de 

personas que viven con el VIH, un promedio de 2.6 millones de nuevas infecciones 

(2.3 millones - 2.8 millones), con un porcentaje de 1.8 % de prevalencia de adultos 

infectados entre 15 y 49 años de edad. La infección por el VIH ha causado más de 25 

millones de muertes alrededor del mundo (Fig.1). En México el último reporte de 

CENSIDA (CENSIDA, 2011) estima que 149, 883 personas viven con el virus, del cual 

28% son mujeres y 72% hombres, reporta un estimado al 2011 de 14,9883 casos 

acumulados por SIDA y una tasa de mortalidad 2009 por 100 mil habitantes del 4.8. 

Actualmente existen tratamientos que ayudan al control de la infección, disminuyen la 

cantidad de virus en sangre y permiten a las personas tener una mejor calidad de vida. 

Del 2001 al 2011 se ha incrementado el acceso al uso de antirretrovirales, por lo que 

actualmente 5 millones de personas alrededor del mundo reciben tratamiento basado 

en el uso de diferentes antirretrovirales. En México 37 mil personas tienen acceso a 

los antirretrovirales, lo que constituye el 24.6% del total de personas que viven con 

VIH en este país.  
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Fig.1 Prevalencia global de infecciones por el VIH en 2010. En tonalidades de rojo 
se muestra el porcentaje de infecciones por el VIH reportadas a nivel mundial. Las 
tonalidades más rojas representan los países con mayor porcentaje de infecciones 
(UNAIDS, 2011). 
 

Actualmente se han descrito dos principales tipos de VIH: el VIH-1, aislado por primera 

vez en 1983, relacionado filogenéticamente con el virus de la inmunodeficiencia en 

simios (VIS) y cuyo huésped natural es el Rhesus macaco (Macaco mulatta) y, el VIH-

2, aislado en 1986 (Clavel et al., 1986) y relacionado filogenéticamente con el VIS del 

mono verde (Sooty mongabey) (Chen et al., 1996). La distribución del VIH-1 es global, 

mientras que el VIH-2 se encuentra restringido a ciertas zonas de África subsahariana 

y es menos patogénico. 

El VIH-1 se subdivide en tres grupos principales: M, N y O, clasificados por las 

diferencias genómicas que presentan, siendo el grupo M el virus más distribuido 

alrededor del mundo y causante de la mayoría de las infecciones a nivel mundial. 

El grupo M tiene 9 subtipos o clados: A-D, F-H, J y K. Los clados más representativos 

son el B y C. El virus clado B se distribuye en América, Europa y Australia, siendo la 

forma de virus circulante más común en estas poblaciones. El clado C se distribuye en 

poblaciones del sur de África (McCutchan, 2000). En México, el tipo más 

predominante es el VIH-1, grupo M, subtipo B (Avila-Rios et al., 2009).  
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1.2 Estructura del VIH 

El VIH se clasifica taxonómicamente en la subfamilia Lentiviridae, familia Retroviridae, 

dentro del grupo VI (virus ARN monocatenario retrotranscrito) en la clasificación de 

Baltimore (Roizman B, 1996). Las partículas de VIH tienen un tamaño aproximado de 

100-200nm de diámetro. Se encuentran cubiertas por una membrana o envoltura de 

lípidos proveniente de la célula infectada y en la cual se encuentran inmersas dos 

glicoproteínas de superficie: la proteína gp120, localizada en la superficie externa de la 

membrana viral y la proteína gp41. En la parte interior del virus se encuentra la matriz 

que es una estructura constituida por varias moléculas de la proteína p17 y que 

proporciona estructura y estabilidad al virus. Dentro de la matriz se encuentra la 

cápside, compuesta principalmente por la proteína p24 y que contiene un núcleo con 

forma cónica que alberga a dos cadenas de ácido ribonucléico (ARN) con polaridad 

positiva, a las nucleoproteínas p7, p6 y a las enzimas p32 (integrasa), p11 (proteasa) y 

p66 (transcriptasa reversa) (Fig.2). 
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Tabla. 1 Proteínas del VIH (Yabar, 2003) 

  

 

Fig.2 Estructura del VIH. Esquema general que muestra la estructura del VIH, las 
proteínas que lo conforman y las cadenas de ARN (Sudharshan y Biswas, 2008). 
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1.3 Genoma y productos génicos del VIH 

El genoma del VIH se constituye de dos cadenas de ARN con una extensión de 9.8 

kb. Su estructura genómica es característica de la mayoría de los lentivirus (Fig. 3). 

Contiene secuencias largas de nucleótidos o LTR (por sus siglas en inglés: long 

terminal repeat) que circunscriben al genoma viral, con sitios de unión a factores de 

transcripción como NFAT-2, NF-κB y SP-1, así como un potenciador (“enhancer”) y un 

promotor para el inicio de la replicación del virus. Los genes virales gag, pol y env 

codifican para nueve proteínas que normalmente se clasifican en tres grupos: 

proteínas estructurales, proteínas reguladoras y proteínas accesorias (Greene y 

Peterlin, 2002). Estas proteínas forman en conjunto a las partículas virales, participan 

en procesos de regulación de la transcripción del virus, pueden incrementar la 

capacidad infectiva del VIH y participan en el proceso de integración del genoma viral 

al genoma de la célula hospedera (Frankel y Young, 1998). 

La región genómica del gen Gag codifica para proteínas que forman el esqueleto del 

virus, estas proteínas tienen como precursor a la proteína p55, la cual es procesada 

por la proteasa del VIH en las proteínas: p17, componente estructural que forma la 

matriz del virus; p24, formadora de la cápside y en las proteínas p7 y p6 que 

conforman la nucleocápside.   

El gen pol codifica a las proteínas enzimáticas del virus. La proteína p11, un 

homodímero encargado de cortar los polipéptidos durante la maduración viral. La 

proteína integrasa que permite la unión del ADN proviral con el ADN celular mediante 

múltiples actividades enzimáticas: 1) actividad de exonucleasa, permite la eliminación de 

un par de nucleótidos terminales en el extremo 3´ del ADN viral; 2) actividad de 

endonucleasa, permite el corte de ADN de la célula en el sitio donde es incorporado el 

ADN viral y 3) ligasa, permite la unión covalente de cada extremo del ADN proviral con 

el ADN celular. La proteína transcriptasa reversa tiene actividad de polimerasa del ADN 

dependiente de ARN, la cual degrada la cadena de ARN viral una vez que el ADN viral 

ha sido formado. (Bushman et al., 1990).  
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La región genómica Env es transcrita y traducida como una proteína de 160 kDa 

(también llamada gp160) que, posteriormente, es proteolizada y procesada, dando 

como resultado a la glicoproteína de superficie gp120 y a la proteína transmembranal 

gp41. La unión en trímeros de gp120 y gp41, permite la interacción con el receptor 

CD4 y con co-receptores o receptores de quimiocinas como CCR5 ó CXCR4, 

presentes en las células susceptibles de ser infectadas. 

La proteína transactivadora de la expresión génica del VIH (Tat), actúa mediante la 

unión a la secuencia de transactivación viral (TAR). La unión de Tat con su elemento 

TAR activa e incrementa la transcripción de los genes del VIH (Ruben et al., 1989). 

Rev es otro factor regulador de la expresión del VIH-1, actúa mediante su unión con 

los elementos RRE (elemento de respuesta de Rev) y facilita el transporte del ARN sin 

modificaciones (“splicing”) del núcleo hacia el citoplasma (Malim et al., 1989). RRE es 

una molécula de ARN codificada dentro de la región Env, está constituida por 

aproximadamente 200 nucleótidos localizados en la posición 7327 y abarca el borde 

de las proteínas gp120 y gp41. Este elemento es necesario para el funcionamiento 

mediante una unión de gran afinidad con Rev. La proteína accesoria Nef de 

aproximadamente 27 kDa se encuentra asociada a la cara citoplasmática de la 

membrana celular, se han descrito varias funciones para esta proteína. Disminuye la 

expresión de la molécula CD4 en la superficie de células infectadas, favoreciendo su 

endocitosis y degradación en los lisosomas (Lindwasser et al., 2007). Nef también 

disminuye la expresión de moléculas HLA de clase I, específicamente HLA-A/B (Chen 

et al., 1996). Así mismo, se le ha asociado con la disminución del complejo TCR-CD3 

en la membrana celular (Thoulouze et al., 2006). 

La proteína Vpr tiene la habilidad de inhibir el ciclo celular en la fase G2, promueve la 

localización del complejo de preintegración en el núcleo de la célula (Zimmerman et 

al., 2004). Vpu es una proteína integral de la membrana viral de 81 aminoácidos, 

interactúa con el receptor CD4 en el retículo endoplásmico (RE) y reduce la expresión 

de esta molécula (Binette et al., 2007). De manera importante Vpu favorece la 
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liberación de los viriones de las células infectadas (Schubert et al., 1996). La proteína 

Vif tiene un peso de 23 kDa compuesta por 192 aminoácidos, tiene la capacidad de 

inhibir la actividad de ciertos factores celulares como APOBEC3G (A3G) que de forma 

natural bloquean la replicación del VIH (Mercenne et al., 2010). 

 

 Fig. 3 Genoma del VIH. Esquema que muestra el genoma del VIH (Frankel y Young, 
1998). 
 

 

1.4 Ciclo de replicación del VIH 

El ciclo de replicación del VIH se divide para su estudio en dos fases, la fase temprana 

y la fase tardía. Estas fases abarcan el proceso de interacción entre la célula blanco y 

el virión maduro, así como la formación y liberación de nuevos viriones. En la fase 

temprana, las partículas de VIH se unen específicamente a las células que portan el 

receptor CD4 en la superficie de su membrana (células T CD4+, monocitos, 

macrófagos y células dendríticas). Esta interacción ocurre por contacto entre la 

glicoproteína de superficie gp120 y el dominio amino terminal en el receptor CD4. La 

unión ocasiona cambios conformacionales en la proteína gp120 que, a su vez, permite 

la exposición de la proteína gp41 y como consecuencia permite su unión con el 

receptor de quimiocinas CCR5 ó CXCR4. Esto favorece la fusión de la membrana viral 
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con la membrana de la célula para la internalización del virión, iniciando el proceso de 

infección en la célula hospedera (Moore, 1997).  

Una vez que el virus se ha internalizado dentro de la célula, se lleva a cabo el 

desensamble y degradación de la nucleocápside, así el ARN viral junto con las 

proteínas inician el proceso de retrotranscripción.  

La conversión de una molécula de ARN de cadena sencilla a una hebra de ADN de 

cadena doble es catalizada en el citosol por la enzima transcriptasa reversa. Una vez 

sintetizado el ADN viral, este es transportado hacia el núcleo de la célula junto con 

otras proteínas virales que incluyen a las proteínas: integrasa, p17, RT y Vpr, así como 

proteínas del citoesqueleto, formando el complejo de preintegración (Zhan et al., 2010) 

que dirige el genoma viral al núcleo. Después, el ADN viral es integrado al genoma de 

la célula hospedera por la actividad catalítica de la integrasa. Se desconocen 

exactamente los sitios de integración del virus en el  genoma de la célula infectada, se 

ha reportado que el virus se integra preferencialmente en regiones de alta expresión 

de genes donde la cromatina es más laxa (Soto et al., 2010) sin embargo, se 

considera que estos mecanismos pueden ser estocásticos. 

Debido a las características del VIH, el virus tiene la capacidad de integrarse dentro 

del genoma de la célula y permanecer en estado de latencia (no expresión génica) por 

un periodo de tiempo prolongado, mecanismo que permite la formación de reservorios 

virales en las células infectadas (Shan et al., 2011). La culminación del proceso de 

integración del virus en el genoma de la célula marca el final de la fase temprana del 

ciclo de replicación. 
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Fig.4. Ciclo de replicación del VIH, modificado de (Peterlin y Trono, 2003). 

 

La fase tardía comienza con la unión de factores de transcripción en la región LTR del 

virus, esto favorece la síntesis de transcritos virales en forma de ARNm, los cuales son 

transportados fuera del núcleo para su posterior traducción.  

Las proteínas virales Tat y Rev, son las encargadas de regular los eventos 

transcripcionales y pos-transcripcionales de los productos virales. En la etapa final del 

ciclo de replicación ocurre el ensamblaje del virión, las dos copias de ARN de cadena 

sencilla que se generaron, junto con los productos de los genes gag y pol se 

ensamblan para formar la estructura del virus. Posteriormente son dirigidos hacia la 

membrana celular, donde las proteínas gp120 y gp41, productos del gen env, están 

inmersas. Durante la maduración del virión, la enzima proteasa corta específicamente 

cada poliproteína para formar a las proteínas virales p24, p17, p7 y p6. En la mayoría de 

los casos el VIH maduro, es capaz de infectar a otras células y comenzar nuevamente 

su ciclo de replicación. No todos los virus que se producen durante el ciclo de 
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replicación tienen la capacidad de generar una infección exitosa, por tanto, el proceso 

de infección se puede separar en dos tipos: infección productiva e infección abortiva. 

Una infección exitosa o productiva es una infección en donde el virus tiene la 

capacidad de adentrarse en la célula, integrarse, expresarse y generar nuevos 

viriones. En contraste, en una infección no exitosa o abortiva, el virus tiene la 

capacidad de entrar en la célula pero no puede llevar a cabo todos los demás pasos 

del ciclo de replicación viral (Fig. 4). 

 

1.5 Tropismo Viral  

El tropismo viral se puede definir como la capacidad que tiene un virus para infectar de 

forma especifica a un tipo celular. En la mayoría de los casos el tropismo es 

determinado en parte por las proteínas de superficie que presenta una célula y por las 

características estructurales del virus (Gorry y Ancuta, 2011). Para iniciar la infección, 

el VIH interactúa con el receptor CD4 y también con los receptores que quimiocinas 

CCR5 ó CXCR4, principalmente. En base a estas características, las células que                                                                                                     

expresan estos receptores o co-receptores, como las células dendríticas (Harman et 

al., 2011), los monocitos/macrófagos (Benaroch et al., 2010), los linfocitos T CD4+ 

(Mariani et al., 2011), las células precursoras hematopoyéticas (Carter et al., 2011) y 

algunas poblaciones de células NK (Bernstein et al., 2009), son células susceptibles a 

ser infectadas. 

El tropismo del VIH se basa en la capacidad del virus para reconocer al receptor 

CCR5 ó al receptor CXCR4 y es determinado por la región V3 de la proteína de 

envoltura gp120. Un cambio en la secuencia de la región V3 determina la afinidad para 

interactuar con los receptores de la superficie celular, favoreciendo así que el virus 

tenga tropismo CCR5 ó CXCR4 (Yuan et al., 2011). Un virus con tropismo CCR5 

infectará preferentemente a monocitos/macrófagos y células dendríticas, así también y 

de manera menos eficiente a linfocitos T. Mientras que un virus con tropismo CXCR4 
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infectará principalmente a linfocitos T CD4+ que expresen dicho receptor de 

quimiocinas (Cecilia et al., 1998). 

Se ha reportado que, durante la fase temprana de la infección por el VIH, los virus 

tienen preferencialmente tropismo para CCR5 y, conforme se desarrolla la infección, 

ocurre un cambio en el tropismo del virus a CXCR4 (Mild et al., 2010). Este cambio en 

el tropismo se relaciona con una mayor eliminación de las células T CD4+ y con una 

progresión rápida a la fase de SIDA (Cavarelli y Scarlatti, 2009). Estudios in vitro 

demuestran que los virus que son CXCR4 tienen la capacidad de formar de sincicios 

(Chakrabarti et al., 2002), son más patogénicos, debido a que tienen una mayor 

capacidad citopatica, lo que favorece la eliminación de las células infectadas. La 

patogenicidad del virus también depende del la vía de contagio, los virus transmitidos 

por sangre tienden a ser CXCR4, mientras que los virus transmitidos por mucosas son 

preferentemente CCR5 (Hughes y Nelson, 2009). 

 

1.6 Historia Natural de la Infección por el VIH 

La historia natural de la infección por el VIH abarca una serie de cambios y procesos 

fisiológicos que ocurren en una persona infectada, producto de la interacción del virus 

con el hospedero. En base al número de linfocitos T CD4+ y a la cantidad de virus en 

sangre (carga viral), la historia natural de la infección por el VIH se divide en tres 

etapas: la etapa aguda, la etapa crónica y la etapa de SIDA (Fig. 5). 
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Fig.5 Historia natural de la infección por el VIH. Esquema que muestra las tres 
etapas en las que se divide la historia natural de la infección, basado en la cantidad de 
linfocitos T CD4+ y en la cantidad de virus en sangre. Modificado de (Forsman y 
Weiss, 2008). 
 

1.7 Fase Aguda de la infección por el VIH 

La fase aguda inicia con la transmisión de un virus fundador al hospedero (virus que 

da lugar a las cuasiespecies virales en un individuo infectado) (Keele et al., 2008). 

Después de la transmisión del virus, hay un periodo de aproximadamente 10 días 

conocido como la fase eclipse, en la cual el ARN viral permanece indetectable en 

plasma (Nelson et al., 2001). Al final de esta fase, el virus proveniente de las células 

infectadas alcanza los nódulos linfáticos, donde infecta a células T CD4+CCR5+ 

activadas (Koup et al., 1994). 

Durante la tercer semana y aproximadamente hasta la sexta semana después de la 

infección, se puede presentar un conjunto de síntomas conocido como síndrome 

retroviral agudo, caracterizado por dolor de cabeza, fiebre, dolor muscular, fatiga, 

diarrea, nauseas, entre otros, y suele presentarse en un 50% a un 70% de los adultos 

infectados (Pilcher et al., 2004). Durante la fase aguda el virus se dispersa y replica 

rápidamente alcanzando los órganos linfoides, de manera particular al tejido linfoide 
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asociado a mucosas (GALT), donde hay un gran número de linfocitos T CD4+CCR5+ 

de memoria, los cuales son infectados y favorecen la producción de nuevos virus. Al 

final de la tercer o cuarta semana de iniciada la infección, el 20 % de estos linfocitos 

están activados y el 60% de los linfocitos T CD4+ presentes en GALT que no están 

infectados llegan a estarlo o mueren vía apoptosis (Veazey et al., 1998). Mientras el 

virus replica en GALT y en otros tejidos linfoides, la cantidad de virus en plasma 

aumenta exponencialmente entre la semana 3-4 de infección, hasta llegar a un pico de 

replicación (usualmente de más de 1 millón de copias de ARN por mililitro de sangre; 

(Borrow et al., 1994). 

La respuesta inmunológica temprana contra el virus inicia en los primeros días de 

infección, días en los que aparece la respuesta de células NK y la activación de 

células dendríticas, semanas después a la infección se detecta la presencia de 

anticuerpos específicos para las proteínas de superficie del virus, para finalmente 

iniciar con la respuesta adaptativa especifica de los linfocitos T CD8+ citotóxicos (Alter 

et al., 2007). La aparición de los linfocitos T CD8+ específicos para el VIH, se 

relaciona con una disminución de la carga viral y con la recuperación parcial en la 

cantidad de células T CD4+ en sangre (Jin et al., 1999). Posterior a esto, se llega a un 

punto de equilibrio entre la cantidad de células T CD4+ y la carga viral presente en 

sangre, conocido como punto de equilibrio o “set point” (Kaul et al., 2010). Este 

fenómeno inmunológico puede predecir la rapidez de la progresión de la infección por 

el VIH (Schacker et al., 1998), un set point alto se asocia a una rápida progresión de la 

infección, mientras que un set point bajo se asocia con una lenta progresión a la fase 

de SIDA (McMichael et al., 2010). 
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1.8 Fase crónica de la infección por el VIH 

Después del periodo de infección aguda, comienza una fase de relativo equilibrio entre 

la replicación viral y la respuesta inmune del hospedero. El set point marca el inicio de 

la fase crónica, caracterizada por ser una etapa asintomática que puede durar en 

promedio 10 años sin un tratamiento oportuno (Kushnir y Lewis, 2011).  

Durante este periodo clínicamente asintomático, la replicación del VIH continúa 

activamente,  la carga viral aumenta gradualmente y el número de células T CD4+ en 

sangre y en tejidos linfoides disminuye de forma gradual hasta cantidades menores a 

200 células/µl en sangre, alcanzando un grado de inmunodeficiencia importante y 

dando inicio a la fase de SIDA. (Brenchley et al., 2004).  

 

1.9 Fase de SIDA 

En la fase de SIDA hay una baja considerable de linfocitos T CD4+ y una elevación 

progresiva de la cantidad de virus presente en plasma. En esta fase el abatimiento de 

las respuestas del sistema inmune es evidente y puede llevar al individuo infectado a 

desarrollar infecciones oportunistas como: Tuberculosis, Pneumocystis jirovecii, 

Cytomegalovirus, Cándida o Toxoplasma, entre otros. Éstos producen enfermedades, 

generalmente cuando la cantidad de células T CD4+ se encuentra por debajo de las 

350 células/µl en sangre que en ausencia de tratamiento adecuado, pueden llevar a la 

muerte (Ponce de Leon Rosales y Rodriguez-Alvarez, 2010).  

 

1.10 Respuesta inmune innata  

La inmunidad innata es la primera línea de defensa durante la fase temprana de la 

infección por el VIH. Las células del sistema inmune innato: células NK (por sus siglas 

en inglés, natural killer) (Berger y Alter, 2011), monocitos (Collini et al., 2010), células 

T gamma/delta (cT γδ) (Agrati et al., 2011) y células dendríticas (CD) (Bordon, 2010) 

adquieren funciones efectoras. Posteriormente adquieren funciones reguladoras, con 
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capacidad de secretar citocinas como IL-2, IL-12, IL-4, IL-10, IL-15, IFN-γ, TNF-α e 

IFNα/β que ayudan al control de la infección (Lehner et al., 2008). 

Las células NK tienen un papel crítico en el control de las infecciones virales, son 

células con capacidad citotóxica que pueden eliminar a las células infectadas. 

Además, tienen la capacidad de secretar factores antivirales como IFN-γ, ayudando a 

la diferenciación de las células T CD4+ de tipo pro-inflamatorio o TH1, también 

secretan TNF-α y GM-CSF y otras quimiocinas (Altfeld et al., 2011). 

Las células T γδ (cT γδ) se localizan en las mucosas, generalmente no reconocen 

antígenos peptídicos presentados por moléculas HLA sino que interactúan 

directamente con antígenos no peptídicos o con proteínas de estrés celular o HSP (por 

sus siglas en inglés: heat shock proteins). Las cT γδ producen citocinas tipo TH1 y TH2, 

además lisan células blanco infectadas por el VIS o el VIH. Estas células también 

generan factores antivirales como RANTES, MIP-1α y MIP-1β que se unen al co-

receptor del virus CCR5, disminuyendo su expresión (Kabelitz y Wesch, 2001). 

Las CD expresan receptores como DC-SIGN, CXCR4, CCR5 o CCR7 que, entre otras 

funciones, favorecen su migración hacia nódulos linfáticos. Se ha propuesto que 

también pueden dispersar el VIH ya que éste puede unirse a algunas de estas 

proteínas y, cuando las CD interactúa con otras células T CD4+, favorece su infección.  

Las CD son importantes como mediadoras del reconocimiento de antígenos y la 

activación de respuestas innatas y adaptativas mediante la secreción de citocinas 

como IL-7, IL-1, TNF-α e IL-12 (Cunningham et al., 2010).  
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1.11 Respuesta inmune adaptativa  

Como se mencionó anteriormente, la primer respuesta del organismo contra una 

infección es dada por las células del sistema inmune innato. Semanas posteriores a la 

infección, el organismo desarrolla la respuesta inmune adaptativa que está 

conformada por componentes celulares como: células B, células T CD4+, T CD8+ y 

por componentes solubles como anticuerpos específicos (producidos por las células 

B). 

Las células T CD8+, también llamados linfocitos T citotóxicos (LTC) son un 

componente esencial en una respuesta inmune efectiva contra infecciones antivirales, 

se localizan en una gran variedad de compartimentos anatómicos: sangre periférica, 

espacios bronqueo alveolares, nódulos linfáticos, bazo, piel, fluido cerebroespinal, 

semen, mucosa vaginal y gastrointestinal (Freel et al., 2011). Las células T CD8+ se 

activan a través del receptor de células T (TCR, por sus siglas en inglés), cuando 

reconoce al antígeno en el contexto del complejo antígeno-HLA de clase I de la célula 

presentadora de antígeno (APC, por sus siglas en ingles). La activación del TCR 

desencadena sus funciones efectoras que pueden dividirse en tres principales 

mecanismos: la producción de IFN γ, la lisis de células infectadas vía interacción Fas- 

FasL ó la lisis de células mediante la secreción del contenido de gránulos citotóxicos 

cargados con granzima y perforina (Freel et al., 2011). 

Los linfocitos T CD4+ representan el 50-60% de las células mononucleares de sangre 

periférica (CMSP) en un individuo sano. Se encuentran en sangre periférica, nódulos 

linfoides y mucosas y su activación se inicia posterior al reconocimiento del antígeno 

presentado por el HLA clase II. Las células T CD4+ tienen un papel importante en la 

regulación de la respuesta inmune, pueden estimular a células B, células T CD8+, CD, 

monocitos y células NK mediante la secreción de citocinas y factores antivirales como 

IL-4, IL10, IL-2, IFN γ y TGF-β que ayudan a direccionar una respuesta antigénica a 

ser de tipo pro- inflamatoria o de tipo anti-inflamatoria (Sakaguchi, 2011). Estas células 
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secretan IL-12, crucial para la iniciación de la respuesta de los linfocitos T citotóxicos 

(McMichael y Rowland-Jones, 2001). Además, se ha demostrado que, en ausencia de 

los linfocitos T CD4+, la función citotóxica por parte de los linfocitos T CD8+ se ve 

afectada (Gandhi y Walker, 2002). 

 

1.12 Activación del linfocito T  

De acuerdo al modelo propuesto para explicar el proceso de activación de un linfocito 

T (Lafferty y Cunningham, 1975), para que la activación sea eficiente se requieren tres 

señales principales: la primera señal, se encarga de dar la especificidad a la respuesta 

inmune y está dada por la interacción HLA-péptido con el TCR, la segunda señal es 

proporcionada por la interacción de moléculas co-estimuladoras B7/CD28 y la tercera 

está basada en la estimulación por citocinas (Fig. 6).  

Para que un linfocito T se active de forma específica, se requiere que una célula 

presentadora de antígeno reconozca al patógeno, lo fagocite, procese y presente el 

péptido unido a una molécula de HLA en la superficie de su membrana celular. Este 

péptido-HLA tiene que ser reconocido por el receptor del linfocito T específico, de tal 

manera que este desencadene una señal intracelular mediada por el TCR (Dustin et 

al., 2010). De manera adicional a esta primera señal, se requiere de una señal co-

estimuladora (señal positiva) proporcionada por proteínas que pertenecen a la familia 

B7/CD28 como CD80, CD86, CD28, B7, entre otras (Petroff y Perchellet, 2010). La 

tercer señal es proporcionada por la estimulación de citocinas, principalmente IL-2, la 

cual se encarga de inducir proliferación celular. 
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Fig. 6. Mecanismo de activación e inhibición de un linfocito T näive (Frederick y 

Clayman, 2001) 

 
La activación correcta del linfocito T permite que éste prolifere, se expanda 

clonalmente y  ejerza sus funciones efectoras, tales como la secreción de citocinas ó 

la acción citotóxica. Sin la presencia de una segunda señal la activación no se lleva a 

cabo de manera adecuada y el linfocito T se vuelve anérgico (Lutz y Kurts, 2009).  

Así como existen moléculas co-estimuladoras también existen moléculas co-

inhibidoras (señal negativa), que son proteínas que pueden tener un efecto negativo 

sobre la activación de un linfocito T, actuando sobre la señalización del TCR (Khaitan 

y Unutmaz, 2011). Generalmente estas señales negativas son proporcionadas una vez 

que el antígeno ha sido eliminado, sin embargo también se han implicado en procesos 

de tolerancia inmunológica y mecanismos autoinmunes (Thangavelu et al., 2011). 

Esta segunda señal negativa modula la respuesta cuando la infección por un patógeno 

ha cesado, impidiendo que el linfocito T cause daños al organismo. En el contexto de 

una estimulación crónica y en especial en el de una infección crónica viral como la 
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infección por el VIH, el papel de las moléculas co-inhibidoras es decisivo para el futuro 

de la respuesta de las células T, como se describirá en los apartados siguientes. 

 

1.13 Moléculas co-estimuladoras y co-inhibidoras, familia B7-CD28 

Una molécula co-estimuladora se define como aquella molécula de superficie que, por 

sí sola, no es capaz de activar funcionalmente a las células T pero es capaz de 

amplificar o reducir de manera significativa la señalización inducida por el complejo 

TCR. Las moléculas de co-estimulación son glicoproteínas esenciales para la 

comunicación de los linfocitos T con el resto de las células del sistema inmune (Seliger 

et al., 2008). Los miembros de la familia B7 tienen la habilidad de regular el destino del 

linfocito T y su función es crucial para la activación y en prevención de tolerancia 

inmune (Fig. 7). Las moléculas co-estimuladoras que han sido mejor caracterizadas en 

esta familia son CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2) (Lombardi et al., 2010). Una característica 

importante de las moléculas de esta familia es su capacidad dual para proveer señales 

co-estimuladoras y co-inhibidoras, función que depende del sitio de unión y del tipo de 

receptor al que se unan. CD80 y CD86 por ejemplo, se expresan en células 

presentadoras de antígeno y pueden interaccionar con el receptor CD28 presente en 

el linfocito T y estimular a la célula T, sin embargo también pueden interactuar con 

CTLA-4 (también llamado CD152) e inhibir la señalización del complejo TCR y de 

CD28 (Kaufmann y Walker, 2009). 

Otras proteínas que pertenecen a esta familia son PD-L1 (por sus siglas en inglés 

Programmed cell death 1 ligand 1 o CD274) y PD-L2 (por sus siglas en inglés 

Programmed cell death 1 ligand 2 o CD273), las cuales se unen a su receptor llamado 

PD-1 (por sus siglas en inglés Programmed cell death 1, también llamado PDCD1 o 

CD279).  
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Fig. 7. Familia de receptores y ligandos B7/CD28. Esquema que muestra los 
ligandos y receptores que integran esta familia, su expresión en varios tipos celulares 
y sus posibles interacciones. Modificado de (Greenwald et al., 2005).  

 

1.14 Estructura de PD-1, PD-L1 y PD-L2 

PD-1 es una molécula inhibidora, un importante regulador negativo de la activación de 

las células T que participa en el mantenimiento de la tolerancia periférica. PD-1 fue 

aislado como una proteína que se sobre-expresaba en un hibridoma de células T que 

se encontraban en proceso de apoptosis (Ishida et al., 2002). PD-1 es miembro de la 

súper familia de inmunoglobulinas, es una glicoproteína de membrana tipo 1 de 50-55 

kDa, compuesta por 288 aa. Se compone de tres regiones protéicas: una región 

transmembranal, una región extracelular y una región citoplasmática. La región 

extracelular está compuesta de aproximadamente 144 aa, forma un dominio variable 

similar a inmunoglobulina (IgV-like), responsable de la unión con sus ligandos: PD-L1 

(Dong et al., 1999; Freeman et al., 2000) y PD-L2 (Tseng et al., 2001; Latchman et al., 

!
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2001). La región transmembranal está compuesta de 27 aa con dos pases 

transmembranales, uno se localiza en la mitad de la proteína, lo que permite su 

anclaje en la membrana celular y el otro se encuentra localizado en el extremo N 

terminal, actuando como péptido señal. La región citoplasmática está constituida de 94 

aminoácidos, con dos motivos de tirosina, un motivo ITIM (por sus siglas en inglés 

immune-receptor tyrosine motif) y un motivo ITSM (por sus siglas en inglés, immune-

receptor tyrosine based switch motif) (Ishida et al., 2002). PD-1 tiene cuatro sitios 

potenciales a glicosilación, los aminoácidos 49, 58, 74 y 116 (Shinohara et al., 1994). 

Esta proteína se encuentra en monómero en la superficie de las células, mientras que 

otros miembros como CTLA-4 e ICOS se encuentran como homodímeros (Finger et 

al., 1997) (Fig. 8). 

 

Fig.8. Representación de la estructura de PD-1, PD-L1 y PD-L2 

 

PD-L1 es una glicoproteína de membrana tipo 1, compuesta de 229 aa, pertenece a la 

superfamilia de inmunoglobulinas con una región extracelular Ig-like tipo C2 y una 

región IgV-like compuesta de 122 aa, una región transmembranal de 21 aa 

hidrofóbicos y una región corta intracelular de 31 aa. PD-L1 tiene cuatro sitios 

potenciales de glicosilación en los aminoácidos 35, 92, 200 y 219 (Chen et al., 2008) y 

cuatro uniones disulfuro en los aminoácidos 40, 114, 115 y 209 (Wang et al., 2003). 
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PD-L2 es una proteína de membrana tipo 1 de 273 aa, pertenece a la superfamilia de 

inmunoglobulinas, está compuesta por dos dominios extracelulares IgV-like e Ig-like 

tipo C2, una región transmembranal de 21 aa y una región intracelular corta de 32 aa 

(He et al., 2004). 

 

1.15 Expresión de PD-1 y sus ligandos  

A diferencia de otros miembros de la familia B7/CD28 como CTLA-4 o CD28, PD-1 

tiene un rango de expresión más amplio, se expresa en células B, monocitos, células 

NKT y en células T CD4+ y T CD8+ activadas, además de expresarse en células de 

tejidos no linfoides como las células del endotelio vascular (Fig. 9; Fife y Pauken, 

2011). Se ha reportado la expresión de ARN mensajero de PD-1 en varios tejidos 

como corazón, hígado, pulmones y placenta, sin embargo no se ha encontrado la 

expresión superficial de la proteína en la membrana de estas células, por lo que se 

cree que esta expresión de ARN mensajero tiene otra función dentro de la célula (Jin 

et al., 2010). 
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Fig. 9. Expresión de PD-1 y sus ligandos. Comparación de la expresión de PD-1, 
PD-L1 y PD-L2 en células del sistema inmune no activadas  y  activadas. Modificado 
de (Francisco et al.,2010). 
 

PD-L1 se expresa fuertemente en células dendríticas convencionales, linfocitos T 

activados y células B. PD-L1 también se encuentra expresado en células de tejidos no 

linfoides como células de los islotes pancreáticos, keratinocitos, células de la 

microglía, células cardiacas y astrocitos (Liang et al., 2003). La expresión de PD-L2 se 

encuentra restringida casi exclusivamente a células presentadoras de antígeno (Ishida 

et al., 2002). 

 

1.16 Moléculas que inducen la expresión de PD-1 y sus ligandos 

Actualmente se ha empezado a conocer aspectos más generales de la regulación de 

la expresión de PD-1 y de sus ligandos. PD-1 es inducido en células T y en células B 

después de la activación del TCR y BCR respectivamente y su expresión permanece 

elevada ante una estimulación antigénica persistente (Watanabe et al., 2010). 

Citocinas anti y pro-inflamatorias como IFN-α IL-10 y, principalmente, las citocinas de 

cadena gama IL-2, IL-7, IL-15 IL21 inducen la expresión de PD-1 y de PD-L1 a través 
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de una estimulación no especifica en células T y monocitos (Thompson et al., 2009) . 

PD-1 y PD-L1 también son inducidos en CD y monocitos tras la estimulación de los 

receptoresTLR (por sus siglas en inglés: toll like receptor) intracelulares 7, 8 y 9 

(Okazaki y Honjo, 2006). Se ha reportado que PD-L2 se induce tras la estimulación 

por las citocinas IL-4 e IL-13, GM-CSF e IFN-γ (Yamazaki et al., 2002).  

 
1.17 Interacción de la vía PD-1 y sus Ligandos  
 
La función de PD-1 se encuentra muy caracterizada en células T, sin embargo, se ha 

reportado que PD-1 puede tener otra función en otros tipos celulares (Yao et al., 2009) 

(Huang et al., 2009). En los linfocitos T, PD-1 transmite una señal inhibidora cuando se 

encuentra cerca del TCR o BCR (Chemitz et al., 2004; Agata et al., 1996). Aunque PD-

1 se induce rápidamente en células T después de su activación, los efectos de la 

interacción PD-1/PD-L1 se pueden registrar pocas horas después de iniciada esta 

interacción (Chemnitz et al., 2004). La unión de PD-1 con alguno de sus dos ligandos 

bloquea la proliferación, producción de citocinas y función citotóxica, y hace 

susceptibles a las células ante estímulos apoptóticos (Riley, 2009). Se ha descrito que 

la magnitud de la inhibición de PD-1 depende de la fuerza de la señal del TCR, se ha 

reportado una correlación positiva entre una baja estimulación del TCR con una mayor 

inhibición de la célula T (Feinerman et al., 2008). PD-1 inhibe directamente la función 

de la célula T y su sobrevivencia mediante el bloqueo temprano de la señal de 

activación del linfocito proporcionada por CD28 e IL-2. se ha documentado que una re-

estimulación por CD28 ó IL-2 en la célula T puede revertir la inhibición mediada por la 

interacción de PD-1 con PD-L1 (Carter et al., 2002), promoviendo la expansión clonal 

de la célula T mediante la estimulación de factores anti-apoptóticos, la estimulación del 

ciclo celular y mediante la expresión de genes de citocinas (Freeman et al., 2006). La 

vía de señalización de PD-1 previene la inducción de la proteína anti-apoptótica  Bcl-

xL, así como la expresión de factores de transcripción que se encuentran asociados 
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con las funciones efectoras de la célula T, como GATA-3, T-bet t y Eomes (Nurieva et 

al., 2006). 

PD-1 inhibe la actividad de la PI3K (fosfatidil inositol 3 cinasa) y por lo tanto la 

señalización río abajo de Akt, factores clave para el transporte de glucosa y la 

glicólisis, alterando la bioenergética de la célula (Carter et al., 2002). Esto explica en 

gran medida porqué IL-2 puede rescatar a la célula T de la inhibición de la vía PD-1 ya 

que IL-2 desencadena la activación de Akt mediante la activación de STAT5. 

La unión de PD-1 con su ligando puede reducir la fosforilación de CD3f, a la proteína 

ZAP 70 y la proteína cinasa Ch (PKCh), también inhibe la activación de Erk, con la 

excepción que el efecto último sobre Erk puede ser revertido mediante la estimulación 

de receptores de citocinas, particularmente por citocinas que activan a STAT5, como 

IL2, IL-7 e IL-15 (Bennett et al., 2003). 

Estudios que comparan las consecuencias funcionales del efecto de la inhibición de 

CTLA-4 y PD-1 con otros receptores inhibidores como CTLA-4 en las células T CD4+, 

revelan que PD-1 inhibe en mayor magnitud la activación de la célula T (Yamazaki et 

al., 2005). La inhibición por CTLA-4 reduce el número de transcritos derivados de la 

activación de CD3 y CD28 en aproximadamente un 67%, mientras que la inhibición 

por la vía PD-1 reduce el número de transcritos en un 90%. Es importante mencionar 

que CTLA-4 induce la expresión del gen de sobrevivencia Bcl-xL, mientras que PD-1 

no, lo que explica por qué la activación de PD-1 hace mas susceptible a la célula T a 

estímulos apoptóticos (Yamazaki et al., 2005) (Fig.10). 



	   33 

!

!

CD 

Célula$T 

Ciclo&celular& Apoptosis&& Síntesis&de&proteínas& Producción&de&IL52 Sobre&regulación&de& Bcl5xL 

Sobrevivencia&celular& Sobrevivencia&celular& Proliferación& 
Disminución&de&la 
Sobrevivencia&& 

Disminución 
&de&IL52 

Disminución&de& 
síntesis&de&proteínas& 

Disminución&de&la 
Sobrevivencia&& 

Disminución&de&la 
Proliferación& 

Señalización&de& 
PD51 

!

Disminución de la  
proliferación  

!

CD 

Célula$T 

Ciclo&celular& Apoptosis&& Síntesis&de&proteínas& Producción&de&IL52 Sobre&regulación&de& Bcl5xL 

Sobrevivencia&celular& Sobrevivencia&celular& Proliferación& 
Disminución&de&la 
Sobrevivencia&& 

Disminución 
&de&IL52 

Disminución&de& 
síntesis&de&proteínas& 

Disminución&de&la 
Sobrevivencia&& 

Disminución&de&la 
Proliferación& 

Señalización&de& 
PD51 

!

Disminución de la  
Sobrevivencia   

Disminución de   
Síntesis de proteínas  

Disminución de   
IL-2 

Disminución de la  
Sobrevivencia   

Ciclo celular  Apoptosis  
Síntesis de proteína Producción de 

IL-2 

 

Fig. 10. Señalización de la vía PD-1 al activarse por sus ligandos. Modificado de 
(Francisco et al., 2010). 
 
La estimulación de PD-1 permite la fosforilación de las regiones ITIM e ITSM de la región 

citoplasmática de PD-1, lo que provoca la unión de las proteínas SHP-1 o SHP-2 y el 

inicio de la señalización de PD-1 para, posteriormente aumentar la expresión de PTEN, 

lo que atenúa la activación de la ruta PI3K y Akt. La señalización de PD-1 resulta en una 

disminución de la proliferación y sobrevida de la célula T, así como de la síntesis y 

producción de IL-2. 

 

1.18 Expresión de PD-1 en infecciones virales crónicas 

Una característica importante de las infecciones virales crónicas es el estado 

disfuncional “exhausto” de las células T (Jin et al., 2011), se ha observado que en 

infecciones crónicas las células T pierden su capacidad proliferativa, de secreción de 

moléculas antivirales y de citólisis  (Barber et al., 2006). En infecciones virales 

crónicas, como la infección por el virus de la hepatitis C (VHC), se ha demostrado que 
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estas células T “exhaustas” expresan altos niveles de PD-1 y de PD-L1 (Radziewicz et 

al., 2007). Así mismo, se ha descrito que la funcionalidad de las células T CD8+ se 

puede recuperar in vitro al incubar las células con un anticuerpo bloqueador dirigido 

contra PD-L1 (Freeman et al., 2006). En la infección crónica por el virus de la hepatitis 

B (VHB), se ha descrito la sobre-expresión de PD-1 en las células T totales y ésta es 

aún mayor en las células T específicas contra HBV (Boni et al., 2007). También se ha 

demostrado que la disfunción de estas células puede ser parcialmente restablecida 

cuando se bloquea la vía de PD-1 (Fisicaro et al., 2010). 

Es un hecho que durante la progresión de la infección por el VIH las células T son 

cada vez menos capaces de responder contra el virus. Esta incapacidad para 

responder contra el VIH se ha asociado también con un incremento en la expresión de 

la proteína PD-1 (Trautmann et al., 2006). Artículos recientes muestran la importancia 

de PD-1 en este fenotipo “exhausto” de los linfocitos T y los efectos que tiene en la 

respuesta inmune ante el VIH (Petrovas et al., 2006; Day et al., 2006) (Fig.11). 

 

 
Fig.11. Pérdida de las funciones de los linfocitos T en la infección por VIH. 
Esquema que muestra la relación entre, la disminución de secreción de citocinas, la 
disminución en la proliferación celular, el aumento en la apoptosis y el fenotipo 
exhausto de las células T CD8+. Así como su relación con la cantidad de antígeno, el 
conteo de células T CD4+ y la expresión de PD1. Modificado de (Freeman et al., 
2006). 
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En la infección por el VIH, la expresión de PD-1 se correlaciona positivamente con la 

carga viral y negativamente con el conteo de linfocitos T CD4+ presentes en sangre 

(Zhang et al., 2007). La interacción PD-1/PD-L1 induce la perdida de la secreción de 

citocinas, de la capacidad proliferativa y de la actividad citotóxica de las células T 

CD8+ (Yamamoto et al., 2011) y altera la producción de anticuerpos en las células B 

(Khaitan y Unutmaz, 2011). Actualmente se empieza a conocer que el estado de 

inhibición en las células T no se debe solamente a la expresión PD-1, si no a la 

expresión de varias moléculas inhibidoras como ITIM-3 (por sus siglas en inglés, T cell 

immunoglobulin mucin 3), CTLA-4 (por sus siglas en inglés, cytotoxic T-lymphocyte 

associated protein 4),  2B4, LAG-3 (por sus iglas en inglés lymphocyte activation gene 

3) y CD160 entre otras  (Jin et al., 2011; Porichis et al., 2011), que actúan 

sinérgicamente con PD-1 e inhiben en mayor magnitud la función de las células T. 

 

2 Antecedentes  

2.1 Factores virales que inducen la expresión de PD-1 

Como se mencionó anteriormente, en infecciones virales crónicas, que son infecciones 

que no se resuelven y en donde existe una constante estimulación de las células del 

sistema inmune debido a la presencia antigénica, se ha descrito un aumento de la 

expresión de PD-1. En la infección por VIH se ha reportado que la expresión de PD-1 

es mayor en células T CD4+ y T CD8+ de personas infectadas, esto, en comparación 

con la expresión de PD-1 en células T de personas HIV+, que están bajo tratamiento 

antirretroviral (donde la carga antigénica es menor) y en comparación con la expresión 

de PD-1 reportada en células T de personas VIH negativas (Day et al., 2006). Aunado 

a esto, se ha descrito que la expresión de PD-1 se encuentra aumentada en células T 

CD4+ y T CD8+ específicas para el VIH en comparación con la expresión de PD-1 en 

células T especificas para otras infecciones virales crónicas (Trautmann et al., 2006).   

En 2008 el grupo de Muthumani reportó que la proteína viral Nef del VIH induce la 
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expresión de PD-1 en células T CD4+, lo que muestra el primer mecanismo por el cual 

el virus induce la expresión de esta proteína (Muthumani et al., 2008). En contraste 

con los hallazgos reportados por Muthumani, el grupo de Narasimhan reporta el 

mismo año que la infección por VIH baja la expresión de PD-1 en células T CD4+, 

argumentando que este mecanismo protege a la célula de morir vía apoptosis 

(Venkatachari et al., 2008). Posteriormente Bousheri  et al reportaron que la expresión 

de PD-1 depende en gran medida del tipo de VIH, mostrando que células T CD4+ 

infectadas con el subtipo D tienen un incremento en la expresión de PD-1 en 

comparación con los otros subtipos de VIH (Bousheri et al., 2009).  

Pese a que se ha descrito la sobre-expresión de PD-1 y sus ligandos en la infección 

por VIH, actualmente se desconoce exactamente qué es lo que induce esta expresión 

aumentada en la infección por el VIH. La relación entre una alta carga viral y una alta 

expresión de PD-1 y de PD-L1 en células T, sugiere la existencia de factores virales 

que pueden estar involucrados en inducir su expresión. Estudios recientes muestran 

que el VIH está involucrado en la inducción de la expresión de PD-L1 y PD-L2 en 

monocitos y en células dendríticas (Rodriguez-Garcia et al., 2011). Sin embargo se 

desconoce exactamente sí en los linfocitos T CD4+ y T CD8+ el virus puede causar el 

aumento de la expresión de PD-1 y sus ligandos. 

Estudios recientes han asociado la sobre-expresión de las moléculas co-inhibidoras 

PD-1, PD-L1 y PD-L2, con la disfuncionalidad de las células T CD4+ y T CD8+ en 

infecciones virales crónicas, como la infección por el VIH. A pesar de que se ha 

reportado que, tanto factores virales como celulares facilitan el aumento en la  

expresión de estas proteínas, aún se desconocen los mecanismos por los que se 

induce y regula su expresión. Importantemente, no se ha descrito a detalle la 

regulación de la expresión de estas proteínas en los linfocitos T, durante la infección 

con el VIH.  
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3 Hipótesis  

El aumento en la expresión de estas proteínas será ocasionado por la infección 

con el VIH per se en células T CD4+. La presencia del VIH será suficiente para 

inducir la expresión de estas moléculas en las células T CD8+. 

4 Objetivos  

4.1 Objetivo general  

 Determinar si el VIH inducen la expresión de PD-1 y de sus ligandos en los 

linfocitos T. 

4.2 Objetivos específicos 

 Conocer si la infección por el VIH per se induce la expresión de PD-1 y sus 

ligandos en linfocitos T CD4+ y de manera indirecta en los linfocitos T CD8+. 

 Determinar los patrones de expresión de PD-1 y sus ligandos de manera in 

vitro  en linfocitos T, en las condiciones de infección por el VIH y de 

estimulación con SEB. 
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5 Metodología  

5.1 Muestras de estudio  

Para la realización de todos los experimentos se utilizaron células mononucleares de 

sangre periférica (CMSP) de personas sin VIH. Los paquetes leucocitarios fueron 

proporcionados por el banco de sangre del Instituto Nacional de Enfermedades 

Respiratorias (INER). Las CMSP se obtuvieron mediante gradiente de densidad como 

se describe posteriormente (Fuss et al., 2009). 

 

5.2 Separación de CMSP  

El paquete leucocitario se colocó en tubos de 50 ml y se diluyó 1:2 con medio HBSS a 

37ºC (Lonza, Switzerland). Para obtener las CMSP se realizó un cociente 1:3 Ficoll: 

sangre diluida y se centrifugó a 2000 rpm por 20 minutos (min) a baja desaceleración. 

Posteriormente, se recuperaron las CMSP y se diluyeron en 30 ml de medio HBSS 

previamente calentado a 37ºC. Se realizaron tres lavados usando medio HBSS a 

37ºC. Para el primer lavado la muestra se centrifugó a 2000 rpm por 20 min. Para los 

otros dos lavados, la centrifugación se hizo a 1500 rpm por 10 min. Las células se 

contaron en una cámara de Neubauer (Hycor biomedical, California), se utilizó azul de 

tripano (Lonza, Switzerland) como marcador de viabilidad. Las CMSP obtenidas se 

emplearon en fresco para ensayos posteriores. 

 

5.3 Generación de cultivos virales 

Este ensayo se realizó para expandir los virus de VIH SF33 y SF162, a partir de 

cultivos de CMSP para utilizarlos en experimentos posteriores. 

 

Se obtuvieron CMSP (1) como se describió anteriormente y se dejaron durante tres 

días a una densidad de 3x106 células/ml en medio HUT previamente calentado a 37ºC 

(medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal, 1% de 
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penicilina/estreptomicina y 1% de L-glutamina) en presencia de IL-2 (100U/ml) y 

fitohemaglutinina (PHA-P, 3 µg/ml). Al día siguiente, se obtuvieron nuevamente CMSP 

(2) y se dejaron tres días en medio HUT con IL-2 y PHA-P.  

 

Infección de CMSP con VIH  

Al tercer día, se resuspendieron las CMSP (1) y se centrifugaron a 2000 rpm durante 

20 min. Se realizaron dos lavados con medio HBSS a 37ºC centrifugando a 1500 rpm 

por 10 min y se apartaron 400x106 de CMSP. Estas células se dejaron a una densidad 

de 3x106 células/ml en medio HUT y se trataron con polibreno (2 µg/ml) por 30 min en 

agitación constante. Después, se centrifugaron a 2000 rpm por 10 min, las células se 

resuspendieron y se realizaron dos lavados con medio HBSS 37ºC a 1500 rpm por 10 

min. Se contaron las células y se resuspendieron en medio HUT a una densidad de 

10x106 células/ml. Posteriormente, se infectaron 200x106 CMSP con dos alícuotas de 

los virus SF33 ó SF162, para esto, las CMSP se pusieron en agitación constante con 

los virus durante 2 horas a 37ºC. Enseguida, los tubos se centrifugaron a 2000 rpm por 

20 min y se realizaron dos lavados con medio HBSS 37ºC a 1500 rpm por 10 min. 

Finalmente, se contaron las células y se resuspendieron en medio HUT con IL-2 a un 

densidad de 3x106 células/ml. 

 

Alimentación del cultivo infectado de CMSP  

Al siguiente día las células infectadas se alimentaron con las CMSP (2). Para esto las 

CMSP (2) se centrifugaron a 2000 rpm por 20 min y se lavaron dos veces con medio 

HBSS 37ºC (1500 rpm por 10 min). Las células se contaron y se apartaron 400x106 de 

CMSP (2) resuspendiendolas a una densidad de 3x106 células/ml en medio HUT con 

IL-2. Para alimentar los cultivos de CMSP (1) que fueron infectados con los virus SF33 

ó SF162, se agregaron 200x106 de las CMSP (2) a cada cultivo infectado. Los cultivos 
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infectados de CMSP resultantes se dejaron en cultivo y se recolectó el sobrenadante a 

día 7.  

 

Recolección de sobrenadante de cultivos infectados 

Para la recolección de los virus provenientes del cultivo de células infectadas, las 

CMSP se resuspendieron y se centrifugaron a 3000 rpm por 20 min. Se recolecto el 

sobrenadante y se descartó el pellet de células. Se guardaron alícuotas en tubos de 

1.5 ml que se guardaron a -80ºC. Es importante mencionar que todos los 

experimentos desarrollados en esta tesis, que involucran cultivo de virus y 

metodologías de infección de células, se realizaron en un laboratorio de bioseguridad 

nivel 3. 

 

5.4 ELISA para detección de la proteína p24 del VIH 

El ELISA es una técnica inmunológica que permite detectar la presencia y 

concentración de un antígeno o un anticuerpo. Esta técnica se implementó para 

detectar la presencia y cantidad de la proteína p24 del VIH en los sobrenadantes de 

CMSP y para comprobar la infección. Para la determinación de p24 se utilizó el kit de 

BioChain (HIV-1 p24 Elisa Assay Cat. no. Z7040001 BioChain) y el aparato automático 

CODA (Bio Analyser CODA, USA), el cual realiza una lectura a 450nm de la reacción 

enzima-colorimétrica obtenida al final del ensayo. 

 

ELISA cualitativo para la detección de p24 

Los sobrenadantes infectados con el VIH fueron descongeladas a temperatura 

ambiente (18-25ºC). Se utilizaron placas de 96 pozos y se agregaron 200 µl de las 

muestras en cada pozo previamente sensibilizado con un anticuerpo anti-p24. 

Adicional a las muestras problema, se colocó un control positivo por duplicado (200 

pg/ml de la proteína purificada p24) y un control negativo por triplicado (medio HUT) y 
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un blanco (pozo vacío). Posteriormente, se agregaron 20 µl de buffer de fosfatos 

(0.1M, pH7) con tritón al 1% a cada pozo y la placa se incubó a 37ºC durante 60 min. 

En seguida, se realizaron 6 lavados con 350 µl de medio de lavado (buffer Tris pH 7.8-

8-0 con Tween 20 al 0.05%). Posteriormente se incorporaron 100 µl de un anticuerpo 

anti-p24 conjugado a biotina y se incubó a 37ºC durante 60 min. Después, se 

realizaron 6 lavados con 350 µl de medio de lavado. Se adicionaron 100 µl de 

streptavidina acoplada a peroxidasa de rábano y se incubó a 37ºC por 30 min. Luego, 

se realizaron 6 lavados con 350 µl de medio de lavado. Se agregaron 100 µl de la 

solución sustrato (tetramethylbenzidine) y se incubaron las muestras a 37ºC por 30 

min. Para parar la reacción, se agregaron 100 µl de H2SO4 (1N). La lectura de las 

placas se realizó a 450 nm. 

 

ELISA cuantitativo para la detección de p24 

Este procedimiento es similar al ELISA cualitativo, pero se adiciona una curva 

estándar con valores conocidos de la proteína p24. Esto con la finalidad de poder 

conocer la cantidad de p24 presente en las muestras problema. La curva estándar se 

prepara realizando 5 diluciones seriadas 1:2 partiendo de una solución con una 

concentración de 200 pg/ml de p24. 

 

5.5 Determinación de la TCID50 del VIH 

Para determinar la TCID50 (dosis a la cual se infecta el 50% de las células en contacto 

con el virus) se obtuvieron CMSP y se dejaron durante tres días a una densidad de 

3x106 células/ml en medio HUT estimuladas con IL-2 y PHA-P, como se mencionó 

anteriormente. Después de los tres días, se recolectaron las CMSP y se lavaron 3 

veces con medio HBSS 37ºC. El primer lavado se realizó a 2000 rpm por 10 min, los 

dos restantes se realizaron a 1500 rpm por 10 min y, después del último lavado, se 

contaron las células. Se resuspendieron a una densidad de 3x106 células/ml en medio 
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HUT y se trataron con polibreno (2 µg/ml) durante 30 minutos a 37ºC en agitación 

constante.  

Luego, se centrifugaron a 2000 rpm por 10 min, se realizaron dos lavados en medio 

HBSS a 37ºC (1500 rpm por 10 min) y se contaron las células. Se colocaron 4x106 

células en 5 tubos con 5 ml de medio HUT con IL-2 cada uno. Posteriormente, se 

realizaron diluciones seriadas 10-1,10-3, 10-4 y 10-5 de tres alícuotas del los virus SF33 

y SF162, generados como se describió anteriormente. 

 

                      

 

 

 

Fig.13. Esquema que ejemplifica las diluciones realizadas para la determinación 
del valor de la TCID50. 

 

Las diluciones seriadas se realizaron agregando 900 µl de medio HUT con IL-2 y 100 

µl de los virus. Las células presentes en los tubos, se infectaron con cada una de las 

diluciones del virus, los tubos se mantuvieron en agitación constante durante 2 horas a 

37ºC. Al final de la incubación, se adicionaron 5 ml de medio HUT con IL-2 y se 

centrifugaron a 2000 rpm por 10 min. Se realizaron dos lavados con HBSS 37ºC (1500 

rpm por 10 min) y se contaron las células. Posteriormente, las células se dejaron a una 

densidad de 5x105 células/ml y, por cada dilución realizada se sembraron 10 pozos 

con 250,000 células resuspendidas en 200 µl de medio HUT. Las placas se 

mantuvieron en incubación por 7 días. Para alimentar los cultivos, se adicionaron 100 

µl de medio HUT cada tercer día. Los días 5 y 7 se recolectaron 100 µl del los medios 

de cultivo y se guardaron en placas de 96 pozos con 25 µl de tritón al 1%. Las placas 

se congelaron a - 80ºC.  
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Determinación del valor de TCID50 

Para conocer la TCID50 se realizó un ELISA cualitativo para determinar la presencia o 

ausencia de la proteína p24. La determinación del valor de TCID50 se realizó con 

base en la cantidad de pozos que resultaron positivos en el ELISA y en base a un 

modelo matemático para determinar la cantidad infecciosa que se necesita para 

infectar 1x106 células/ml.  

Cálculo de la TCID50 : 

Definiciones: 

a) Células infectadas: número de pozos positivos dados como relación de la 

dilución (como se emplean 10 pozos por cada dilución, se anotan como 

numero de pozos positivos de 10). 

b) Número de pozos infectados: número de pozos positivos para cada dilución. 

c) Numero de pozos no infectados: número de pozos negativos para cada 

dilución. 

d) Infección acumulada: se suman de forma inversa los pozos infectados (ver 

tabla) para cada dilución.  

e) Infección no acumulada: se suman los pozos no infectados (de izquierda a 

derecha, ver tabla) para cada dilución. 

f) Índice de mortalidad: el índice de mortalidad se obtuvo dividiendo la infección 

acumulada entre la infección acumulada + el numero de pozos no infectados. 

g) Porcentaje de mortalidad: se obtiene expresando el resultado del índice de 

mortalidad en porcentaje. 
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Tabla 2.  Ejemplo representativo de los datos obtenidos al final del ensayo de la 
TCID50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para poder realizar los cálculos de TCID50 necesitamos obtener una dilución con un 

porcentaje de mortalidad mayor al 50% y una dilución menor al 50%, a lo que 

llamamos porcentaje de positividad. Formula:  

% positividad = [ (% > 50%)- 50 / (% > 50%) – (%<50%) ] 

Posteriormente, el porcentaje obtenido tiene que ser corregido por el factor de dilución 

empleado, el cual es el logaritmo de la primera dilución que resulta tener pozos no 

infectados (FC). Para obtener este valor (D1) se suma el número de la dilución más el 

factor de dilución expresado en decimales (DF).  

Formula:  

FC= D1 + (DF) 

La suma del porcentaje de positividad, más la corrección dada por la dilución nos da 

los valores de TCID50.  

Formula:  

TCID50= % Positividad + FC 

Posteriormente, es necesario expresar los valores TCID50 en logaritmo base 10. 

Dilución 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 

Pozos 
infectados 

10/10 10/10 2/10 0/10 0/10 

Numero de 
pozos 
infectados 

10 10 2 0 0 

Numero de 
pozos no 
infectados 

0 0 8 10 10 

Infección 
acumulada 

22 12 2 0 0 

Infección no 
acumulada 

0 0 8 18 28 

Índice de 
mortalidad 

22/22+0 12/12+0 8/8+2 0/0+18 0/0+28 

Porcentaje de 
mortalidad 

100% 100% 80% 0% 0% 
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 Formula:  

10TCID50 

Para conocer el valor en volumen de una TCID50 en el cultivo viral, se suma el valor 

de TCID50, más el logaritmo de 5.  

Formula:  

TCID50 + log 5 = 1 TCID50/ml 

Para determinar la equivalencia en volumen de 100 TCID50, se descomponen los 

valores de TCID50/ml en logaritmo base 10 y se multiplica por 100. Al final de obtiene 

el volumen en ml necesario para 100 TCID50. 

En nuestro ejemplo: 

% positividad = [ (100 - 50 / 100 – 0) ] 

% positividad = 0.5 

FC: 3+0.3 =3.3 

TCID50: 0.5+3.3 = 3.8 

TCID50 = 103.8 (200µl) 

1TCID50/ml: 3.8 + log 5 (0.6989) = 4.4989 

100TCID50/ml: 104.4989 = (102)(102.4989) 

100TCID50/ml: 1/102.4989 =0.003170 

100TCID50/µl =3.17 para 1x106 CMSP 
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5.6 Determinación de la expresión de PD-1 y sus ligandos en linfocitos T 

de sangre periférica. 

La determinación de la expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en células T se realizó 

mediante citometria de flujo multiparamétrica en un citometró FacsAria (Becton 

Dickinson). Para esto, se utilizaron anticuerpos acoplados a diferentes fluorocromos: 

CD3 (AF7001:50), CD4 (PeCy5 1:20), CD8 (PercP5.5 1:50), PD-1 (PE 1:10), PD-L1 

(PeCy7 1:30) y PD-L2 (APC 1:10). Adicionalmente se utilizo Amcyan (1:100, 

LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Stain Kit, Invitrogen) como marcador de viabilidad. 

 

Controles de compensación 

Estos controles se emplearon en la citometria para eliminar el inherente 

sobrelapamiento producto de la fluorescencia emitida por varios fluorocromos. Para 

realizar la compensación, se colocaron perlas recubiertas con un anticuerpo Ig-G 

(perlas positivas) y perlas sin anticuerpo (perlas negativas) en tubos falcón de 

citometría (BD Bioscience, California). Posteriormente, se agregaron 2 µl de los 

anticuerpos acoplados a fluorocromos, y se incubaron en oscuridad a 4ºC durante 15 

min. Se realizó un tubo de compensación por cada anticuerpo utilizado. Después, se 

realizaron 2 lavados agregando 2 ml de medio PBA (PBS con 1% de albúmina bovina) 

por tubo y se centrifugaron a 1500 rpm por 10 min. Se descartó el sobrenadante y las 

perlas se resuspendieron en 300 µl de formalina (PBS con 1% de formaldehído). 

 

Tinción de citometría y controles FMO 

Los controles de FMO (fluorescencia menos uno) se emplearon para distinguir las 

poblaciones de células positivas para la expresión de una determinada proteína, de las 

poblaciones que resultan negativas. Para realizar estos controles, las células se 

incuban con todos los anticuerpos excepto uno, a diferencia de la muestra problema 
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que se incuba con todos los anticuerpos. Para realizar las tinciones, los anticuerpos se 

diluyeron en PBA, como se muestra en la tabla. 

Tabla 3. Ejemplo representativo de la realización de la muestra problema y 
controles de FMO. Los números mostrados en la tabla representan la cantidad 
de µ l utilizados 

 

Para la tinción de las células, se colocaron 1x106 de CMSP en cada tubo de 5 ml 

(Becton Dickinson) resuspendidas en 99 µl de PBS. Posteriormente, se agregó 1 µl del 

marcador de viabilidad AquaDye a cada tubo de citometría y se incubaron en 

oscuridad a 4ºC durante 15 min. Después se realizaron dos lavados con PBS (1500 

rpm por 10min). Se decantó el sobrenadante y se agregó la mezcla de anticuerpos a 

los tubos de citometría. Las células se incubaron en oscuridad durante 20 min a 4ºC. 

Posteriormente, se realizaron dos lavados con PBS a 1500 rpm durante 10 min y se 

resuspendieron en 500 µl de formalina al 1%.  

 

Citometría de flujo multiparamétrica   

Para determinar la expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en linfocitos T, se utilizó el 

citómetro FacsAria (BD, USA), citómetro que tiene la capacidad de analizar 11 

parámetros distintos en una misma célula (9 flourocromos, tamaño y granularidad 

celular). La estrategia de análisis de los experimentos fue la siguiente: se escogieron 

células únicas en base a parámetros de tamaño celular (FSC-H vs FSC-A), se 

escogieron a los linfocitos en base a su morfología (SSC-A vs FSC-A) y de estos, solo 

se analizaron células vivas (SSC-A vs Amcyan). Las células T por la presencia de CD3 

(SSC-A vs CD3 AF700) y de éstas se escogieron las células T CD4+ y T CD8+ (CD4 

TUBO	  	  	  flourocromo	  /proteína	   PD1	   PD-‐L1	   PD-‐L2	   CD3	   CD4	   CD8	   SUBTOTAL	   PBA	  

FMO	  	  	  	  	  PD-‐1	  PE	   X	   3	   10	   2	   5	   2	   22	   28	  
FMO	  	  	  	  	  	  CD4	  PECY5	   10	   3	   10	   2	   X	   2	   27	   23	  
FMO	  	  	  	  PD-‐L1	  PECY7	   10	   X	   10	   2	   5	   2	   29	   21	  
FMO	  	  	  	  PDL2	  APC	   10	   3	   X	   2	   5	   2	   22	   28	  
FMO	  	  	  	  CD3	  AF700	   10	   3	   10	   X	   5	   2	   30	   20	  
FMO	  	  	  	  CD8	  PERCP	  CY5.5	   10	   3	   10	   2	   5	   X	   30	   20	  
Muestra	  problema	  	   10	   3	   10	   2	   5	   2	   32	   18	  
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Percy5 vs CD8 PercPCy5.5). De manera individual se analizó la expresión de PD-1, 

PD-L1 y PD-L2 en las células T CD4+ y en las células T CD8+. Para el análisis de 

citometría se recopilaron 20,000 eventos a partir de las células T CD4+. 

 

5.7 Determinación de carga viral (CV) 

Para comprobar la infección de las CMSP, se determinó la cantidad de copias de ARN 

viral presente en los sobrenadantes de los cultivos por PCR en tiempo real. Los 

reactivos utilizados para realizar la PCR se obtuvieron del kit de amplificación (Abbott 

real time HIV-1 amplification reagents kit) (Scott et al., 2009).  

Se utilizó el sistema m200 de Abbott, sistema que es útil para el seguimiento de 

muestras infectadas por el VIH. El sistema m2000 se compone de dos principales 

instrumentos: el m2000sp que se encarga de realizar la extracción de ácidos nucléicos 

a partir de los sobrenadantes y el sistema m2000rt, encargado de realizar la PCR en 

tiempo real mediante la detección y la amplificación de los fragmentos del VIH. Este 

sistema nos permite detectar un rango de carga viral que va de 40 copias de ARN/ml a 

10x106 copias de ARN/ml, con una especificidad  del 100% para los clados B y C del 

VIH. 

 

5.8 Obtención de células CD4+ a partir de CMSP totales 

Este ensayo se realizó con el objetivo de obtener células CD4+ purificadas, a partir de 

CMSP totales. Para el ensayo se utilizó un kit de separación de células CD4+ que 

utiliza perlas inmunomagnéticas (Invitrogen Dynal, Cat. no. 113.46D). 

 

Procedimiento de lavado de las perlas Dynabeads  

Las Dynabeads son perlas magnéticas de 1.0 µm de diámetro hechas de poliestireno. 

Para lavarlas, primero se resuspendieron homogéneamente, tomando 2 ml de estas 

(equivalente a 200x106 perlas). Se agregó el mismo volumen de buffer de lavado (PBS 
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libre de Ca2+ y Mg2+, 0.1% de BSA y EDTA 2mM, pH7.4) y se mezcló 

homogéneamente por 1 min. Posteriormente, se colocaron las perlas en un imán 

(DynaMagTM-15, Cat.no.123.01D) por 1 min y se descartó el sobrenadante. Se 

removieron las perlas del imán y se resuspendieron agregando el mismo volumen 

inicial de buffer de lavado. Se realizó el mismo lavado 2 veces. Al final las perlas se 

resuspendieron en 2 ml del buffer de lavado y se guardaron a 4ºC. 

 

Obtención de células CD4+ 

La obtención de células CD4+, se realizó a partir de 200x106 de CMSP resuspendidas 

en 2 ml de medio de lavado. Posteriormente, se agregaron 400 µL de SBF (suero 

bovino fetal inactivado) y se agregaron 400 µL del cóctel de anticuerpos (Ig-G dirigidos 

contra las proteínas CD56, CD19, CD14, HLA-DR y CD8). Las células con los 

anticuerpos se mantuvieron en rotación constante por 20 min a 4ºC. Después, se 

agregaron 2 ml de medio de lavado y se centrifugó para eliminar los anticuerpos que 

no se pegaron a las CMSP (2500 rpm por 8 min). Las células se resuspendieron en 2 

ml del medio de lavado. Se agregaron los 2 ml de perlas pre-lavadas y se incubó en 

rotación durante 15 min a temperatura ambiente (18-25ºC). Terminada la incubación, 

las células se colocaron en un imán durante 2 min. El sobrenadante que contiene las 

células CD4+ libres de anticuerpos se transfirió en un tubo. Las células CD4+ se 

centrifugaron a 2000 rpm por 10 min. Finalmente, las células se resuspendieron en 10 

ml de medio HUT y se contaron. Las células CD4+ obtenidas se mantuvieron en medio 

HUT a 37ºC a una densidad de 3x106 células/ml y se utilizaron para experimentos 

posteriores. 

Para comprobar su pureza, se tomaron 1x106 células CD4+ y se tiñeron con los 

anticuerpos CD4 (Pecy5 1:20), CD3 (AF700 1:50) y CD8 (PercP5.5 1:50). Las células 

se incubaron en oscuridad durante 15 min a 4ºC. Posteriormente se realizaron dos 

lavados de 1500 rpm por 10 min con medio PBA 4ºC y se resuspendieron las células 
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en un volumen de 500 µl de PBS. Las células se analizaron en el citometró FacsAria, 

se obtuvo una pureza del 98%. 

5.9 Infección de CMSP y células CD4+ puras con los virus SF33 y SF162  

Para infectar las células con las diferentes cepas de virus, se obtuvieron 200x106 de 

CMSP mediante la técnica descrita anteriormente, así mismo se obtuvieron 200x106 

de células CD4+ puras. Se resuspendieron en 10 ml de medio HUT 37ºC. 

Posteriormente, se incubaron con 100 TCID50 de los virus SF33 ó SF162 (apartando 

algunas CMSP sin infectar como control negativo y algunas CMSP en presencia de 2 

µg/ml de SEB como control positivo) durante 2 horas en agitación constante. En 

seguida, las células se centrifugaron a 2000 rpm por 20 min con la finalidad de 

eliminar el sobrenadante con virus, se realizaron dos lavados con medio HBSS a 37ºC 

(1500 rpm por 10 min). Las células obtenidas, se resuspendieron en medio HUT a una 

densidad de 3x10 6 células/ml y se sembraron en placas de 24 pozos (3x10 6 

células/ml). Las placas con células se mantuvieron en incubación a 37ºC y se cambió 

el medio HUT diariamente (10% de medio HUT presente en los cultivos).  

 

5.10 Seguimiento de la expresión de PD-1 y sus ligandos inducida por los 

virus SF33 y SF162 

Se obtuvieron CMSP de donadores sanos y se infectaron con 100 TCD50 de los virus 

SF33 (tropismo CXCR4) y SF162 (tropismo CCR5). Las CMSP infectadas se 

cultivaron en medio HUT por 10 días, con un cambio diario del 10% del medio. Para 

determinar la expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 se realizó citometría de flujo 

multiparamétrica a los días 0, 1, 3, 5, 7 y 10 usando los marcadores: CD3 (AF700), 

CD4 (PeCy 5), CD8 (PercP 5.5), PD-1 (PE), PD-L1 (PeCy 7) y PD-L2 (APC). Los 

sobrenadantes se  recolectaron a los mismos días en que se hizo el análisis de 

citometria para la determinación de CV. 

 



	   51 

5.11 Expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en células T CD4+ puras 

Se purificaron células CD4+ a partir de CMSP mediante selección negativa por perlas 

inmunomagnéticas. Las CD4+ se infectaron con el virus SF33 y se determinó la 

expresión de PD-1 y PD-L1 a los días 0, 1, 3, 5, 7 y 10 mediante citometría de flujo 

multiparamétrica, usando los marcadores: CD3 (AF700), CD4 (PeCy 5), CD8 (PercP 

5.5), PD-1 (PE), PD-L1 (PeCy 7) y PD-L2 (APC). Se recolectaron los sobrenadantes 

para la determinación de CV. 

 

5.12 Análisis estadísticos  

Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el software Graphpad 4.2. Se utilizó la 

prueba U de Mann Whitney para comparar la expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en 

las células infectadas vs células no infectadas. Se realizó la prueba Friedman para 

comparar la expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en células infectadas a lo largo de los 

días de infección. Finalmente, se realizó la prueba de correlación de Sperman para 

conocer si el aumento en la expresión de PD-1, PD-L1 o PD-L2 se relaciona con la 

carga viral presente en los cultivos. Los datos mostrados en la sección de resultados 

representan las medianas y rangos intercuartiles. Los valores se consideraron 

significativos  si p ≤0.05 (*). 
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6 Resultados 
 
6.1 Expresión de PD-1 y sus ligandos inducida en células T CD4+ por la 

infección con el VIH.  

Estudios recientes han asociado la sobre-expresión de las moléculas co-inhibidoras 

PD-1, PD-L1 y PD-L2, con la disfuncionalidad de las células T CD4+ y T CD8+ en 

infecciones virales crónicas, como la infección por el VIH. A pesar de que se ha 

reportado que, tanto factores virales como celulares facilitan el aumento en la  

expresión de estas proteínas, aún se desconocen los mecanismos por los que se 

induce y regula su expresión. Importantemente, no se ha descrito a detalle la 

regulación de la expresión de estas proteínas en los linfocitos T, durante la infección 

con el VIH. Por tal motivo, lo primero que quisimos conocer fue si el aumento en la 

expresión de estas proteínas era ocasionado por la infección con el VIH per se en 

células T CD4+. 

Para comprobar esto, se realizaron ensayos in vitro en donde se evaluó el efecto que 

tiene la infección sobre la expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en células T CD4+ 

purificadas. Para esto, se purificaron células T CD4+ a partir de CMSP de personas 

VIH negativas mediante selección negativa con perlas inmunomagnéticas y se 

infectaron con 100 TCID50 del virus SF33. Las células se dejaron en cultivo y se realizó 

citometría de flujo multiparamétrica para conocer la expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 

a los días 1, 3, 5, 7 y 10 después de la infección (como se describió en la 

metodología). 
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La estrategia de análisis empleada se muestra en la (Fig.13). Se escogieron a las 

células únicas en base a parámetros de tamaño celular (FSC-H vs FSC-A) y, de estos, 

se escogieron a los linfocitos en base a su morfología y granularidad (SSC-A vs FSC-

A). Se analizaron únicamente células vivas (SSC-A vs Amcyan). Las células T se 

determinaron por la presencia de la molécula CD3 (SSC-A vs CD3 AF700) y se 

analizaron las células T CD4+ (Fig.13A). Para determinar el porcentaje de células T 

CD4+ que expresan PD-1, PD-L1 y PD-L2 se realizaron las siguientes gráficas: SSC-A 

vs PD-1 PE, SSC-A vs PD-L1 PeCy7 y SSC-A vs PD-L2 APC. Los recuadros con las 

células positivas se determinaron usando como control el FMO (Fig.13B). De manera 

independiente, se evaluó la co-expresión PD-1 con PD-L1 en células T CD4+ (Fig. 

13C). Además, se realizó el análisis de la intensidad mediana de fluorescencia (IMF) 

de la señal emitida por cada proteína, este análisis nos permitió determinar si la 

población de células analizada expresa más o menos moléculas de PD-1, PD-L1 o 

PD-L2 (Figura 13D). 
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Fig.13. Ejemplo representativo de la estrategia de análisis de datos de citometría en 
células T CD4+ expuestas al VIH. A) Células únicas (FSC-H vs FSC-A), linfocitos T 
según sus características morfológicas de tamaño y granularidad (SSC-A vs FSC-A), 
viabilidad celular (SSC-A vs AmCyan), células T ó CD3+ (SSC-A vs CD3 AF700), células T 
CD4+. B) Expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en células T CD4+, del lado izquierdo el 
control de FMO y del lado derecho la condición de infección. C) Co-expresión de PD-
1+/PD-L1+ en las células TCD4+. D) Histograma de la fluorescencia de PD-1. PD-L1 y PD-
L2 en células T CD4 totales. 
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Para comprobar la infección de las células T CD4+ purificadas, se determinó 

la cantidad de virus presente en los sobrenadantes de los cultivos (los datos 

son mostrados como copias de ARN viral/ml de sobrenadante) (Fig.14).             

 

Fig.14. Cinética de producción del virus SF33 en el sobrenadante de los cultivos 
de células T CD4+ infectadas con el VIH. Los datos graficados y en la tabla 
representan la mediana de los datos obtenidos del seguimiento de cultivo de nueve 
experimentos independientes. 

 
 
Los resultados de estos experimentos muestran que, la infección de las células T 

CD4+ con el VIH induce un aumento en la expresión de PD-1 desde el primer día 

después de la infección con este virus (Fig.15; Tabla 4). Tanto el porcentaje de células 

positivas como la IMF de la expresión de PD-1 aumenta significativamente (p ≤0.05) 

en las células T CD4+ a partir del primer día después de la infección y continúa 

incrementada hasta el día 10 (Fig. 15A; Tabla 4). De manera similar, la expresión de 

PD-L1 se incrementa significativamente (p ≤0.05) desde el día 1 y hasta el día 10 

después de la infección con el VIH (Fig.15B; Tabla 4). En cambio la expresión de PD-

L2, mostro un incremento significativo  (p ≤0.05) en el porcentaje de células T CD4+ 

desde el día 1 hasta el día 7 (Fig.15C) pero, no así la IMF (Tabla. 4). De forma 

separada, se analizó la co-expresión de estas proteínas (PD-1+PD-L1+, PD-1+PD-L2+ 

y PD-L1+PD-L2) en los linfocitos T CD4+. Se encontró que la infección con SF33, 

solamente incrementa el porcentaje y la IMF en las células T CD4+PD-1+PD-L1+ (p 
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≤0.05) (Fig. 15D; Tabla. 4), mientras que no se observó ningún incremento en la la co-

expresión de las demás proteínas (dato no mostrado). 
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Fig. 15. Expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en células T CD4+ infectadas. 
Porcentaje de células T CD4+ PD-1+, PD-L1+ y PD-L2+ a diferentes días de la 
infección con el virus SF33. Debido a que el % de células que expresan PD-L2 es 
bajo, la escala es diferente a los de las demás proteínas. Los datos mostrados son 
resultado de la mediana y error estándar de 9 experimentos independientes, * p≤ 
0.05.  
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Tabla 4. IMF de la expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en células T CD4+ 
purificadas e infectadas.  

 

 
*p≤0.05 .Entre paréntesis se muestra el intervalo menor y mayor de los valores de IMF  
 

6.2 Expresión de PD-1 y sus ligandos en células T CD4+ y T CD8+ de 

CMSP infectadas.  

Después de conocer que la infección por el VIH induce la expresión de PD-1 y de sus 

ligandos en las principales células blanco de infección, quisimos evaluar si, la 

presencia del virus también afecta la expresión de estas proteínas en otros tipos 

celulares que no se infectan con este virus. Para esto, se analizó la expresión de PD-1 

y sus ligandos en los linfocitos T CD8+ de CMSP (células en las que durante 

infecciones virales crónicas se ha descrito la sobre-expresión de PD-1) en el contexto 

de la infección por el VIH. Así mismo, quisimos conocer los patrones de expresión de 

PD-1 y de sus ligandos en células T CD4+ de CMSP totales expuestas al VIH, con la 

finalidad de determinar si otras células (CD4-) pueden influenciar el control de la 

expresión de estas proteínas.  

Para responder estas preguntas, se obtuvieron CMSP de personas sin VIH, se 

infectaron de manera independiente con dos cepas de VIH (SF33 y SF162) y se 

realizó el análisis de la expresión de PD-1 y sus ligandos mediante citometría de flujo 

multiparamétrica a diferentes días después de su exposición al virus. Esto con la 

finalidad de conocer en que momento después de la infección comienza la sobre-

expresión de estas proteínas. En todos los experimentos se utilizaron como control 

positivo CMSP estimuladas con SEB (2µg/ml) y como control negativo CMSP no 

infectadas. 



	   58 

La estrategia de análisis de citometría que se utilizó para estos experimentos se 

muestra a continuación (Fig. 16). De igual manera al experimento anterior, se 

escogieron a las células únicas en base a parámetros de tamaño y granularidad (FSC-

H vs FSC-A), a los linfocitos en base a su morfología (SSC-A vs FSC-A) y de estos, 

solo se analizaron células vivas (SSC-A vs AquaDye). Las células T se escogieron por 

la presencia del receptor CD3 (SSC-A vs CD3 AF700) y de éstas se escogieron las 

células T CD4+ y T CD8+ (Fig. 16). La expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en las 

células T CD4+ y T CD8+ se analizó usando como control el FMO (Fig. 17  y 18). 

 

 
Fig. 16. Ejemplo representativo de la estrategia de análisis de citometría de flujo 
de las células T CD4+ y T CD8+ a partir de CMSP.  Estrategia de análisis células 
únicas (FSC-H vs FSC-A), morfología de linfocitos T (SSC-A vs FSC-A), viabilidad 
celular (SSC-A vs Amcyan), células T CD3+ (SSC-A vs CD3 AF700), células T CD4+ y 
T CD8+ (CD4 Percy5 vs CD8 PercP5.5). 
 

Para estos análisis se determinó el porcentaje de células T CD4+ o T CD8+ que 

expresan PD-1, PD-L1 o PD-L2 (Fig. 17A y 18A) y, también, se determinó la IMF de 

cada una de estas proteínas tanto en células T CD4+ como en T CD8+ totales (Fig. 

17B y 18B). Los datos de la IMF se presentan en forma de histograma, en donde el eje 

de las X representa la fluorescencia emitida por cada marcador de interés. Un 

desplazamiento de los histogramas hacia la derecha indica una mayor fluorescencia, 

lo que representa una mayor expresión de las proteínas de interés en las poblaciones 

analizadas, linfocitos T CD4+ y T CD8+. 
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Fig. 17. Expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en células T CD4+ al día 7 después de 
la infección con el VIH. A) Graficas de citometría que muestran el porcentaje de 
células T CD4+ que expresan PD-1, PD-L1 ó PD-L2 al día 7 después de la  infección 
con SF33 y SF162. Los números dentro de las gráficas representan el porcentaje de 
células positivas para cada condición. B) Histogramas de citometría que muestran la 
expresión de PD-1 y sus ligandos en células T CD4+.  

 
 

 
 

Fig.18. Expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en células T CD8+ al día 7 después de 
la infección con el VIH. A) Graficas que muestran el porcentaje de células positivas 
para la expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en células T CD8+ al día 7 después de la 
infección con SF33 y SF162. Los números dentro de las graficas representan el 
porcentaje de células positivas. B) Histogramas de citometria que muestran la 
expresión de PD-1 y sus ligandos.  
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6.3 Cinética de expresión de PD-1 y de sus ligandos en linfocitos T CD4+ 

y T CD8+ de CMSP infectadas con los virus SF33 y SF162. 

Los resultados muestran que, a diferencia de lo observado en las células T CD4+ 

purificadas; En las CMSP el porcentaje de células T CD4+ que expresan PD-1 

aumentan significativamente a partir del día 5 después de su exposición al VIH SF33 y 

SF162 (1-2.5% células T CD4+PD-1+ sin VIH, 2.7-4.8% células T CD4+PD-1+ 

expuestas a SF33, y 2.9-5.1% células T CD4+PD-1+ expuestas a SF162; Fig. 19A) y 

se mantiene hasta el día 10. No se encontró diferencia significativa entre el nivel de 

expresión de PD-1 en las células T CD4+ expuestas al virus al día 5, comparada con 

los días 7 y 10. Importantemente el porcentaje observado de células T CD4+ que 

expresan PD-1+ en las CMSP no expuestas al VIH es similar al reportado por otros 

autores (1-2%). Al comparar los resultados obtenidos de la expresión de PD-1 en las 

células T CD4+ puras expuestas al VIH, con la expresión de PD-1 obtenida en las 

células T CD4+ de las CMSP, observamos que hay una mayor expresión de PD-1 en 

las células T CD4+ puras expuestas al virus,*p≤0.05 (dato no mostrado).  

De manera interesante, no se observó un aumento en las células T CD8+ que 

expresan PD-1 en los cultivos que fueron expuestos al SF33 ni al SF162, en 

comparación a las células T CD8+ de CMSP que no fueron expuestas al VIH (Fig. 

19B). Sin embargo, en las CMSP estimuladas con SEB se observó un aumento 

significativo del porcentaje de células T CD8+ que expresan PD-1+ a partir del día 5 

(Fig. 19B), lo que demuestra que estas células sí pueden expresar esta proteína.  
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Fig.19. Cinética de expresión in vitro de PD-1 y de sus ligandos en células T 
CD4+ y T CD8+ infectadas. A) Porcentaje de células T CD4+PD-1+, B) T CD8+PD-
1+, C) T CD4+PD-L1+, D) T CD8+PD-L1+, E) T CD4+PD-L2+ y F) T CD8+PD-L2+. 
Los datos mostrados son resultado de la mediana y Desviación Estándar de 9 
experimentos independientes. *p≤0.05 
 
 
 

Los resultados también muestran que temporalmente, la expresión de PD-L1 en 

células T CD4+ o CD8+, ocurre después de la expresión de su receptor (Fig.19). El 

porcentaje de células T CD4+ que expresan PD-L1 aumenta significativamente al día 7 

después de la infección con el SF33 o el SF162 (8.1% y 7.2% células T CD4+PD-L1+ 

al día 7 y 10 después de su exposición a SF33, respectivamente; y 8.3%, 8% T 
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CD4+PD-L1 al día 7 y 10 después de su exposición a SF162, respectivamente. Fig. 

19C). Interesantemente, las células T CD8+ que expresan PD-L1 también aumentan 

significativamente a partir del día 7 después de su exposición al VIH (3.6%, 2.8% 

células T CD8+PD-L1+ al día 7 y 10 después de su exposición a SF33;  y 3.2%, 3.8%  

al día 7 y 10 después de su exposición a SF162, Fig. 19D). El patrón de expresión de 

PD-L2 después de la exposición al VIH difiere al de PD-L1 ya que se observó un 

aumento pequeño pero significativo en el número de células T CD4+ y CD8+ que 

expresan PD-L2+ desde el día 3 después de su exposición al SF33 y SF162 ( 0.4% 

células T CD4+PD-L2+ y 0.41% T CD8+PD-L2+ 3 días después de su exposición a 

SF33;  y 0.49% células T CD4+PD-L2+ y 0.65% T CD8+PD-L2+ 3 días después de su 

exposición a SF162, Fig.20E y F). Estos resultados sugieren que los mecanismos de 

regulación de la expresión de PD-1 difieren de los que regulan la expresión de sus 

ligandos PD-L1 y PD-L2.  

Los datos de la IMF son similares a los relacionados con el porcentaje de células PD-

1, PD-L1 ó PD-L2+. Para la expresión de PD-1, se encontró que en las células T CD4+ 

de CMSP infectadas con SF33 ó con SF162 la IMF aumenta desde el día 3 hasta el 

día 10 en comparación con los datos obtenidos en las CMSP no infectadas, p≤0.05 

(Tabla 6). La IMF de PD-1 en células T CD8+ totales permanece sin cambios si se 

comparan con las células que no han sido expuestas al VIH, similar a lo reportado 

para el porcentaje de células T CD8+ PD1+ ( Tabla 6). Dado que la IMF de células 

CD8+ estimuladas con SEB aumenta significativamente según lo esperado, estos 

datos indican que las células T CD8+ sí son capaces de aumentar la expresión de PD-

1 (Tabla 6), pero que la infección por el VIH del cultivo de CMSP no induce una 

expresión de la molécula en las T CD8+. 

El análisis de los datos de la IMF de los ligandos de PD-1 muestra que PD-L1 

aumenta su IMF en los linfocitos T CD4+ a partir del día 7 y permanece incrementada 

al día 10 después de su exposición con el SF33 o SF162 (Tabla 6). No se encontraron 

cambios significativos en la IMF de PD-L1 en los linfocitos T CD8+ expuestos al VIH, a 
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ninguno de los tiempos analizados (Tabla.7). En cambio el análisis de la IMF de PD-L2 

indica que sólo en los linfocitos T CD8+ ésta se aumenta significativamente desde el 

día 5 después de su incubación con el VIH (Tabla 7). No se encontraron cambios en la 

IMF de PD-L2 de los linfocitos T CD4+ (Tabla 6). 

Contrario a lo mostrado en las células T CD4+ purificadas expuestas a VIH, no se 

observó un aumento de los linfocitos T CD4+ o T CD8+ que co-expresan PD-1+PD-

L1+, PD-1+PD-L2+ ó PD-L1+PD-L2 cuando las CMSP son infectadas con SF33 o 

SF162 (dato no mostrado).  

 

Tabla 5.  IMF de la expresión de PD1, PD-L1 y PD-L2  en células T CD4+ sin VIH, 
en presencia del VIH (SF33 y SF162) y SEB. 

 

*p≤0.05 .Entre paréntesis se muestra el intervalo menor y mayor de los valores de IMF  

 
Tabla 6.  IMF de la expresión de PD1, PD-L1 y PD-L2  en células T CD8+ sin VIH, 
en presencia del VIH (SF33 y SF162) y SEB. 
 

*p≤0.05 .Entre paréntesis se muestra el intervalo menor y mayor de los valores de IMF 

 

Para comprobar la infección de las CMSP, se determinó la carga viral en los cultivos 

de células. Como era de esperarse conforme avanzan los días de cultivo también 

aumenta la cantidad de virus en los sobrenadantes (Fig. 21). 
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Fig.20. Cinética de crecimiento del los virus SF33 y SF162 en células CMSP. 
Copias de ANR/ml de medio  presente en los sobrenadantes de los cultivos de CMSP 
infectadas con SF33 ó SF162. Los datos graficados y presentes en las tablas 
representan la mediana de los datos obtenidos de nueve experimentos 
independientes. 

 

6.4 Correlación de la expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en células T CD4+ 

y T CD8+ con la cantidad del VIH. 

Para conocer si existe una relación entre el aumento en la expresión de PD-1 y de sus 

ligandos en las células T CD4+ y T CD8+ con el aumento en la carga viral presente en 

los sobrenadantes durante los días de cultivo, se realizaron análisis de correlación. 

Los resultados de estos análisis indican que hay una correlación entre el porcentaje de 

células T CD4+ que expresan PD-1+ (p=0.0001,r=0.53), T CD4+ que expresan PD-

L1+ (p=0.0001, r= 0.75) y T CD4+ que expresan PD-L2 (p=0.0161, r=0.51) con el 

aumento en la cantidad de copias de ARN/ml se sobrenadante. Al hacer los análisis de 

correlación en las células T CD8+, no se encontraron diferencias significativas (Fig. 

21).  
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Fig. 21. Correlación de la expresión de PD-1 y de sus ligandos con la CV. Análisis 
de correlación entre el porcentaje de células T CD4+ y T CD8+ que expresan PD-1, 
PD-L1 ó PD-L2, con las copias de ARN presentes en los sobrenadantes de los 
cultivos infectados.  
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 7 Discusión  

Se postula que el balance entre señales co-estimuladoras y señales co-inhibidoras 

proporcionadas por proteínas de la familia B7-CD28 define el destino de los linfocitos 

T (Liu et al., 2010; Porichis et al., 2011; Shen et al., 2011). En infecciones virales 

crónicas, dentro de las que se incluye a la infección por el VIH, este balance se inclina 

hacia una mayor presencia de señales co-inhibidoras (Shankar et al., 2011). PD-1 y 

sus ligandos son proteínas que al interactuar regulan negativamente la activación de 

los linfocitos T (Khaitan y Unutmaz, 2011). La sobre-expresión de PD-1 en las células 

T se asocia con la disminución en el control de la infección por el VIH (Day et al., 

2006; Petrovas et al., 2006; Trautmann et al., 2006), reflejada en la pérdida de sus 

capacidades efectoras y de proliferación (Kaufmann and Walker, 2008; Yamamoto et 

al., 2011).  

Pese a que se ha descrito un aumento en la expresión de PD-1 en las células T CD4+ 

y T CD8+ de personas con el VIH (Brown et al., 2010; Kao et al., 2011), existen pocos 

reportes que describen cuales son los factores que inducen o regulan la expresión de 

esta proteína, tanto en condiciones fisiológicas como en condiciones patológicas 

(Yamamoto et al., 2011). Estudios recientes sugieren que la infección con el VIH per 

se, puede ser un factor que incremente la expresión de PD-1 (Francisco et al., 2010). 

Estudios ex vivo han reportado una correlación positiva entre la expresión de PD-1 con 

la cantidad de virus presente en plasma (Day et al., 2006) sin embargo, al día de hoy, 

esta relación no se ha demostrado directamente. Aunado a esto, en los pocos ensayos 

que se han publicado, existen discrepancias en si la infección per se con el VIH es 

capaz de inducir o no la expresión de PD-1  (Muthumani et al., 2008; Venkatachari et 

al., 2008) en las células T CD4+. 

Los resultados de los experimentos realizados en esta tesis muestran que la 

exposición al VIH incrementa la expresión de PD-1 en las células T CD4+ puras y en 

las que forman parte de CMSP totales. En las células T CD4+ puras se encontró que 

PD-1 se sobre-expresa al día 1 de ser expuestas al VIH, mientras que en las 
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provenientes de las CMSP totales, el aumento en la expresión de PD-1 se retrasa 

hasta el día 5 y se mantiene. Estos datos confirman de manera in vitro lo reportado ex 

vivo en células de personas con VIH. Sin embargo, es interesante mencionar que el 

aumento encontrado en la expresión de PD-1 de las células T CD4+ provenientes de 

CMSP, fue menor en comparación con la expresión de PD-1 observada en las células 

T CD4+ puras. Esta diferencia en la magnitud de la expresión de PD-1, se podría 

explicar por el efecto de ciertas citocinas. Se ha descrito que citocinas como IL-10, IL-

4, TNF-α e interferones pueden disminuir la expresión de PD-1 (Francisco et al., 

2010). Actualmente se sabe que, células dendríticas, monocitos, células NK y células 

T CD8+, todas presentes en las CMSP, son capaces de secretar alguna de estas 

citocinas. En los experimentos realizados, posiblemente sea esté el factor que dicte la 

diferencia entre los resultados obtenidos en células T CD4+ puras y en las 

provenientes de CMSP (Fig. 23). Es importante mencionar que en nuestros 

experimentos no se determinaron las citocinas presentes en los sobrenadantes de los 

cultivos de células T CD4+ expuestas al virus, así como tampoco el posible efecto de 

citocinas sobre la expresión de PD-1.  

 

 
Fig.23 Diferencias en la expresión de PD-1 y de sus ligandos en las células T 
CD4+. Esquema que ejemplifica la diferencia encontrada en la expresión de PD-1, 
PD-L1 y PD-L2 en células T CD4+ puras vs. las células T CD4+ de CMSP infectadas. 
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Varios estudios documentan que las células T CD8+ de personas infectadas con el 

VIH tienen una expresión elevada de PD-1 (Nakamoto et al., 2008). Hasta ahora no 

existe ningún ensayo que demuestre exactamente, que es lo que causa el incremento 

de PD-1 en esta población celular. Está ampliamente documentado que las células T 

CD8+ no son células susceptibles a ser infectadas por el virus. En base a esto 

podemos inferir que la infección en estas células no es un factor que participe 

directamente en la inducción de PD-1. Los resultados que se obtuvieron al exponer 

CMSP al VIH y posteriormente analizar la expresión de PD-1 en las células T CD8+, 

muestran que durante no hay diferencia significativa en la expresión de PD-1 en 

cualquier punto de seguimiento de la infección. Por lo que inferimos que la presencia 

del virus o la posible interacción de este con las células T CD8+ no incrementa la 

expresión de PD-1.  

Se ha descrito que PD-1 se expresa después de la activación del TCR (Watanabe et 

al., 2010). Posiblemente en las personas con VIH, la activación crónica de estas 

células sea el factor mas importante que ocasione el aumento en la expresión de PD-1 

en las células T CD8+. En nuestros ensayos no se determinó el estado de activación 

de las células T CD8+, ni su relación con la expresión de PD-1, por lo que es 

interesante demostrarlo en ensayo in vitro. Aunado a esto, también falta evaluar la 

importancia de las citocinas que inducen activación bystander, citocinas que 

posiblemente influyan en la expresión de PD-1 durante la infección con el VIH. 

El hecho de no observar en las células T CD8+ un aumento en la expresión de PD-1 al 

ser expuestas al virus, sugiere también que el microambiente en el que se encuentran 

las células in vivo contribuye en el aumento de la expresión de PD-1.  

Los resultados de esta tesis también nos permiten hacer hipótesis sobre los 

mecanismos que inducen la expresión de PD-L1 y de PD-L2. Se ha reportado que PD-

L1 se encuentra sobre-expresada en células dendríticas y en monocitos de personas 

infectadas por el VIH (Rodriguez-Garcia et al., 2010; Muthumani et al., 2011). Con 

respecto a PD-L2, se ha determinado que solamente ciertas poblaciones de monocitos 
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sobre-expresan esta proteína. Estos datos nos hacen pensar que el aumento en la 

expresión de PD-L1 y posiblemente de PD-L2 en células dendríticas y en monocitos, 

sea producto de la infección per se con el VIH ya que estas células pueden ser blanco 

de infección. 

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran por primera vez que la exposición al 

VIH induce la expresión de PD-L1 y de PD-L2 en las células T. En las células T CD4+ 

puras se encontró que PD-L1 y PD-L2 se sobre-expresan posterior a su exposición al 

virus, mientras que en las células T CD4+ de CMSP totales, se encontró que PD-L2 se 

expresa de forma temprana al día 3, mientras que la expresión de PD-L1 es más 

tardía (día 7). Contrario a lo reportado para la expresión de PD-1 en las células T 

CD8+, la expresión de PD-L1 y PD-L2 en las células T CD8+ aumenta al ser 

expuestas al VIH. Esto sugiere que los mecanismo de inducción de PD-L1 y de PD-L2 

son diferentes a los de PD-1 en éstas células. 

La literatura muestra que en la infección por el VIH, las células dendríticas y los 

monocitos (los cuales sobre-expresan PD-L1 ó PD-L2) pueden interaccionar con las 

células T e inducir en ellas su activación mediante la presentación antigénica. Esta 

interacción y el hecho de tener una mayor expresión de PD-L1 ó PD-L2 en la 

superficie de las CPA, facilita en la células T la interacción de PD-1 con sus ligandos, 

lo que favorece la inhibición de la respuesta de las células T, en lugar de inducir su 

activación y desencadenar sus funciones efectoras. Sin embargo, el hecho de que el 

VIH cause un incremento de PD-L1 y de PD-L2  en las células T CD4+ y T CD8+, 

implicaría que esta interacción de PD-1 con sus ligandos pueda ser entre las mismas 

células T. Se ha descrito que células T CD8+ pueden reconocer e interactuar con 

células T CD4+ infectadas por interacción TCR-HLA, pero no viceversa.  Incuso es de 

mencionarse la idea de que PD-L1 o PD-L2  puedan funcionar como receptores y no 

solo como ligandos. 
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Los resultados de los análisis de co-expresión de PD-1 con PD-L1 ó PD-L2, muestran 

que la expresión de estas tres proteínas se da de manera independiente, los 

resultados describen la existencia de tres diferentes poblaciones de linfocitos T que 

sobre-expresan de forma separada PD-1 , PD-L1 ó PD-L2. Existe la posibilidad de que 

estas poblaciones de linfocitos T, tanto CD4+ como CD8+ interaccionen entre si y 

señalicen vía PD-1. Estos resultados  sugieren que es poco probable que PD-1 y sus 

ligandos puedan interaccionar de forma autocrina en la misma célula T y causar su 

propia inhibición o su apoptosis.  

Los resultados del seguimiento de la expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 muestran que 

PD-L2 se sobre expresa primero en las células T (al día 3), posteriormente se sobre 

expresa PD-1 (día 5) y finalmente PD-L1 (día 7). Si extrapolamos estos datos 

imaginando un escenario similar en personas con el VIH, es posible que durante las 

primeras etapas de la infección, PD-L2 tenga un papel más importante de interacción 

con PD-1 y posteriormente esta interacción sea mediada por PD-L1. De hecho, se ha 

descrito que la unión molecular entre PD-1 con PD-L2 es más fuerte en comparación 

con la unión con PD-L1 (Ghiotto et al., 2010). Pese a esto, la expresión de PD-L2 esta 

poco representada en las células del sistema inmune, y las pocas células que tienen 

PD-L2 lo expresan en bajas cantidades. PD-L1 por el contrario esta altamente 

expresado en células presentadoras de antígeno, en linfocitos T y en varios tejidos 

periféricos, y su expresión es más elevada en términos de porcentaje y de IMF que 

PD-L2.  

Al ser este el primer trabajo que describe que la infección por el VIH induce la 

expresión de PD-L1 y de PD-L2 en las células T CD4+ y TCD8+. Nos permite hacer 

una hipótesis  sobre los mecanismos de inducción de estas proteínas en las células T 

(Fig. 24):  
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Fig. 24. Posibles escenarios que favorecen la inducción de la expresión de PD-1 
y sus ligandos. Esquema que ejemplifica los posibles factores en la expresión de PD-
1, PD-L1 y PD-L2, producto de la infección por el VIH sobre las células T CD4+ así 
como los posibles escenarios que inducen la expresión en las células T CD8+. 

 

La inducción de la expresión de PD-L1 y de PD-L2 en las células T CD4+ por la 

infección con el VIH, podria deberse a la activación de receptores intracelulares tipo 

toll (TLR), que reconocen ácidos nucleicos (Meier et al., 2008) . Es posible también 

que la infección con el VIH aumente la producción de factores de transcripción 

relacionados con la inducción de la expresión de PD-L1 o PD-L2 (Shankar et al., 

2011).  

En cambio, en las células T CD8+, se puede inferir que la inducción de PD-L1 y PD-L2 

es causada por mecanismos extrínsecos a la infección por el VIH. La estimulación de 

las células T CD8+ por citocinas podría explicar el aumento en la expresión de estas 

proteínas. La activación bystander o la activación mediada por células presentadoras 

de antígeno pueda favorecer su expresión. Los experimentos diseñados en esta tesis, 

fueron planteados para conocer la causa-efecto de la infección sobre la expresión PD-

1 y sus ligandos. Los datos que se obtuvieron son novedosos y permiten hacer nuevas 

preguntas sobre la biología y funcionalidad de la vía PD-1. La búsqueda de los 

procesos biológicos que desencadena el virus en las células T CD4+ y T CD8+ para 

inducir así la expresión de estas proteínas, es importante para contribuir con 
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información para el desarrollo de métodos para paliar la inhibición de funciones de 

estas células. 

 

8 Conclusiones 

Este estudio contribuyó a la descripción in vitro de la expresión de PD-1 y sus ligandos 

en linfocitos T durante la infección por el VIH. 1) Primeramente se demostró que la 

infección productiva por el VIH induce la expresión de PD-1 y de sus ligandos en 

linfocitos T CD4+. 2) Se demostró que la sobre-expresión de PD-1 en células T CD8+ 

depende de factores extrínsecos a la infección por el VIH. 3) Se demostró que la 

infección en CMSP por el VIH induce la expresión de PD-L1 y PD-L2 tanto en células 

T CD4+ como CD8+.  

 

9 Perspectivas  

Es necesario determinar la presencia de citocinas en los cultivos infectados, con la 

finalidad de determinar su posible papel en la inducción de la expresión de PD-1, PD-

L1 y PD-L2 en células T CD4+ y T CD8+ durante la infección por el VIH. Así como el 

estado de activación crónico de estas células. 
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