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Abreviaturas y nomenclatura

CDC: Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (Center for Disease
Control and Prevention) Atlanta, GA, USA.

Célula activada: Célula T en estado reactivo, capaz de participar en la respuesta
inmune; se caracterizaron en el presente estudio por la expresion del marcador CD38
Célula comprometida: Célula T con fenotipo CD45RA" CCR7" CXCR5

Célula T de memoria central (Tcm): Célula T con fenotipo CD45RA™ CCR7"

CMV: Citomegalovirus

CV: Carga viral. Copias de ARN de VIH/mL de sangre.

FITC: Isotiocianato de Fluoresceina

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

IFN’y: Interferon gamma

LTC: Linfocito T citotoxico

NK: Células “asesinas naturales” (Natural Killer)

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PBMC: Células mononucleares de sangre periférica (Peripheral Blood Mononuclear
Cells)

PBS: Tampon salino-fosfato (Phosphate Buffer Saline)

PE: Ficoeritrina

PerCP: Proteina peridinin clorofila

Pre Thi1: Célula T con fenotipo CD45RA™ CCR7" CXCR5 CXCR3* CCR4

Pre Th2: Células T con fenotipo CD45RA™ CCR7" CXCR5 CXCR3 CCR4"

ARN: Acido ribonucleico

SIDA (sida) Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida

SIV: Virus de la inmunodeficiencia en simios

SRA: Sindrome retroviral agudo

TARAE Terapia antirretroviral altamente efectiva

TCR Receptor de la célula T (T cell Receptor)

TNF-a: Factor de necrosis tumoral a (Tumor Necrosis Factor a)



1 Introduccién

Una de las caracteristicas mas relevantes de la infeccion por el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH) es la pérdida gradual de las células T CD4+ en
sangre periférica, el cual predice el avance de la enfermedad, que culmina con la
aparicion del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Actualmente se
desconocen con exactitud los mecanismos mediante los cuales el VIH origina esta
pérdida en los pacientes infectados. Uno de los posibles mecanismos que podria
estar participando en la patogénesis de la infeccion es la pérdida de la capacidad
regenerativa de las células T CD4+. Se ha descrito que las células T de memoria
central (Tcm) cumplen esa funcidén regenerativa, renovando continuamente el
repertorio de linfocitos T de memoria. En el presente trabajo se estudiaron las células
Tcm CD4+ de pacientes infectados por VIH. Se aislaron células mononucleares de
sangre periférica por gradiente de Ficoll y se realizaron seis tinciones ex vivo. Cada
una de las tinciones consistié de una combinacion de siete marcadores. Un marcador
para definir la poblacién en estudio (CD4+ o CD8+), dos para definir la poblacién de
memoria central (CD45RA y CCR7), un marcador para definir el fenotipo de
compromiso a funciones efectoras (CXCR5), dos para definir el perfil pre Thl o pre
Th2 de las células T de memoria central (CXCR3 y CCR4, respectivamente) y
finalmente un marcador para evaluar el grado de diferenciacion, activacién o
senescencia de las Tcm CD4+ (CD27, CD38 o CD57, respectivamente). Se encontro
gue las células activadas, con fenotipo de compromiso a funciones efectoras Thl y
Th2 (células pre Thl y pre Th2), se encuentran sobre representadas dentro de las
células Tcm CD4+, lo cual podria estar contribuyendo al desgaste de la capacidad
regenerativa y a la pérdida paulatina de linfocitos T CD4+ en la infeccion por VIH.
Adicionalmente se encontr6 que en pacientes VIH+ se presentan multiples
subpoblaciones de linfocitos T CD8+ notablemente activadas, sin afectar la
distribucion de las células comprometidas a funciones efectoras dentro de las células
Tcm CD8+. Finalmente se encontré que en la infeccion por VIH también se ven
alterados los patrones normales de diferenciacion y senescencia dentro de las células
pre Thly pre Th2.



2 Marco teérico

2.1 Epidemiologia de lainfeccion por VIH
Desde su descripcion en 1981 hasta la actualidad, el sindrome de inmunodeficiencia

adquirida (SIDA) ha causado mas de 25 millones de muertes [1]. De acuerdo a las
cifras publicadas por ONUSIDA/OMS en el 2009, a nivel mundial cerca de 33.3
millones de personas se encontraban infectadas con el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), el agente causal del SIDA, de las cuales 2.6 millones habian adquirido
la infeccion recientemente; ese mismo afio 1.8 millones murieron a causa del SIDA.
Se estima que en América latina el SIDA caus6 alrededor de 58,000 muertes en el
2009 y 92,000 personas fueron infectadas ese afio [1]. Con una prevalencia actual
cercana al 0.8% a nivel mundial [1], la infeccion por el VIH constituye un grave
problema de salud publica que requiere la atencion conjunta de los profesionales de

la salud, gobiernos y organizaciones civiles.

A 30 afos de los primeros reportes de SIDA se han obtenido avances importantes
que han permitido conocer mejor la naturaleza de la infeccion por VIH asi como la
respuesta del hospedero y los mecanismos de patogénesis del virus. Se ha definido
la estructura y naturaleza molecular del VIH, su ciclo de replicacion [2] asi como las
moléculas que participan en la respuesta inmune contra la infeccién [3]. Se han
identificado diferentes puntos clave en el ciclo de replicacion viral, lo cual ha permitido
desarrollar estrategias farmacoterapéuticas para actuar de manera simultanea sobre
diferentes blancos potencialmente vulnerables del VIH [4]. A pesar de todos estos
avances no existe tratamiento efectivo para la infeccion o vacuna efectiva para
prevenir la infeccion por VIH [5]. Con la finalidad de desarrollar mejores estrategias
terapéuticas y preventivas, es necesario comprender los puntos clave del desarrollo
de la enfermedad por VIH. Uno de esos aspectos fundamentales lo constituyen los
mecanismos mediante los cuales la infeccién por VIH origina la pérdida progresiva e
irreversible de células T CD4" en ausencia de tratamiento antirretroviral, induciendo
un estado de inmunodepresion que condiciona la aparicion de infecciones
oportunistas y diferentes tipos de cancer que eventualmente terminaran con la vida

del individuo infectado.



2.2 Historia natural de la infeccion por VIH
El proceso patogénico de la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo

I (VIH-1) y tipo Il (VIH-2) se caracteriza por tres etapas: la etapa inicial o infeccion
primaria, la fase intermedia o asintomatica y finalmente la etapa sintomatica en la que

se desarrolla SIDA.

2.2.1 Infeccién primaria
La primera etapa de la infeccidon se caracteriza por una rapida disminucién de las

células T CD4" y una acelerada tasa de replicacion viral. Durante esta primera fase
de la infeccion (infecciéon primaria) el virus infecta principalmente células T CD4",
células dendriticas, macréfagos y células de las mucosas de las cavidades rectal o
cervicovaginal [6]. Durante la fase aguda, las células efectoras de las mucosas son
especialmente susceptibles de ser infectadas por el VIH y son preferencialmente
destruidas en comparacion con los linfocitos T de sangre periférica [7]; dicho
fendmeno podria estar asociado a la alta expresion del correceptor de entrada viral
CCR5 y al estado de activacion de las células T de memoria efectoras en mucosas
que facilitan la propagacion viral [8]. Alrededor de 7 dias después de la entrada del
virus al organismo el niumero de particulas infecciosas (Pl) asciende hasta 5 000
PI/mL de plasma o mas de 100 000 copias de ARN/mL de plasma [9]. Luego de 10 a
14 dias, cerca de 200 mil millones de células T CD4" han sido infectadas [10]. Cerca
del 85% de los individuos recién infectados manifiestan durante esta primera fase una
variedad de sintomas no especificos que suelen ser confundidos con otras
infecciones virales (sindrome retroviral agudo). Los sintomas tipicos del sindrome
retroviral agudo (SRA) son fiebre, linfoadenopatia, faringitis, exantema, mialgia,
diarrea y lesiones mucocutaneas [11]. Durante la infeccion aguda el nimero de
células T CD8" se eleva, como sucede cominmente en las infecciones virales y se
lleva a cabo una produccion importante de citocinas proinflamatorias y quimiocinas
[3], lo que podria explicar los sintomas del SRA. De 3 a 6 meses después de la
infeccion primaria, los niveles de viremia disminuyen sustancialmente y se mantiene
una replicacion episédica con niveles variables de produccion viral [12]. Una vez que
la infeccion viral se traslada del sitio inicial de entrada a los ganglios linfaticos locales,

la infeccidn crénica ha quedado establecida [13].
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2.2.2 Periodo asintomatico
Después de 4 a 8 semanas después de la infeccidén primaria por el virus, el nimero

de células T CD4" se recupera hasta alcanzar niveles cercanos a los basales, aunque
por debajo de lo normal. Posteriormente la pérdida de células T CD4" se produce de
manera constante a una tasa estimada de 25 a 60 células/yL de sangre por afio [12].
Esta pérdida gradual es caracteristica de la fase cronica y suele ser asintomatica.
Debido a que durante esta fase no se presentan manifestaciones clinicas evidentes
también se conoce como latencia clinica, aunque el virus no se encuentra en un
estado de latencia ya que continda replicandose, a una tasa baja, particularmente en
ganglios linfaticos [14]. La poblacién creciente de virus es heterogénea y refleja las
variantes generadas como respuesta a la presion selectiva de la respuesta especifica
del sistema inmune [15]. La frecuencia de células T CD4" infectadas durante la fase
cronica es de 0.01-1% [16, 17], lo cual, como se vera mas adelante descarta el efecto
citopatico directo del virus como causa proximal de la disminucion progresiva de la

cuenta de células T CD4" durante la infeccion.

2.2.3 Periodo sintomatico
Después de 8 a 12 afos después de la infeccion primaria, la mayoria de los

individuos infectados desarrolla sintomas, la cuenta de células T CD4" caen por
debajo de las 350 células/pL, la carga viral se ve incrementada drasticamente y
permanece elevada durante la fase avanzada (desarrollo de SIDA) y las respuestas
antivirales de las células T CD8" disminuyen. En esta etapa la carga viral en sangre
periférica y tejido linfoide alcanza niveles similares y las respuestas inmunes
humorales se ven disminuidas. Los linfocitos B muestran una expresion incrementada
de marcadores de activacion y proliferacion [18]. Adicionalmente las células B tienden
a encontrarse en estados terminales de diferenciacion, dando lugar a una secrecion
aumentada de inmunoglobulinas (hipergammaglobulinemia)[19]. La gran mayoria de
los anticuerpos producidos en esta etapa son inespecificos, lo cual podria explicar por
qué se presenta una inmunidad humoral deficiente al mismo tiempo que se

encuentran elevados los niveles de anticuerpos en sangre [20].

El periodo sintomatico de la infeccion se divide en dos etapas: la etapa sintomatica

temprana y SIDA. A la etapa sintomatica temprana, también conocida como
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Categoria B dentro del sistema de clasificacion de los Centres for Disease Control
(CDC), se le da el nombre de “complejo asociado a SIDA”. Ejemplos de condiciones
que se incluyen en la categoria clinica B son la candidiasis oral, leucoplasia oral
vellosa, Herpes Zoster que se presenta como dos episodios o0 mas de un dermatoma,
neuropatia periférica, listeriosis y displasia cervical [21]. Aunque estas condiciones
clinicas se encuentran asociadas a muchos otros trastornos, son mas frecuentes y

severas durante la infeccion por VIH.

Actualmente los CDC consideran la aparicion de SIDA en todo individuo adulto
infectado con VIH, si se presenta cualquiera de los siguientes signos clinicos: a) Una
cuenta de linfocitos T CD4"< 200/uL, b)Un porcentaje de linfocitos T CD4" respecto a
los linfocitos totales menor a 14% o c¢) Cualquiera de las tres condiciones clinicas:

tuberculosis pulmonar, neumonia recurrente o cancer cervical invasivo [22]

2.3 Destruccion de los linfocitos T CD4" en la infeccién por VIH
El fenomeno mas representativo de la infeccion por VIH es la disminucion progresiva

e irreversible de células T CD4" [23]. La causa de esta pérdida paulatina es uno de
los temas mas fundamentales y controversiales de la investigacion del SIDA.
Inicialmente se habia postulado, dada la agresiva cinética de replicacion viral, que la
destruccion de los linfocitos T CD4" se debia al efecto citopatico directo sobre sus
células blanco, las células CD4" [24]. Sin embargo, el efecto citopatico no explica por
si solo todos los trastornos inmunitarios que originan la pérdida gradual de linfocitos T

CD4" en pacientes infectados [25].

2.3.1 Efecto citopatico de lareplicaciéon viral y pérdida progresiva de linfocitos
T CD4*
El modelo de la destruccién viral directa como uUnico factor causal de la disminucion

progresiva de linfocitos T CD4" presenta criticas importantes. El VIH infecta de
manera productiva sélo al 0.01-1% de los linfocitos totales [16, 17], lo que sugiere que
la destruccién de la mayoria de las células CD4" e inducciéon de SIDA no se debe
Unicamente al efecto citopatico de la replicacion viral. De cualquier forma el VIH
infecta principalmente células CD4" activadas [26], de las cuales una fraccién muere

por efecto citopético y otro tanto por la accion de linfocitos T citotoxicos (LTC)
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especificos. Sin embargo, resulta irrelevante que las células activadas sean
eliminadas por causa directa del virus, accion de LTC o por muerte celular inducida
por activacion (MCIA) ya que estas células son de todas formas de vida corta [26].
Adicionalmente se ha encontrado que la tasa de muerte celular en pacientes con
terapia antirretroviral altamente efectiva (TARAE) no es significativamente diferente
en pacientes sin tratamiento [27]. De acuerdo a estos estudios, la destruccién celular
es independiente de la carga viral, lo cual no sucede con la tasa de proliferacion
celular, la cual se ve significativamente incrementada en pacientes no tratados en
comparacion con pacientes con TARAE [27]. Se han reportado casos de pacientes
controladores élite, capaces de mantener cargas virales hasta niveles indetectables
en ausencia de tratamiento antirretroviral, que presentan una pérdida gradual de
células T CD4" y progreso a SIDA [28] y en los cuales esa pérdida celular esta
asociada a grados de activacion de células T CD8" notablemente elevados [28] .
Finalmente se ha visto que los niveles de replicacion viral explican menos de la mitad
de la variabilidad de las tasas de disminucion de células T CD4" y progresion a SIDA
[29, 30]. Todas estas evidencias experimentales sugieren que el virus por si solo no
es responsable de las alteraciones de la funcion inmune que determinan la aparicion
de SIDA y que otros factores, como la activacion crénica o pérdida de la capacidad
regenerativa podrian desempefar un papel importante en la pérdida de células T
CD4".

2.3.2Dindmica de recambio de las células T en la infeccion por VIH
Diversos estudios de cinética de linfocitos T circulantes en individuos infectados por

VIH y donadores sanos demuestran que existe un incremento en el recambio celular
de las células T en los pacientes infectados por el VIH-1 [31]. Tanto la tasa de
proliferacion como la tasa de muerte celular se ven incrementadas durante la
infeccion [32]. Se ha propuesto que para compensar la pérdida linfocitaria debe existir
una fuente regenerativa masiva [32]. El suministro celular podria provenir del timo o
de las células T de memoria. Existen modelos de infeccion en macacos con el virus
de la inmunodeficiencia en simios (VIS) en los que se ha observado que la timectomia
no tiene ningun efecto discernible en la progresién a SIDA, es decir, no presentan la

fase final de la infeccion observada en humanos [33]; de acuerdo con estos
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resultados es poco probable que el suministro celular compensatorio provenga del
timo, con lo cual es plausible considerar que las células T de memoria participen de

manera importante en la regeneracion celular durante la fase cronica de la infeccion.

2.3.3 Respuestas proliferativas en la infeccion por VIH
Junto con el modelo de pérdida gradual de células T CD4", basado primordialmente

en la infeccion directa del virus, se postuld inicialmente que el sistema inmune
desarrollaba una respuesta homeostéatica proliferativa para compensar la muerte
celular durante la fase cronica [24, 34]. Este segundo modelo, conocido como “tap
and drain” [35], sostiene que la progresiéon a SIDA es fundamentalmente el resultado
del deterioro de la respuesta homeostatica proliferativa del sistema inmune para
compensar la pérdida de células T CD4" [24, 34]. Sin embargo, este modelo
representa una vision simplista y limitada, ya que no considera que la respuesta
proliferativa podria no deberse exclusivamente a respuestas inmunes homeostaticas,
sino que podria tratarse de una respuesta relacionada a un estimulo antigénico o
sefiales pro inflamatorias, es decir, activacion inmune [36]. Estos mecanismos no son
mutuamente excluyentes y lo mas probable es que se encuentren interrelacionados
[37]. Es posible imaginar un panorama en el cual la activacion favorece la respuesta
proliferativa ante estimulos homeostaticos en el compartimento regenerativo de las
células T, sin descartar que pueda ser esta misma activacion crénica la responsable
de la pérdida de estas células con capacidad regenerativa en lugar de la replicacién
viral 0 que ambas se encuentren participando en el mecanismo inmunopatogénico de

destruccion de las células T CD4+.

2.3.4 Activacion inmune crénica, disminucion de células T CD4" y carga viral
Los primeros estudios que consideraron a la activacion cronica como un factor

importante en la patogénesis del SIDA fueron publicados por Ascher, Sheppard [38] y
de forma paralela por el equipo de Grossman [39]. Méas tarde Giorgi y sus
colaboradores publicaron una serie de estudios clinicos en los cuales observaron que
el nivel de activacién de las células T CD8", determinado por la expresién de los
antigenos CD38 y HLA-DR, correlaciona mejor con el progreso de la enfermedad que
la carga viral [40-42]. Dichas descripciones constituyen pruebas correlativas que

sefialan la importancia de la activacién cronica en el progreso de la enfermedad. Otro
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hallazgo trascendental que apoya la visién de la activacién cronica como factor crucial
en el desarrollo de SIDA es proporcionado por diversos estudios de infeccion con el
SIV en sus huéspedes naturales, el mono verde africano y el mangabey, en los
cuales la infeccion por SIV es incapaz de inducir SIDA, a pesar de las altas tasas de
replicacién viral, en ausencia de elevados niveles de activacion inmune [43-45].
Adicionalmente se ha visto en modelos animales murinos que la activacion inmune
cronica, en ausencia de infeccion virica, parece ser suficiente para generar una
disminucién de células T, disfuncién inmune severa y susceptibilidad a infecciones
oportunistas [46]. Sousa A. E. et al. estudiaron las relaciones existentes entre
recambio celular, activacién y carga viral, encontrando que tanto los niveles de
activacion como la disminucion de células CD4" son independientes de la carga viral,
lo cual sugiere algun tipo de relacion causal entre la activacion croénica y la

destruccion celular [47].

Los mecanismos exactos por los cuales la activacibn inmune crénica induce la
pérdida progresiva de células CD4", disfuncion inmune y finalmente progresion a
SIDA permanecen aun desconocidos; sin embargo, desde que se asocio la activacion
inmune cronica a la progresion de la enfermedad por VIH se han planteado diferentes

posibilidades, de la cuales se revisaran a continuacién las mas importantes.

El VIH se replica de manera mas eficiente en linfocitos T CD4" activados [48], por lo
cual la activacion inmune cronica se encontraria facilitando la replicacion viral
generando una mayor cantidad de células blanco de infeccion. En este contexto, la
activacion preferencial, infeccion y muerte de las células T CD4" VIH-especificas [48]
podria contribuir a la reduccién de las respuestas cooperadoras de los linfocitos T
CD4", participando de manera indirecta en el detrimento de las respuestas citotoxicas
mediadas por los linfocitos T CD8" contra el VIH. Otra consecuencia de la activacion
cronica que puede tener efectos negativos a largo plazo es la expansion de células T
efectoras activadas (TE), tanto CD4" como CD8". La expansion de una poblacion
celular de vida corta a expensas de los reservorios de células virgenes y de memoria
puede deteriorar la capacidad regenerativa, originando de manera indirecta la pérdida

de células CD4"[26, 48, 49]. La activacion inmune crénica también puede dar origen a
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una senescencia proliferativa a nivel de las células T de memoria central [50].
Adicionalmente la expansion de células T efectoras puede estar acompafada de la
produccion de citocinas pro’inflamatorias y pro‘apoptoéticas que cierran el circulo
vicioso de mantenimiento de un estado de activaciéon inmune generalizada asociada a
la infeccién por VIH [36]. Finalmente un ambiente proinflamatorio crénico, como el de
la activacion inmune en la infeccion por VIH, interfiere con la funcion celular de
multiples tipos celulares, incluyendo linfocitos B, células NK, células dendriticas,
células T y® y monocitos [51-55], y puede deteriorar la capacidad regenerativa a nivel
de médula 6sea, timo y nddulos linfaticos [56-59] . Es de particular interés el hecho de
que el incremento en la cuenta de células T CD4', posterior al tratamiento
antirretroviral altamente efectivo, correlaciona mejor con la disminucion de la
activacion inmune y apoptosis, asociada a la TARAE, que con la supresion de la
replicacion del VIH[60-62]. En resumen la activacion inmune cronica podria estar
participando en el progreso a SIDA en la infeccion por VIH ya sea promoviendo la
replicacién viral y el desgaste de la respuesta inmune especifica, deteriorando la
capacidad regenerativa y de esta forma originando una pérdida progresiva de las
células T CD4", inducir una respuesta regenerativa senescente o alterando la funcién

de mdltiples tipo celulares.

2.4 Fenotipo, funcionalidad y diferenciacion de las subpoblaciones de linfocitos
T de memoria.
Los linfocitos T de memoria constituyen una poblacién celular fenotipica vy

funcionalmente heterogénea que se puede dividir a grandes rasgos en dos grupos de
acuerdo a su capacidad para alojarse en diferentes tejidos y sus funciones efectoras
[63-65] en células T de memoria centrales (Tcm) y células T de memoria efectoras
(Tem). Las células T de memoria centrales circulan a través del tejido linfoide
secundario a través de la sangre y canales linfaticos. Expresan los antigenos CCR7 y
CDG62L, los cuales les permiten situarse en tejido linfoide secundario y recircular [66-
68]. Las células T de memoria efectora se localizan en tejidos efectores extralinfoides,
tales como la lamina propria y el epitelio [63], no expresan CCR7 ni CD62L y

responden activamente frente a un estimulo antigénico, volviéndose células efectoras;

16



luego de perder contacto con el antigeno, estas células pueden sobrevivir hasta una

semana o volverse células Tcm [69].

Luego de tener contacto con el antigeno, las células Tcm producen citocinas
rdpidamente, reducen su expresion de CCR7 y se desplazan a los 6rganos
periféricos, diferenciandose a células Tem. Las células Tem permanecen en los
tejidos periféricos para llevar a cabo su actividad efectora secretando citocinas como
IFN-y y TNF-a [70] ante un estimulo antigénico. Las Tem poseen capacidades
proliferativas limitadas, a diferencia de las Tcm, las cuales tienen mas ciclos
replicativos y viven mas tiempo [71]. Acerca del origen de las células T de memoria
centrales, existen diversos estudios que sostienen que éstas son el producto de

intermediarios en diferentes estados de diferenciacion [72].

Las células T de memoria centrales se pueden dividir a su vez en aquellas que
pueden diferenciarse, en respuesta a estimulos homeostéticos (IL-7 e IL15), a células
Thl o Th2 y aquellas que pueden diferenciarse s6lo en presencia de citocinas
polarizantes y un estimulo antigénico [73]. Aquellas células que pueden diferenciarse,
en ausencia de citocinas polarizantes, a células Thl y Th2 se distinguen por la
expresion de los antigenos CXCR3 y CCR4 y se denominan pre-Thl y pre-Th2,
respectivamente [73]. Se dice que las células pre-Thl y pre-Th2 son células
polarizadas; se encuentran comprometidas a diferenciarse a funciones efectoras
(produccidén de IFN-y e IL-4, respectivamente) y pueden distinguirse de acuerdo a la
expresion de CXCR3 o CCR4. Las células que carecen de propiedades Thl y Th2 se
caracterizan por la expresion de CXCRS5, el receptor de CXCL13, una quimiocina
presente en los foliculos de los linfocitos B [74] y se dice de ellas que se encuentran
no polarizadas. Estas células no comprometidas proliferan y se diferencian a Thl o
Th2 en respuesta a un estimulo antigénico determinado y citocinas polarizantes. Las
células T de memoria efectoras (Thl o Th2), al ser reestimuladas in vitro bajo
condiciones polarizantes opuestas, conservan el perfil de expresion de citocinas Thl

o Th2, pero adquieren la expresion de genes de citocinas opuestas [75].

Las células T de memoria se encuentran distribuidas entre las diferentes

subpoblaciones (pre-Thl, pre-Th2, no polarizadas, Tem Thl y Tem Th2) dependiendo
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de la naturaleza de la respuesta inmune generada [71]. Lozza y su equipo
encontraron que afinidad con la que se unen las células T a su antigeno puede
determinar la capacidad proliferativa ante estimulos homeostaticos y la capacidad de
respuesta ante estimulos antigénicos posteriores de las células T de memoria [76]. Es
asi como la naturaleza de diferentes respuestas inmunes pueden dar como resultado
distribuciones diferentes entre las distintas subpoblaciones de memoria central. Los
resultados de Lozza sugieren que el origen de las diferentes subpoblaciones de
memoria dependen tanto de la naturaleza de la respuesta inmune como del rapto de
clonas en distintos grados de diferenciacién. EI modelo que mas se ajusta a estas
evidencias es el de diferenciacion progresiva, propuesto por Sallusto et al. [77], el
cual considera que la generacion de las subpoblaciones de memoria representa un
proceso de diferenciacion gradual. Existen otros modelos de diferenciacion que tratan
de explicar el surgimiento de diferentes subpoblaciones dentro de las células T de
memoria; el modelo de diferenciacién asimétrica contempla que diferentes
subpoblaciones de células T de memoria pueden surgir a partir de células virgenes
[78-80] y que las diferencias en el destino que éstas tengan después del encuentro
con el antigeno dependen de la fuerza con la que el TCR se una al antigeno en
contexto del MHC, de la concentracién del antigeno, acceso a citocinas, sefiales
coestimulatorias y el tiempo de contacto con el antigeno [76, 81]. La variedad de las
subpoblaciones de memoria dependerd, en Ultima instancia, del estado de
diferenciacion en el que sean reclutadas las células después del encuentro con el

antigeno.

Las células T de memoria son capaces de persistir por mucho tiempo en ausencia del
antigeno. Uno de estos ejemplos es la persistencia de células Tcm CD4" especificas
de virus vaccinia por mas de 70 afios después de la vacunacion [82]. El
mantenimiento de las células T de memoria central depende de la expresion de
moléculas antiapoptoticas (p. €j., Bclx.) y su capacidad de responder ante citocinas
homeostéticas (p. €j., IL-15, IL-7) [83, 84]. En vista de que algunas Tcm pierden la
expresion de CCR7, adquieren receptores de alojamiento en tejidos periféricos y
funciones efectoras, se ha sugerido que las Tcm pueden estar funcionando como

células troncales capaces de auto renovarse y contribuir al mantenimiento de las
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células Tem, produciendo continuamente células capaces de diferenciarse a

funciones efectoras [77].

Actualmente no existe consenso general respecto a la relacion ontogénica existente
entre las células Tcm y Tem. Un estudio realizado en células de ratobn T CD8"
especificas para el virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV) documenté una
reversion de las células Tem a Tcm, las cuales se mantenian estables [85]. En un
estudio de la respuesta de las células T frente al antigeno H-Y se demostr6 que solo
una fraccién de las células Tem revertia al fenotipo Tcm. Esta reversion dependia de
la expresiéon de L-selectina y las células nunca recuperaron el potencial proliferativo
caracteristico de las Tcm [86]. En ambos estudios los autores coinciden en que las
células T CD8" Tem de ratdén no son una poblacion estable, ya sea porque mueren o
revierten a Tcm. A diferencia de lo reportado en ratones, en humanos las células T
CD4" y CD8" Tem pueden ser encontradas varios afios después del encuentro con el
antigeno [73, 87]; esto sugiere dos alternativas: 1) Las células Tem de humano son
intrinsecamente estables o 2) Las células Tem de humano son continuamente
suministradas por las Tcm reguladas homeostaticamente. Puesto que las células Tem
tienen una limitada capacidad proliferativa y son de vida corta [73, 88], lo mas
probable es que las Tcm sean las encargadas de suministrar continuamente a las

Tem.
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3 Hipotesis y justificacion

El origen de la pérdida gradual de células T CD4+ durante la infeccion cronica por
VIH, que da lugar al Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) en su ultima
etapa, permanece desconocido. EI modelo que propone que la pérdida celular se
debe solamente al desgaste de la capacidad proliferativa del organismo, frente a
estimulos homeostaticos, para compensar la pérdida masiva de células T CD4"
durante la infeccion aguda presenta una vision sobresimplificada que no es capaz de
describir con precisién la fase cronica de la infeccion. Existen cada vez mas
evidencias que vinculan la pérdida de células T CD4" con la activacion cronica [89-93]
. La hipdtesis propuesta en el presente estudio sostiene que la activacion cronica
participa y dirige la pérdida de la capacidad regenerativa del sistema inmune,
comprometiendo la funcion regenerativa de las células T de memoria centrales CD4",
dando lugar a la pérdida paulatina de células T CD4" que caracteriza a la patogénesis

de la infeccion por VIH.

Las células T de memoria centrales poseen muchas caracteristicas que son
normalmente asociadas a las células troncales [94]. Una de ellas es la capacidad de
autorenovarse. Las células T de memoria centrales proliferan en respuesta a sefiales
homeostéticas, manteniendo el nimero de células de memoria casi constante [95]. Es
esta capacidad regenerativa la que permite mantener la memoria inmunoldgica por
periodos prolongados de tiempo. Aparentemente las citocinas IL-2, IL-7 e IL-15
participan en la proliferacion celular regenerativa de las células T de memoria
centrales [95]. Como las células troncales, las células T de memoria centrales poseen
una relativa pluripotencialidad, ya que en respuesta a estimulos antigénicos son
capaces de diferenciarse rapidamente a células con funciones efectoras de vida
corta, las cuales seran eliminadas conforme desaparece el estimulo antigénico [71].
La naturaleza del origen de las subpoblaciones de células T de memoria central y
memoria efectora, asi como sus relaciones ontogénicas, permanece controversial ya
que se han reportado reversiones entre los dos fenotipos tanto en modelos animales
como en humanos [63, 85, 86]; sin embargo, independientemente de que las células

T de memoria centrales sean el producto de la reversion de células T de memoria
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efectoras 0 que se generen desde el primer encuentro con el antigeno, se ha
observado que las células T de memoria efectoras son inherentemente inestables [50,
85, 86], lo que sugiere que el mantenimiento de éstas Ultimas esté en funcion de la
proliferacion y diferenciacion de las células T de memoria centrales. Es de esta forma
como el mantenimiento de las células T de memoria efectoras, que constituyen la
primera linea de defensa contra microorganismos patdgenos, depende en ultima
instancia de la capacidad regenerativa e influjo de las células T de memoria centrales.
Dentro de las muiltiples subpoblaciones de células T de memoria centrales CD4" es
posible distinguir a dos subpoblaciones celulares identificadas como células T CD4+
pre Thly pre Th2 [96], las cuales se caracterizan por poseer capacidades replicativas
limitadas y producir en baja cantidad IFN-y e IL-4, respectivamente. Las células que
presentan fenotipo pre Thl o pre Th2 son capaces de diferenciarse a células Thl o
Th2 en ausencia de estimulos antigénicos [73] y en respuesta a estimulos
homeostéaticos. Se dice de las células pre Thl y pre Th2 que se encuentran
comprometidas, ya que al enfrentarse a un estimulo homeostéatico o antigénico, se
diferenciaran a células con funciones efectoras, perdiendo las caracteristicas propias
de las células T de memoria centrales. Las células no comprometidas, a diferencia de
las células comprometidas, necesitan ademas de un estimulo antigénico un ambiente
de citocinas polarizantes para poder diferenciarse a células con funciones efectoras
[73], por lo cual retienen aquellas caracteristicas propias de las células T de memoria
centrales tan importantes para regenerar la memoria inmunoldgica. Una vez que las
células se han diferenciado a tener funciones efectoras pasan a ser células de vida
corta, con limitados ciclos replicativos y mas susceptibles a experimentar procesos
apoptoticos [71]. En el presente trabajo se plantea la hipétesis de que las células pre
Thl y pre Th2 se encuentran incrementadas dentro de las células T de memoria

centrales CD4" y activadas durante la infeccion por VIH.

Las células T CD8" poseen una organizacion, a nivel de células T de memoria
centrales, muy similar a las células T CD4". El hecho de que durante la fase
asintomatica de la infeccion por VIH no se presenta una pérdida progresiva de células
T CD8", sino que por el contrario, se observa una expansion de células T citotoxicas,

ayudara a entender la relacion existente entre composicion de las células T de
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memoria centrales en células T CD8+ y CD4+ y el mantenimiento de la capacidad

regenerativa.

Hipotesis central

En la infeccién por VIH, las células T de memoria centrales CD4+ se encuentran
activadas y comprometidas a diferenciarse a funciones efectoras, lo cual disminuye
su capacidad regenerativa, contribuyendo a la pérdida progresiva de linfocitos T

CD4+ en los pacientes VIH+.
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4 Objetivos

4.1 Objetivos generales

Determinar el grado de compromiso a diferenciarse a funciones efectoras y
activacion de las células T CD4" de memoria centrales en la infeccion por VIH
Describir el grado de compromiso a diferenciarse a funciones efectoras y
activacion de las células T CD8" de memoria centrales en la infeccién por VIH
Caracterizar a las células comprometidas a diferenciarse a funciones efectoras
CD4" y CD8" con fenotipo pre Thl y pre Th2 en términos de diferenciacion,

activacion y senescencia en la infeccion por VIH

4.2 Objetivos particulares

Comparar el grado de diferenciacién en las células comprometidas a
diferenciarse a funciones efectoras con fenotipo pre Thl y pre Th2 en células
CD4" y CD8" de controles VIH" y pacientes VIH"

Determinar el grado de activacion de las células comprometidas a diferenciarse
a funciones efectoras con fenotipo pre Thl y pre Th2 en células CD4" y CD8"
de controles VIH y pacientes VIH*

Examinar el grado de senescencia de las células comprometidas a
diferenciarse a funciones efectoras con fenotipo pre Thl y pre Th2 en células
CD4" y CD8" de controles VIH" y pacientes VIH"

Estudiar el grado de compromiso a diferenciarse a funciones efectoras y
activacion en las células T CD4" de memoria centrales de controles VIH vy
pacientes VIH"

Caracterizar el grado de compromiso a diferenciarse a funciones efectoras y
activacion en las células T CD8" de memoria centrales de controles VIH vy

pacientes VIH*
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5 Metodologia

5.1 Sujetos de estudio
Los estudios se realizaron en muestras procedentes de 6 pacientes adultos

diagnosticados con la infeccion por VIH en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y Nutricion Salvador Zubiran. Los pacientes no se encontraban recibiendo tratamiento
antirretroviral y ninguno presentd sintomas asociados a infecciones oportunistas.
Como grupo control se estudiaron muestras provenientes de 6 donadores adultos no
infectados por el VIH y con un diagnéstico serologico de la infeccion por
citomegalovirus. Todos los sujetos que decidieron participar en el estudio firmaron
carta de consentimiento informado previamente aprobada por el comité de Etica del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias y del Instituto Nacional de Ciencias

Médicas y Nutricién Salvador Zubiran.

5.2 Separacién de PBMC
Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) fueron separadas por

centrifugacion por gradiente de densidad de Ficoll [97] y resuspendidas en medio
RPMI completo con 10% de suero fetal bovino y 1% de antibidticos

(penicilina/estreptomicina) y glutamina [97].

5.3 Tinciones
Se llevaron a cabo seis tinciones. Tres tinciones para células T CD4+ y tres para

células CD8+. Se determiné el grado de diferenciacion, activacion y senescencia de

acuerdo a la siguiente tabla:

Tincidén | Atribucién y poblacién en estudio

Grado de diferenciacion en células T CD4+

Grado de diferenciacion en células T CD8+

Activacion en células T CD4+

Activacion en células T CD8+

Senescencia en células T CD4+

o O | Wl N| =

Senescencia en células T CD8+
Tabla 1
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5.3 Disefio de paneles de anticuerpos para citometria multiparamétrica

Para caracterizar a cada una de las subpoblaciones de linfocitos T CD4" y CD8" asi
como los diferentes marcadores que expresan se disefiaron paneles o combinaciones
de anticuerpos dirigidos contra diferentes moléculas de superficie celular. Cada
anticuerpo esta asociado de manera directa a un fluorocromo o0 se encuentra
conjugado con biotina para su posterior unidén con estreptavidina marcada con un
fluorocromo. El empleo de mdltiples fluorocromos en los paneles permite analizar la
coexpresion de varios marcadores. Para cada panel se emplearon 7 anticuerpos
asociados directa o indirectamente a un fluorocromo. La seleccion de los
fluorocromos se llevé a cabo tomando en cuenta el espectro de absorcion y de
emision de cada fluorocromo asi como los canales de deteccion en el citbmetro, para

evitar la interferencia entre las sefiales obtenidas.

A continuacion se muestra una tabla con el nombre del marcador (Tabla 2.1y 2.2), el
uso que se le dio en el estudio, la funcion que desempefia en el organismo y las

células que lo expresan [98-100]

Marcador | Uso Funcion Células que lo expresan

CD4 Marcador para | Correceptor en la| Subpoblaciones de timocitos,
las células T |unibn a moléculas | células T que reconocen péptidos
cooperadoras MHC clase Il. Participa | en el contexto de moléculas del

en la diferenciacion | MHC clase Il (células T
timica. Receptor | cooperadoras) y monocitos de
primario en la infeccion | sangre periférica.

por VIH.

CD8 Marcador para | Correceptor en la| Subpoblaciones de  timocitos,
las células T |unibn a moléculas | células T que reconocen péptidos
citotoxicas MHC clase I. en el contexto de moléculas del

MHC clase | (células T citotoxicas),
algunas células Tyd y células NK
CD45RA | Marcador para | Es una molécula con | Se expresa en los linfocitos T
las células T | funcion tirosina | virgenes y las células B
virgenes o | fosfatasa que participa
“naive” en la activacion
celular.

Tabla 2.1 Usos y funciones de los marcadores empleados

25



CCR7 | Marcador para | Receptor de quimiocinas | Células T de memoria y
células T de memoria | ELC (CCL19) y SLC | células dendriticas
centrales (CCL21). activadas

CXCR5 | Marcador para | Receptor de quimiocina BCL | Células B y células T de
células T de memoria | (CXCL13) memoria no polarizadas
no polarizadas

CXCR3 | Marcador para | Receptor de quimiocinas |Células T Pre Thi,
células T de memoria | Mig (CXCLY9), IP-10 | células NK activadas y
PreThl (CXCL10), e I-TAC | células B

(CXCL11) transformadas.

CCR4 | Marcador para | Receptor de quimiocinas | Células B, células T de
células T de memoria | MIP-1, RANTES, TARC vy | memoria PreTh2,
PreTh2 MCP-1 astrocitos, basdfilos,

células dendriticas,
células endoteliales,
enterocitos, eosindfilos,
macrofagos y células
NK

CD27 | Grado de | Ligando de CD70. La union | Linfocitos. Puede
diferenciacion. Se | CD27-CD70 representa una | encontrarse de forma
pierde a medida que | sefial estimulatoria critica | soluble (sCD27) en
las células se | para la activacion de | fluidos biolégicos de
encuentran en un | linfocitos T personas sanas
estado de
diferenciacion
avanzado

CD38 | Marcador de | Molécula de adhesion, se | Células B y T
activacion. Las |une a CD31. La union | recientemente
células T lo expresan | CD38-CD31 induce | activadas, células B de
cuando se | activacion celular y | centros germinales y
encuentran proliferacion o  muerte. | progenitores
activadas. Tiene  actividad NAD" | hematopoyéticos en

glicohidrolasa, ADPTibosil | algunos  estados de
ciclasa y ADPribosa | diferenciacion.
hidrolasa. Es un marcador
fenotipico en infeccién por
VIH y en leucemia.

CD57 | Marcador de | Participa en reacciones de | Subpoblaciones de

envejecimiento. Las
células T lo expresan
a medida que se
encuentran en
estados senescentes
avanzados.

adhesion via laminina vy
selectinas P y L. Su
expresion correlaciona
negativamente con el

tamarfo de los telémeros.

células NK y células T.
Tejido neuronal.

Tabla 2.2 Usos y funciones de los marcadores empleados
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Panel de tincion 1. Polarizacién y grado de diferenciacion en CD4"

En el panel de la tincion 1 (Tabla 3) se emplearon los marcadores CD4, CD45RA,
CCR7, CXCR5, CXCR3, CCR4 para definir las distintas subpoblaciones de memoria
en células T CD4", grado de polarizacion (pre-Thl y pre-Th2) y CD27 para evaluar el

grado de diferenciacion en las distintas subpoblaciones de memoria.

Marcador Fluorocromo
CD4 APC-Cy7
Biotina-
Estreptavidina-PE-
CD45RA Texas Red
CCR7 PE-Cy7
CXCR5 Alexa Fluor 488
CXCR3 PE
CCR4 Alexa Fluor 647
CD27 Per CP-Cy5.5

Tabla 3 Panel de tincion 1
Panel de tincion 2. Polarizaciéon y grado de diferenciacion en CD8”

De forma anéloga al panel de la tincion 1, en el panel de la tincién 2 (Tabla 4) se
emplearon los marcadores CD45RA, CCR7, CXCR5, CXCR3, CCR4 para definir las

distintas subpoblaciones de memoria en células T CD8", grado de polarizacion (pre’

Thl y preTh2) y CD27 para evaluar el grado de diferenciacion en las distintas

subpoblaciones de memoria.

Marcador Fluorocromo
CDS8 APC-Cy7
Biotina-
Estreptavidina-PE-
CD45RA Texas Red
CCRY7 PE-Cy7
CXCR5 Alexa Fluor 488
CXCR3 PE
CCR4 Alexa Fluor 647
CD27 Per CP-Cy5.5

Tabla 4 Panel de tinciéon 2
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Panel de tincion 3. Relacion entre polarizacion y activacion CD4"

Para el panel de la tincion 3 (Tabla 5) se utilizaron los marcadores CD45RA, CCRY7,
CXCR5, CXCR3, CCR4 para definir las subpoblaciones en células T CD4" asi como

grado de polarizacion y CD38 para valorar activacion en las subpoblaciones

identificadas.

Marcador Fluorocromo

CD4 APC-Cy7
Biotina-
Estreptavidina-PE-

CD45RA Texas Red

CCRY7 PE-Cy7

CXCR5 Alexa Fluor 488

CXCR3 PE

CCR4 Alexa Fluor 647

CD38 Per CP-Cy5.5

Tabla 5 Panel de tincion 3
Panel de tincion 4. Relacion entre polarizacion y activacion en CD8"

En el panel de la tincion 4 (Tabla 6) se emplearon los marcadores CD45RA, CCR?7,
CXCR5, CXCR3, CCR4 para definir las subpoblaciones en células T CD8" asi como

grado de polarizacion y CD38 para valorar activacion en las subpoblaciones

identificadas.

Marcador Fluorocromo

CDS8 APC-Cy7
Biotina-
Estreptavidina-PE-

CD45RA Texas Red

CCRY7 PE-Cy7

CXCR5 Alexa Fluor 488

CXCR3 PE

CCR4 Alexa Fluor 647

CD38 Per CP-Cy5.5

Tabla 6 Panel de tincién 4
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Panel de tincion 5. Polarizacion y grado de diferenciacion en CD4"

En el panel de la tincion 5 (Tabla 7) se emplearon los marcadores CD45RA, CCR?7,
CXCR5, CXCR3, CCR4 para definir las subpoblaciones en células T CD4" asi como

polarizacion y CD57 para evaluar el grado de senescencia en las subpoblaciones

identificadas.

Marcador Fluorocromo

CD4 APC-Cy7

CD45RA PE-Texas Red

CCRY7 PE-Cy7

CXCR5 Alexa Fluor 488

CXCR3 PE

CCR4 Alexa Fluor 647
Biotina-
Estreptavidina-Per

CD57 CP-Cy5.5

Tabla 7 Panel de tincion 5
Panel de tincion 6. Polarizaciéon y grado de diferenciacion en CD4"

En el panel de la tincion 6 (Tabla 8) se emplearon los marcadores CD45RA, CCR?7,
CXCR5, CXCR3, CCR4 para definir las subpoblaciones en células T CD8" asi como

polarizacion y CD57 para evaluar el grado de senescencia en las subpoblaciones

identificadas.

Marcador Fluorocromo

CDS8 APC-Cy7

CD45RA PE-Texas Red

CCRY7 PE-Cy7

CXCR5 Alexa Fluor 488

CXCR3 PE

CCR4 Alexa Fluor 647
Biotina-
Estreptavidina-Per

CD57 CP-Cy5.5

Tabla 8 Panel de tinciéon 6
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5.4 Inmunofenotipificacién ex vivo
Se tomaron 1 x 10° PBMC de la suspensién celular en RPMI completo para cada

tincién y se realiz6 un lavado con PBA (buffer salino de fosfatos que contiene 0.1% de
azida de sodio y 1% de albumina sérica bovina). Se incubaron las células 15 minutos
a 4°C en la oscuridad, con los anticuerpos monoclonales especificos frente la
molécula CD45RA (BD Pharmingen™) para las cuatro primeras tinciones vy
anticuerpos monoclonales biotinilados especificos frente al marcador CD57
(Biolegend®) para las dos restantes. Se realizo un lavado con PBA para retirar el
exceso de anticuerpos no unidos y posteriormente se agregd la estreptavidina
conjugada con PE-Texas Red (BD Pharmingen™) (diluida 1:1000) para las cuatro
primeras tinciones y conjugada con PerCP-Cy-5.5 (Biolegend®) (diluida 1:1000) para
las dos ultimas tinciones; se incubaron las células 15 minutos a 4°C en la oscuridad.
Se realiz6 un lavado mas con PBA y se agregaron los anticuerpos especificos CD4-
APC-Cy7(BD Pharmingen™), CD8-APC-Cy7 (BD Pharmingen™), CCR4-AF647 (BD
Pharmingen™), CCR7-PE-Cy7 (BD Pharmingen™), CXCR3-PE (BD Pharmingen™),
CXCR5-AF488 (BD Pharmingen™), CD27-PerCP-Cy-5.5 (BD Pharmingen™), CD38-
PerCP-Cy-5.5 (BD Pharmingen™) y CD45RA-PE-Texas Red (InVitrogen™) de
acuerdo a la tincion correspondiente. Se incubaron las células 15 minutos a 4°C en la
oscuridad y se llevé a cabo un ultimo lavado con PBA. Finalmente se fijaron las
células resuspendiéndolas en paraformaldehido al 1%. Los datos fueron adquiridos
en un citémetro de flujo FACS-Canto con un minimo de 5x 10* eventos. Las
cantidades empleadas de anticuerpos fueron las obtenidas al titular y calcular el
mejor indice de tincion obtenido [101, 102], es decir, las 6ptimas para poder distinguir

una sefal positiva de una sefal negativa.

5.5 Controles de isotipo
Para aquellos marcadores en los que no es posible discriminar con facilidad la sefal

positiva (debida a la union especifica del anticuerpo marcado) de la negativa
(asociada a uniones inespecificas) se emplearon controles negativos. Estos controles
negativos consisten en inmunoglobulinas de la misma variante isotipica de las

inmunoglobulinas empleadas para detectar los marcadores deseados, pero de unién
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inespecifica o irrelevante, unidas covalentemente a un fluorocromo. La sefal
generada con el control de isotipo permite discriminar la sefial de fondo (debida
principalmente a células con receptores para el Fc de los anticuerpos,
autofluorescencia o0 interacciones del anticuerpo marcado con proteinas,
carbohidratos o lipidos de algunas células) de la sefal positiva para el marcador
deseado. Es importante sefialar que el uso de dichos marcadores no fue necesario
para los anticuerpos frente a CD4, CD8, CD27 ni CD38.

5.6 Compensacion
Con la finalidad de eliminar cualquier interferencia generada por empalmes en los

espectros de emision y deteccién de sefiales de los fluorocromos se generé una
matriz de compensacion por cada panel de tincion en donde las sefiales interferentes
fueron restadas. Cada matriz estaba constituida por monotinciones realizadas en
perlas de compensacion BD™ CompBeads con los anticuerpos empleados en cada
panel. Las perlas de compensacion son microesferas de poliestireno que tienen
acoplados anticuerpos dirigidos contra la cadena ligera Kk de las inmunoglobulinas
provenientes de ratdn o rata. Estas perlas se tifien facilmente y proveen una sefial

robusta con cualquier anticuerpo de ratdn o rata que posea la cadena ligera k.

5.7 Analisis de datos citométricos
Los datos citométricos fueron analizados con el programa FlowJo 7.6.4 para

determinar frecuencias de subpoblaciones y frecuencias de células expresadoras de

cada marcador.

5.8 Estrategias de analisis o gating
Con la finalidad de estudiar todas las variables de interés se disefiaron dos

estrategias de analisis o gating. La estrategia de gating es la secuencia de pasos que
permite seleccionar las poblaciones de interés. La primera estrategia, denominada
“estrategia de gating de compromiso” permite obtener las variables relacionadas con
el grado de polarizaciéon y su relacién con el grado de diferenciacion, activacion y
senescencia de las células T de memoria centrales en células CD4" y CD8". La

segunda estrategia, denominada “estrategia de gating de activacion” permite obtener
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informacion acerca del grado de polarizacion de las células T de memoria centrales
activadas en CD4" y CD8".

5.8.1 Estrategia de gating de compromiso para células CD4"
En un grafico de puntos o dot plot (Fig.1), en donde la dispersion frontal o forward’

scatter se grafica en el eje de las abscisas y la dispersion lateral o side’scatter en el
eje de las ordenadas, se seleccion6é a la poblacion de linfocitos de acuerdo a sus
caracteristicas morfolégicas de tamafo relativo y granularidad celular. Una vez
seleccionada la poblacion de linfocitos, se realizé un histograma para poder
seleccionar a la poblacion de células CD4" (Fig. 1). El siguiente paso fue seleccionar
a la poblacion celular CD4" con fenotipo de memoria central, es decir, aquellas
células que no expresan el marcador CD45RA pero que si expresan el marcador
CCRY7 (Fig.1). A continuacion se realizé un histograma para la sefial del marcador
CXCRS5, obteniendo dos poblaciones: células no comprometidas (CXCR5") y células
comprometidas (CXCR5") (Fig.1). A continuacion se realizo un dot plot en la poblacion
de células comprometidas para seleccionar a las células CXCR5™ con fenotipo pre
Thl (CXCR3" CCR4) y pre Th2 (CXCR3 CCR4") (Fig.2). Finalmente se

determinaron las variables de CD27, CD38 y CD57 para cada poblacion de interés
(Fig.2).
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Fig. 2 Estrategia de analisis de compromiso para células CD4"

5.8.2 Estrategia de gating de compromiso para células CD8"

En un grafico de puntos o dot plot (Fig.3), en donde la dispersion frontal o forward-
scatter se grafica en el eje de las abscisas y la dispersion lateral o side-scatter en el
eje de las ordenadas, se selecciond a la poblacion de linfocitos de acuerdo a sus
caracteristicas morfolégicas de tamafo relativo y granularidad celular. Una vez

seleccionada la poblacion de linfocitos, se realizO un histograma para poder
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seleccionar a la poblacion de células CD8" (Fig.3). El siguiente paso fue seleccionar a
la poblacidon celular CD8" con fenotipo de memoria central, es decir, aquellas células
que no expresan el marcador CD45RA pero que si expresan el marcador CCR7
(Fig.3). A continuacion se realizé un histograma para el marcador CXCR5, obteniendo
dos poblaciones: células no comprometidas (CXCR5") y células comprometidas
(CXCRY) (Fig.3). El siguiente paso consistio en realizar un dot plot en la poblacion de
células comprometidas para seleccionar a las células CXCR5™ con fenotipo pre Thl
(CXCR3" CCR4) y pre Th2 (CXCR3 CCR4") (Fig.4). Finalmente se determinaron las
variables de CD27, CD38 y CD57 para cada poblacion de interés (Fig.4).
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Fig. 4 Estrategia de analisis de compromiso para células CD8

5.8.3 Estrategia de gating de activacion para células CD4"
En un grafico de puntos o dot plot (Fig.5), en donde la dispersion frontal o forward

scatter se grafica en el eje de las abscisas y la dispersion lateral o side’scatter en el
eje de las ordenadas, se selecciond a la poblacion de linfocitos de acuerdo a sus
caracteristicas morfolégicas de tamafio relativo y granularidad celular. Una vez

seleccionada la poblacion de linfocitos, se realizO un histograma para poder
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seleccionar a la poblacion de células CD4" (Fig.5). El siguiente paso fue seleccionar a
la poblacidon celular CD4" con fenotipo de memoria central, es decir, aquellas células
que no expresan el marcador CD45RA pero que si expresan el marcador CCR7
(Fig.5). A continuacién se realizé un histograma para el marcador CD38, obteniendo
dos poblaciones: células no activadas (CD38) y células activadas (CD38") (Fig.5). El
marcador CXCR5 fue medido tanto en células activadas como en células no
activadas; de esta forma fue posible obtener células no comprometidas (CXCR5") y
células comprometidas (CXCR5") para las células CD38 y CD38"(Fig.5). Finalmente
se realiz6 un dot plot en las poblaciones de células comprometidas para seleccionar a
las células CXCR5  con fenotipo pre Thl (CXCR3" CCR4) y pre Th2 (CXCR3’
CCR4") (Fig.5).
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Fig. 5 Estrategia de analisis de activacion para células CD4"

5.8.4 Estrategia de gating de activacion para células CD8"
En un grafico de puntos o dot plot (Fig.6), en donde la dispersion frontal o forward-

scatter se grafica en el eje de las abscisas y la dispersion frontal o side-scatter en el

eje de las ordenadas, se selecciond a la poblacion de linfocitos de acuerdo a sus
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caracteristicas morfolégicas de tamafo relativo y granularidad celular. Una vez
seleccionada la poblacion de linfocitos, se realizO un histograma para poder
seleccionar a la poblacion de células CD8" (Fig.6). El siguiente paso fue seleccionar a
la poblacion celular CD8" con fenotipo de memoria central, es decir, aquellas células
gue no expresan el marcador CD45RA pero que si expresan el marcador CCR7
(Fig.6). A continuacion se realizé un histograma para el marcador CD38, obteniendo
dos poblaciones: células no activadas (CD38) y células activadas (CD38"). El
marcador CXCR5 fue medido tanto en células activadas como en células no
activadas; de esta forma fue posible obtener células no comprometidas (CXCR5™) y
células comprometidas (CXCR5") para las células CD38 y CD38" (Fig.6). Finalmente
se realizé un dot plot en las poblaciones de células comprometidas para seleccionar a
las células CXCR5 con fenotipo pre Thl (CXCR3" CCR4) y pre Th2 (CXCR3"
CCR4") (Fig.6).
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Fig. 6 Estrategia de analisis de activacion para células CD8"

5.9 Analisis estadistico
Se realiz6 la prueba de Kolmogorov'Smirnov para corroborar que los datos no

siguieran una distribucion normal y se efectuaron pruebas estadisticas no



paramétricas para aquellos datos que no se ajustaron a un modelo de distribucién
normal. Valores de p<0.05 en la prueba de Kolmogorov-Smirnov se consideraron
significativos para poder rechazar que los datos se distribuian normalmente. Se llevo
a cabo la prueba no paramétrica de Mann Whitney para identificar diferencias con
base en el analisis de muestras independientes (donadores sanos y pacientes VIH™).
Las comparaciones dentro del mismo grupo se hicieron utilizando la prueba
estadistica no paramétrica de rangos con signo de Wilcoxon. Valores de p<0.05
fueron considerados estadisticamente significativos. Los datos fueron analizados con

ayuda del programa StatView version 4.57.
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6 Resultados

6.1 Células T CD4" en lainfeccién por VIH
A continuacion se resumen los datos clinicos de cinco de los pacientes reclutados en

donde se muestra la informacion acerca del conteo de células T CD4+, porcentaje de
células T CD4+ y células T CD8+, radio CD4/CD8 asi como carga viral (Tabla9).

Paciente | Células T | %Células | Células T | Radio Carga viral
CD4+/mL | T CD4+ CD8+/mL | CD4/CDS8 | (copias/mL
sangre sangre plasma)

Pt260111 260 18 857 0.30 74600
Pt150311 320 8 2474 0.13 23501
Pt290311 352 21 858 0.41 39541
Pt130411 349 14 1753 0.20 73305
Pt090511 370 26 874 0.42 26613

Tabla 9 Datos clinicos de pacientes VIH+

6.1.1 Disminucion de células T CD4" en lainfeccién por VIH

La destruccion de las células T CD4" representa el evento méas caracteristico de la
infeccion por VIH [23]; tal y como se observo en las frecuencias de células T CD4" en
pacientes y donadores sanos (Fig.7), en donde se encontré una tendencia en
pacientes a tener una menor frecuencia de células T CD4" entre los linfocitos en
comparacion con los donadores sanos (p=0.0547). La mediana de las frecuencias de
células T CD4" en pacientes fue de 16.8% en tanto que en donadores sanos fue de
35.3%. Los datos de los pacientes mostraron una mayor dispersion de acuerdo con
los intervalos intercuartil (3.2 en donadores sanos y 16.1 en pacientes). Esta
diferencia en la dispersion de datos puede ser observada en un diagrama de
dispersion (Fig.8), en donde se aprecia que los valores de los pacientes se alejan del
promedio total de los datos, mientras que los valores de los donadores sanos se

encuentran agrupados entre el promedio y el promedio mas la desviacion estandar.
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Fig. 7 Frecuencia de células CD4" en controles VIH y pacientes VIH"
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Fig. 8 Diagrama de dispersion de frecuencias de células T CD4"

6.1.2 Compromiso Th1/Th2y diferenciacion de células T CD4"
Se ha reportado que la expresion del antigeno CD27 en linfocitos es un marcador de

diferenciacion, es decir, a medida que las células se encuentran en estados de
diferenciacion mas avanzados, se pierde la expresion de CD27 [96]. Se determind la
expresion de CD27 con la finalidad de evaluar el grado de diferenciacion de las

subpoblaciones en estudio.

Se midié la expresion del marcador de CD27 en células CD4" con fenotipo no
comprometido (CXCR5") y células CD4" con fenotipo pre Thl (CXCR3" CCR4),
tanto en donadores sanos como en pacientes VIH*. Se llevé a cabo una prueba de
rangos con signo de Wilcoxon para identificar diferencias en la expresion de este
marcador entre las células no comprometidas y las células pre Thldentro del mismo
grupo con base en el andlisis de muestras pareadas (Fig.9). Las células pre Thl
mostraron una menor expresion de CD27 que las células no comprometidas
(p=0.0277) en los donadores sanos, siendo la mediana del porcentaje de células
CD27" de 56.9% entre las células no comprometidas y 30.7% en las células pre Thl
de donadores sanos; en los pacientes VIH" no se observo diferencia significativa en la
expresion de CD27 entre las células no comprometidas y las células pre Thl. Los
datos provenientes de los pacientes mostraron una mayor dispersién que aquellos

procedentes de los donadores sanos.
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Fig. 9 Porcentaje de células CD27+ en células no comprometidas (CXCR5") y
pre Thl (CXCR3" CCR4) de donadores sanos y pacientes VIH

La expresion del marcador CD27 también fue medida en las células CD4" con
fenotipo pre Th2 (CXCR3 CCR4") y comparada con aquella de las células con
fenotipo no comprometido en donadores sanos y pacientes VIH™ (Fig.10). Las células
con fenotipo pre Th2 exhiben una menor expresion de CD27 que las células no
comprometidas en donadores sanos (p=0.0277); la mediana de células CD27" en
células pre Thl fue de 32.6% y de 56.9% en células no comprometidas de los

controles VIH'". En los pacientes VIH" no se observo ninguna diferencia significativa.
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Fig. 10 Porcentaje de células CD27" en células no comprometidas y pre Th2 de

donadores sanos y pacientes VIH"

La expresion de CD27 fue comparada entre células CD4" pre Thl y pre Th2 de
donadores sanos y pacientes VIH" (Fig.11). Después de realizar la prueba estadistica
de Wilcoxon para muestras pareadas se encontré que las células pre Thl y pre Th2,
de donadores sanos, no mostraron diferencias significativas. En pacientes se
encontré que las células pre Thl expresaron significativamente mas CD27 que las
células pre Th2 (p=0.0464).
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Fig. 11 Porcentaje de células CD27" en células pre Thly pre Th2 de donadores

sanos y pacientes VIH"

6.1.3 Compromiso Th1/Th2y activacion de células T CD4"
La expresion de CD38 es un marcador de activacion e importante predictor del

avance de la enfermedad [103]. La frecuencia de células CD38" fue medida en
células CD4" pre Thl, pre Th2 asi como en células no comprometidas de donadores
sanos y pacientes. Se encontré que la expresion de CD38 en las células pre Thl fue
significativamente mayor que en las células no comprometidas (p=0.0464) en los
pacientes VIH® (Fig.12); la mediana de células CD38" en células pre Thl fue de
85.9% mientras que en no comprometidas fue de 76.6%. En los donadores sanos no
se observo dicho efecto.

Se comparé la expresion de CD38 entre células pre Thl y pre Th2 de donadores
sanos y pacientes infectados con VIH (Fig.13). En donadores sanos la proporcion de
células que expresaron CD38 fue significativamente mayor entre las células pre Thl
qgue en las células pre Th2 que (p=0.0277); el porcentaje de células que expresaron

CD38 fue de 34.9% en células pre Thl y 21.8% en células pre Th2 de los controles
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sin la infeccion por VIH. En los pacientes no se observo dicho efecto (p=0.0747); sin
embargo, los datos provenientes de la expresion de CD38 en células pre Th2 de
pacientes mostraron una gran dispersion, lo cual puede explicar la pérdida del efecto

observado en donadores sanos.
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Fig. 12 Porcentaje de células CD38" en células no comprometidas y pre Thl de

donadores sanos y pacientes VIH"
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Fig. 13 Porcentaje de células CD38+ en células pre Thly pre Th2 de donadores

sanos y pacientes infectados con VIH.

Como se puede observar en la Fig.13, la frecuencia de células pre Thl que expresan
CD38 aparentemente es mayor en pacientes que en controles. Se llevé a cabo una
prueba no pareada de Mann'Whitney para investigar si existia alguna diferencia
significativa y no fue posible observar algin efecto; sin embargo, se obtuvo una
p=0.0547, lo cual se encuentra en el limite de lo considerado en este estudio como
significativo, en donde las células pre Thl de pacientes VIH" tienden a expresar mas
CD38 que las células pre Thl de donadores sanos (Fig.14). Tampoco se observaron
diferencias significativas de grupo en la expresion de CD38 en células pre Th2 ni en

células no comprometidas.
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Fig. 14 Frecuencia de células pre Thl que expresan CD38 en donadores no

infectados por VIH y pacientes VIH"

6.1.4 Compromiso Th1/Th2 y senescencia en células T CD4"
La expresion del marcador CD57 se ha asociado a la senescencia replicativa tanto en

células CD4" como en CD8" [96, 104, 105]. Se midi6 la expresién de CD57 en células
CD4" pre Thl y células no comprometidas de controles no infectados y pacientes
VIH" (Fig.15). Se encontr6 que la expresion de CD57 en las células pre Thl era
significativamente mayor que en células no comprometidas, tanto en donadores
sanos (p=0.0277) como en pacientes (p=0.0464). Las medianas de frecuencias de
expresion de CD57 fueron de 5.0% en no comprometidas y 8.7% pre Thl de
donadores sanos, mientras que en pacientes fueron de 7% en no comprometidas y

10.7% en células pre Thl.
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Fig. 15 Porcentaje de células CD57" en células no comprometidas y células pre

Th1 de donadores sanos y pacientes VIH"

La expresion de CD57 fue medida en células no comprometidas y células pre Th2 de
donadores sanos y pacientes VIH" (Fig.16). Se encontré que las células pre Th2 de
los donadores sanos expresan significativamente menos CD57 que las células no
comprometidas (p=0.0277); en los pacientes no se observé dicho efecto. La mediana
de expresién de CD57 en las células no comprometidas fue de 5.0% y de 1.9% en

células pre Th2.

52



*0=0.0277

w N cn »
o o o o
i 1 " 1 M 1 A
|
I

% de Células CD57+
N
o

—
o
. 1

o
!

No comprometidas Pre Th2
*Significativo

Fig. 16 Porcentaje de células CD57" en células no comprometidas y células pre

Th2 de donadores sanos y pacientes VIH*

Con la finalidad de comparar el grado de senescencia de las células pre Thl y pre
Th2, se midido y comparo la expresion del marcador CD57 en estas dos poblaciones
celulares (Fig.17). Se encontré que las células pre Th2 expresan significativamente
menos CD57 que las células pre Thl (p=0.0277) en donadores sanos. Las medianas
correspondientes fueron de 8.7% en pre Thl y 1.9% en pre Th2. En pacientes no se
observé ninguna diferencia significativa en la expresion de este marcador. No se
observaron diferencias significativas de grupo en la expresion de CD57 entre células

pre Thi, pre Th2 o no comprometidas de controles sanos y pacientes VIH".
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Fig. 17 Porcentaje de células CD57" en células pre Thly pre Th2 de donadores

sanos y pacientes VIH"

6.1.5 Compromiso y activacion de las células T CD4" de memoria centrales
Uno de los eventos centrales en la infeccion por VIH es la pérdida gradual de células

T CD4" [26]. EI mecanismo preciso mediante el cual la infeccion por VIH origina esta
pérdida permanece desconocido. Una explicacién potencial puede encontrarse en la
pérdida de la capacidad regenerativa de las células T de memoria centrales (Tcm)
asociada al compromiso a funciones Th1/Th2 dirigido por la activacion croénica
durante la infeccion. Los siguientes resultados se enfocan en el estudio de las células
T de memoria centrales en la infeccidén por VIH; se determinaron las frecuencias de
subpoblaciones pre Thl y pre Th2 tomando como referencia a las células Tcm CD4"
para evaluar el grado de compromiso a funciones Th1/Th2 en donadores sanos y
pacientes. El marcador de activacion CD38 fue medido en cada subpoblacion para

evaluar el grado de activacion.
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6.1.5.1 Compromiso de células T de memoria centrales CD4"
Se llevaron a cabo comparaciones entre pacientes VIH® y controles VIH de las

frecuencias de células pre Thl y pre Th2 en las células Tcm CD4" para evaluar el
grado de compromiso a diferenciarse a funciones efectoras (Fig.20). Se encontré que
las células Tcm CD4" de los pacientes VIH™ tienden a tener una mayor proporcion de
células pre Th2 que las células Tcm CD4" de donadores sanos (p=0.0547) (Fig.18).
El valor obtenido de p se encuentra por encima del limite definido como significativo
para este estudio, pero es suficiente para afirmar la existencia de una clara tendencia.
Los datos provenientes de los pacientes VIH® mostraron una mayor dispersion; es
posible observar en la Fig. 19 que mientras los datos provenientes de donadores
sanos se situan por debajo de la media de frecuencias, en los pacientes es posible
observar datos por encima de la media. No se observé ninguna diferencia significativa
o tendencia en la proporcion de células pre Thl. En la Fig.20 se puede observar la
distribucion de las Tcm CD4" entre las subpoblaciones pre Thi, pre Th2 y otras

subpoblaciones celulares dentro de las Tcm CD4".
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Fig. 18 Proporcion de células pre Th2 entre las células Tcm CD4" de donadores

sanos y pacientes VIH"
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Fig. 19 Diagrama de dispersion de frecuencias de células pre Th2 entre las

células Tcm CD4" de donadores sanos y pacientes VIH"
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Fig. 20 Distribucion de frecuencias de Tcm CD4" de donadores sanos y

pacientes VIH"

6.1.5.2 Compromiso y activacion de células T de memoria centrales CD4"

Las células T de memoria pueden ser divididas en: células pre Thl activadas, pre Thl
no activadas, pre Th2 activadas, pre Th2 no activadas, otras subpoblaciones
celulares activadas y finalmente otras subpoblaciones celulares no activadas. Se
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estudio la proporcion de cada una de estas subpoblaciones dentro de las células Tcm

CD4" de pacientes VIH" y controles VIH".

La proporcion de células pre Thl activadas, es decir, que expresaron el marcador
CD38, fue mayor en las células Tcm CD4" de pacientes VIH' que en las células Tcm
CD4" de donadores sanos (p=0.0250) (Fig.21).
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Fig. 21 Frecuencia de células pre Th1 activadas dentro de las células Tcm CD4"

de donadores sanos y pacientes VIH"

La proporcion de células pre Th2 activadas es mayor dentro de las Tcm CD4+ de
pacientes VIH® que en las células Tcm CD4+ de donadores VIH(Fig.22). No se
encontré ninguna diferencia significativa de grupo en las proporciones de las células

pre Th1l ni pre Th2 no activadas.
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Fig. 22 Frecuencia de células pre Th2 activadas dentro de las células Tcm CD4"

de donadores sanos y pacientes VIH"
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Fig. 23 Distribucién de las células T CD4" de memoria centrales. Los gréaficos de
pastel representan al total de las células Tcm CD4" de los donadores sanos y de
los pacientes VIH'. Las células Tcm CD4" de memoria centrales fueron dividas
en las: células pre Thl activadas, pre Thl no activadas, pre Th2 activadas, pre
Th2 no activadas, otras subpoblaciones activadas y otras subpoblaciones no

activadas.

Se analizaron separadamente las fracciones correspondientes a las células activadas
de las Tcm CD4" y se compararon las frecuencias de las subpoblaciones activadas:
pre Thl, pre Th2 y otras subpoblaciones (Fig.24). La proporcion de células pre Th2
activadas tiende a ser mayor entre las Tcm activadas de pacientes VIH" (p=0.0547);
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el valor obtenido de p se encuentra por arriba de lo establecido como significativo
(0.05), pero es destacable la tendencia observada. Las frecuencias de las otras

subpoblaciones no mostraron diferencias significativas ni tendencias.
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Fig. 24 Distribucion de frecuencias de células Tcm activadas. Los graficos de
pastel representan al total de las células Tcm CD4+ activadas de controles VIH"

y pacientes VIH".

6.2 Células T CD8" en lainfeccién por VIH

6.2.1 Aumento de células T CD8" en la infeccion por VIH

Se ha descrito que durante la infeccion por VIH se presenta una expansion policlonal
masiva de células T CD8" [106]. Dicho fendmeno se encuentra en consonancia con
los resultados obtenidos al comparar las frecuencias de células T CD8" en donadores
sanos y pacientes VIH" (Fig.25); la frecuencia de células T CD8" es significativamente
mayor en pacientes VIH® (aproximadamente el doble) que en donadores sanos
(p=0.0105), obteniéndose una mediana de 26.6% en donadores sanos y de 51.9% en

pacientes infectados por VIH.
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Fig. 25 Porcentaje de células CD8" entre los linfocitos de donadores sanos y

pacientes VIH"

6.2.2 Activacion en células T CD8"
Se ha encontrado que la expresion del marcador de activacion CD38 en células T

CD8" es un excelente predictor del progreso de la enfermedad [40, 42]. En este
estudio se midieron las frecuencias de células T CD8" que expresaban el marcador
de activacion CD38 en donadores sanos y pacientes VIH" (Fig.26). En conformidad
con lo reportado, las células T CD8" de pacientes VIH® expresaron mas
frecuentemente el marcador de activacion CD38 que las células T CD8" de
donadores sanos (p=0.0446). La frecuencia de células T CD8" que expresaron CD38,

en forma de mediana, fue de 42.8% en donadores sanos y 85.8% en pacientes VIH".

*p=0.0446
\

100 1

80

% de Células CD38+

Células TCD8+ ot igr b
Significativo
Fig. 26 Frecuencia de células T CD8" que expresan CD38 en pacientes controles

VIH y pacientes VIH",

6.2.3 Activacion en células T de memoria centrales CD8"
Se midi6 la expresion de CD38 en las células con fenotipo de memoria central

(CD45RA" CCR7") de donadores sanos y pacientes VIH" (Fig.27). Se encontré que la
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expresion de CD38 es significativamente mayor en las células T CD8" de memoria
centrales de pacientes VIH® que en aquellas provenientes de donadores sanos
(p=0.0446). Los datos provenientes de donadores sanos mostraron una mayor
dispersién, medida como intervalo intercuartil (ICR), que los datos de los pacientes; lo
cual indica que en los donadores sanos existen diferentes grados de activacion,
mientras que en los pacientes VIH" las frecuencias de células T de memoria centrales
activadas muestran menor dispersion y con porcentajes elevados en comparacion

con los donadores sanos.
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Fig. 27 Porcentaje de células T CD8" de memoria centrales que expresan CD38

en donadores sanos y pacientes VIH+.

El siguiente grafico de pastel muestra al total de las células T CD8" de memoria
centrales de controles VIH" y pacientes VIH" asi como la proporcion correspondiente a

las células activadas (Fig.28). Se puede observar que la mayoria de las células Tcm
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CD8" de pacientes VIH" se encuentran activadas, es decir, expresan el marcador
CD3s8.
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Fig. 28 Activacion en células Tcm CD8" de donadores sanos y pacientes VIH"

6.2.4 Activacion en células T comprometidas
El grado de activacion o expresion del marcador CD38 también fue medida en las

células T CD8" con fenotipo comprometido, es decir, que no expresan CXCR5
(Fig.29). Se encontr6 que la proporcion de células que expresan CD38 es

significativamente mayor entre las células comprometidas de los pacientes VIH™ que
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en los donadores sanos (p=0.0446). Al igual que la activacion en las células T de
memoria centrales CD8", en el subconjunto de células comprometidas se observa
que los datos provenientes de donadores sanos poseen una mayor dispersion, lo cual
concuerda con el hecho de que en los pacientes la activacion constituye un fenémeno
definido capaz de agrupar la mayor parte de las frecuencias de células

comprometidas activadas dentro de valores altos, en comparacion con los donadores

sanos.
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Fig. 29 Expresion de CD38 en las células T CD8" de memoria centrales

comprometidas (CXCR5") de donadores sanos y pacientes VIH"

6.2.5 Activacion en células pre Thl
Se midi6 la expresion de CD38 en las células T CD8" pre Thl de donadores sanos y

pacientes VIH" (Fig.30). Se encontr6 una marcada activacion de las células pre Thl
de pacientes VIH" (p=0.0106); las células pre Thl de los donadores sanos muestran
una mayor dispersion en los datos y no alcanzaron frecuencias de activacion tan
elevadas como las encontradas en los pacientes. Nuevamente el fenémeno de la

activacion se presenta de forma definida, es decir, con menor dispersion en los datos

67



de las células provenientes de pacientes VIH" y con los valores mas altos (Fig.31). La
mediana de células pre Thl activadas de donadores sanos fue de 25.0% mientras

que en paciente infectados con VIH fue de 90.5%.
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Fig. 30 Expresion de CD38 en células pre Thl de donadores sanos y pacientes
VIH*
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Fig. 31 Diagrama de dispersién de frecuencias de células pre Thl que expresan

CD38 (activadas) de donadores sanos y pacientes VIH"

Se llevé a cabo una prueba pareada para comparar las frecuencias de activaciéon de
las células pre Thl con las frecuencias de activacion de las células no comprometidas
de donadores sanos y pacientes (Fig.32). En donadores sanos se encontré que la
frecuencia de células pre Thl activadas es significativamente menor que la frecuencia
de células no comprometidas activadas (p=0.0431). Dicha diferencia en las
frecuencias de activacion no se observd en pacientes (p=0.5002); la ausencia de
dicho efecto se puede explicar por el aumento en las frecuencias de activacion de las

células pre Thl de pacientes.
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Fig. 32 Expresion de CD38 en ceélulas no comprometidas y pre Thl de

donadores sanos y pacientes VIH*

La frecuencia de células pre Th2 activadas provenientes de donadores sanos no
mostraron diferencias significativas con el porcentaje de células pre Th2 activadas

procedentes de pacientes infectados con VIH.

6.2.6 Activacion y compromiso de las células T de memoria centrales CD8"
Se estudiaron las proporciones de células pre Thl, pre Th2 y demas subpoblaciones

dentro de las células Tcm CD8" en controles VIH vy pacientes VIH". No se
encontraron diferencias significativas entre los donadores sanos y pacientes VIH* en
las frecuencias de las subpoblaciones pre Thl, pre Th2 o en las demas

subpoblaciones dentro de las células Tcm CD8".

Se realizaron comparaciones pareadas dentro de cada grupo para indagar si existian
diferencias entre las frecuencias de células pre Thl y pre Th2 dentro de las Tcm
CD8" y si dichas diferencias se conservaban en los donadores sanos y pacientes
VIH". Como se puede apreciar en la siguiente figura, se encontr6 que la proporcion de

células pre Thl es significativamente mayor que la proporcién de células pre Th2
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entre las Tcm CD8" en pacientes VIH" (p=0.0431), dicha diferencia no se observo en

los donadores sanos (Fig.33).

*p=0.0431
A

% de Células Tcm CD8+

Células pre Th1 Células pre Th2
*Significativo

Fig. 33 Frecuencia de células pre Thl y pre Th2 dentro de las Tcm CD8" de

donadores sanos y pacientes VIH*

En el siguiente diagrama de pastel se representa el total de células Tcm CD8" y las
porciones correspondientes a las células pre Thl, pre Th2 y otras subpoblaciones. En
pacientes infectados con VIH, la frecuencia de células pre Thl es mayor que la

frecuencia de células pre Th2 entre las Tcm CDS8".
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Fig. 34 Distribucién de las Tcm CD8+ en las células pre Thl, pre Th2 y otras

subpoblaciones de controles VIH-y pacientes VIH+.

Se realizaron pruebas pareadas para comparar las frecuencias de células pre Thl y
pre Th2 activadas y no activadas dentro de las células Tcm CD8" de donadores
sanos y pacientes VIH" (FIg.34). Se encontr6 que las células pre Thl activadas tienen
una mayor proporcion que las células pre Th2 activadas dentro de las Tcm CD8" de
pacientes VIH" (p=0.0431); en donadores sanos no se aprecia ésta diferencia
(p=0.4631) (Fig.35).

72



*p=0.0431

% de células Tcm CD8+

Pre Th1 activadas Pre Th2 activadas
*Significativo

Fig. 35 Porcentaje de células pre Thl y pre Th2 dentro de las Tcm CD8" de

donadores sanos y pacientes VIH".

Como se puede observar en la siguiente figura, la proporcion de células pre Thl no
activadas es mayor que la proporcion de células pre Th2 no activadas entre las
células Tcm CD8" de donadores sanos (p=0.0277); dicha diferencia no se observo en

los pacientes VIH" (Fig.36).
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Fig. 36 Frecuencia de células pre Thl no activadas y pre Th2 no activadas

dentro de las Tcm CD8" de donadores sanos y pacientes VIH"

En la siguiente figura se resume la distribucion de las Tcm CD8+ entre las diferentes

subpoblaciones activadas y no activadas (Fig.37).
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Fig. 37 Distribucion de frecuencias de las células Tcm CD8" entre las diferentes

subpoblaciones activadas y no activadas.
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7 Discusion

Las células T de memoria centrales CD4" (Tcm CD4") constituyen una poblacion
heterogénea que puede ser dividida en diferentes subpoblaciones basandose en la
expresion de los marcadores CXCR5, CXCR3 y CCR4. En el presente estudio se
encontro que en pacientes infectados por VIH, las células Tcm CD4" con fenotipo pre
Th1 activadas (CXCR5 CXCR3"CCR4 CD38") y pre Th2 activadas (CXCR5 CXCR3
CCR4"CD38") se encuentran aumentadas significativamente dentro de las células T
de memoria centrales CD4+ totales. Ya se ha reportado que las células Tcm CD4+
con fenotipo pre Thl y pre Th2 poseen un potencial replicativo limitado y se
diferencian a funciones efectoras Thl y Th2, respectivamente, cuando son expuestas
ante un estimulo homeostético [73]. El hecho de que estas dos subpoblaciones
activadas se encuentren sobrerrepresentadas dentro de las Tcm CD4+ implica dos
aspectos. El primer aspecto reside en el impacto negativo sobre la capacidad
regenerativa de las Tcm CD4+ y su contribucion a la pérdida progresiva de células T
CD4+ en la infeccion por VIH. El segundo aspecto lo constituye el vinculo existente
entre la activaciéon y el compromiso de las células Tcm CD4" a diferenciarse a
funciones efectoras. Es posible visualizar un panorama en el cual la activacion
cronica dirige el reclutamiento de células a las subpboblaciones pre Thl y pre Th2

dentro de las células Tcm CD4".

Es de particular interés el hecho de que las células con fenotipo pre Th2 tienden a
estar sobrerrepresentadas dentro de las células Tcm CD4" totales. De acuerdo con
esto, el fenomeno de compromiso de las células Tcm CD4" en la infeccion por VIH
tiende a favorecer la presencia de células pre Th2 dentro del grupo de células Tcm
CD4". Si se analizan de manera independiente s6lo a las células Tcm CDA4+
activadas, también es posible encontrar que las células con fenotipo pre Th2 tienden
a estar aumentadas. De acuerdo con esto, la activacion de las células Tcm CD4", en
la infeccion por VIH, tiende a ser mas franca para las células con fenotipo pre Th2.
Estas tendencias sugieren que tanto el compromiso como la activacion de las células

Tcm CD4" en pacientes infectados por VIH, se encuentran dirigidos preferencialmente
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a las células con fenotipo pre Th2. Si bien las células T CD4+ con fenotipo pre Thl no
se encuentran sobrerrepresentadas dentro de las Tcm CD4+, si se encuentran
significativamente mas activadas, lo cual sugiere que sean estas células pre Thl
activadas las que se encuentren sobrerrepresentadas dentro de las células Tcm
CD4".

Las implicaciones relacionadas con la fuerte tendencia las células pre Th2 a
encontrarse sobrerrepresentadas dentro de las Tcm CD4+ totales y activadas y su
efecto sobre el tipo de respuesta inmune contra el VIH son diversas. Existen
numerosas evidencias que reportan el papel dual de las respuestas tipo Th2 y
también Thl en la infeccion por VIH. Mientras que la produccion de algunas citocinas
tipo Thl (IFN-y, TNF-a e IL-2) pueden reforzar e intensificar las respuestas inmunes
celulares anti-VIH, esos mismos factores pueden estar favoreciendo la produccién de
VIH [107-109]. Por otra parte, la produccion de citocinas tipo Th2 (IL-4 e IL-10)
pueden suprimir la produccion de VIH [107-109]. Jay A. Levy propone que el efecto
supresor de la IL-10 podria estar vinculado al efecto inhibitorio que tiene sobre la
produccion de TNF-a, un regulador positivo de la replicacion del VIH. Estudios
realizados en individuos infectados por VIH a lo largo del tiempo sugieren que las
citocinas tipo Thl y Th2 pueden estar involucradas en el avance de la enfermedad
[110-113]. Las evidencias de dichos estudios muestran que las respuestas tipo Thl
se encuentran asociadas a individuos infectados por VIH asintométicos saludables,
mientras que las respuestas tipo Th2 tienen un mayor predominio durante el estadio
sintomatico de la enfermedad [112, 114, 115]. Estos resultados, sugieren un cambio
en la produccion de citocinas del tipo Thl al tipo Th2 con el avance de la enfermedad.
Es asi como la respuesta tipo Th1l es vinculada a la proteccion del individuo infectado
[115, 116]mientras que la respuesta tipo Th2 se asocia al avance de la enfermedad
[117-119]; lo cual se encuentra en consonancia con el tipo de funcion a la que son
comprometidas principalmente las células Tcm CD4" en los individuos infectados con
el VIH.

El evento mas caracteristico de la infeccion por VIH es la pérdida progresiva e

irreversible de células T CD4" en ausencia de tratamiento antirretroviral [23]. Dicho
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fendmeno fue confirmado en el presente estudio, encontrdndose que la proporcion de
células T CD4", respecto a los linfocitos totales, en pacientes VIH® es
aproximadamente dos veces menor que la observada en donadores sanos. Fue
posible observar que los datos provenientes de pacientes VIH* mostraban una mayor
dispersioén, lo cual sugiere diferentes grados de avance de la enfermedad en los
pacientes, tal y como se puede observar en la cuenta de células T CD4" en los

individuos infectados con VIH.

Los siguientes hallazgos trascendentales versan sobre la activacion en células T
CD8" en la infeccion por VIH. Ya se ha reportado que durante la fase asintomatica de
la infeccién por VIH, los niveles de células T CD8+ se ven incrementados y
particularmente aumentan los niveles de células T CD8+ activadas, determinados por
la expresion del marcador CD38+ [42]; también se ha descrito que la activacion de las
células T CD8+ medida con la expresion de CD38 constituye un excelente predictor
del progreso a SIDA [42]. En el presente estudio se encontré que el porcentaje de
células T CD8" se encuentra significativamente aumentado en pacientes infectados
por VIH; asimismo fue posible encontrar que las células T CD8" se encuentran
significativamente mas activadas, lo cual se encuentra en consonancia con lo

reportado.

El efecto de la activacion en células T CD8" en pacientes infectados por VIH se
present6 de forma muy marcada en las células con fenotipo pre Thl. Mientras que en
donadores sanos se observaron porcentajes cercanos al 30% de células pre Thl
expresadoras del marcador de activacion CD38, en pacientes mas del 90% de las
células T CD8" con fenotipo pre Thl se encuentran expresando CD38. Para estudiar
la relevancia de las células pre Thl asi como de las células pre Th2 en el contexto de
las células T de memoria centrales CD8" en la infeccion por VIH, se determinaron los
porcentajes de células pre Thl y pre Th2 dentro de las células Tcm CD8" de
pacientes VIH". Se llevé a cabo una prueba pareada para comparar la proporcion de
células pre Thi con la proporciéon de células pre Th2 dentro de las células Tcm CD8"
y se encontré que la proporcion de células pre Thl es mayor que la proporcion de

células pre Th2 entre las Tcm CD8" de pacientes VIH™; dicha diferencia no se observé
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en donadores sanos; de forma inversa se encontré que la proporcion de células pre
Th2 fue significativamente menor que la proporcion de células pre Thl en donadores
sanos lo cual no se observé en pacientes VIH'. También se observé que hay
significativamente mas células pre Thl activadas que células pre Th2 activadas
dentro de las Tcm CD8" de pacientes VIH", lo cual no se observé en donadores
sanos. Estas evidencias sugieren que en la infeccion por VIH, la activacion de las
células Tcm CD8" afecta preferencialmente a las células con fenotipo pre Thi, lo cual
podria estar relacionado con el tipo de respuesta CTL favorecido en el control de la
replicacién viral. Otra de las implicaciones que se desprende de estas evidencias es
que las células Tcm CDS8*, en el contexto de la infeccion por VIH, no se ven
comprometidas a diferenciarse a funciones efectoras Thl o Th2 por efecto de la
activacion, ya que no se observaron diferencias de grupo en la proporcion de células

pre Thl o pre Th2 dentro de las Tcm CD8" en pacientes VIH".

Las células T de memoria centrales CD8" también mostraron niveles de activacion
elevados en los pacientes VIH". No se observaron cambios en la composicion de las
células Tcm CD8" de los pacientes VIH*. No se encontré6 aumentada ninguna
subpoblacién activada dentro de las células Tcm CD8" a la que se le pueda atribuir el
aumento de activacion en la infeccion por VIH™, lo cual sugiere que el fenémeno de
activacion es generalizado y se encuentra distribuido en varias subpboblaciones de

células Tcm CD8".

Laura Papagno y su equipo han descrito que existe una correlaciéon positiva entre el
estado de diferenciacion avanzado de las células T CD8" y el progreso de la
enfermedad por VIH. También se ha descrito que existe un estrecho vinculo entre la
activacion cronica presente en la infeccion por VIH y el nivel de diferenciacion de las
células T CD8"; de tal forma que en la infeccion por VIH, la senescencia replicativa
asociada a estados de diferenciacion avanzados podria ser impulsada por efecto de
la activacion croénica, contribuyendo al desgaste de la funcion del sistema inmune
[55].

Otro de los hallazgos pertenecientes al presente estudio lo constituyen las diferencias

en la expresion de marcadores de diferenciacion y senescencia en células T CD4" de
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pacientes VIH*. En el presente estudio fue posible observar que tanto las células T
CD4" con fenotipo comprometido pre Thl (CXCR3" CCR4) como pre Th2 (CXCR3"
CCR4") expresan menos CD27 que las células con fenotipo no comprometido
(CXCRS5") en los donadores sanos mientras que en los pacientes no se observo dicha
diferencia. Se ha reportado que, en las células T de memoria de donadores sanos, la
expresion de CD27 se encuentra vinculada a una mejor respuesta proliferativa y de
diferenciacion [120]. Fritsch y colaboradores encontraron multiples relaciones entre la
expresion de CD27, en diferentes subpoblaciones de células T CD4" de memoria, y
sobrevida, capacidad proliferativa, senescencia, actividad de telomerasa asi como
perfil de secrecién de citocinas [121], en donde se encontré que a medida que se
pierde la expresion de la molécula CD27 las células T CD4" de memoria tienen una
menor sobrevida, disminuye la capacidad proliferativa, se encuentran en estados de
senescencia mas avanzados y poseen menor actividad de telomerasa. Los resultados
provenientes de donadores sanos en el presente trabajo se encuentran en
consonancia con los del equipo de Fritsch, ya que de acuerdo al modelo de
diferenciacion propuesto, las células comprometidas a funciones efectoras (pre Thly
pre Th2) se encuentran en estados de diferenciacion mas avanzados y son éstas las
gue expresan menos CD27 en los controles VIH'; sin embargo, esto no se observo en
pacientes, lo cual sugiere que en la infeccion por VIH las vias de diferenciaciéon se
encuentran alteradas. En mdltiples estudios se ha demostrado que la estimulacion
antigénica constante en las infecciones crénicas promueve la pérdida de la expresion
de CD27 [73, 120], lo cual en el contexto de la infeccion por VIH podria estar
implicado. Adicionalmente se encontré que las células pre Thl expresan mas CD27
que las células pre Th2 en pacientes VIH", lo cual no se observé en donadores sanos
en donde no hay diferencias significativas en los estados de diferenciacion entre las
células pre Thl y pre Th2; de acuerdo a lo reportado por Fritsch, se espera que las
células pre Thl que expresan CD27 tengan un perfil de expresion de citocinas que
favorece la produccién de IFN-y lo cual sugiere un vinculo entre la infeccién por VIH y

el tipo de respuesta a la que estan predispuestas las células T de memoria centrales.

Es posible que la activacion desempefie un papel homeostético que se ve alterado en

la infeccion por VIH, ya que en los donadores sanos se observa que las células pre
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Thl se encuentran mas activadas que las células pre Th2, lo cual no se observa en
pacientes. Es posible que dicha diferencia se deba al aumento en la activacion de
células pre Th2 en pacientes. Se realiz6 una prueba no pareada para examinar Si
existian diferencias en el grado de activacién de las células pre Th2 y no se
observaron diferencias significativas; sin embargo, los datos provenientes de
pacientes VIH® presentaron mayor dispersion que los datos provenientes de
donadores sanos y los valores de activacion mas altos se encontraron en los

pacientes.

De acuerdo al marcador CD57, el cual correlaciona negativamente con el tamafio de
telomeros y permite definir la senescencia replicativa de las células en que se
expresa [104], se encontré que las células T CD4" pre Thil, tanto de donadores
sanos como de pacientes, se encuentran en un estado senescente mas avanzado
que las células no comprometidas, lo cual concuerda con el modelo lineal de
diferenciacion celular que propone que las células comprometidas poseen una
historia replicativa mayor que las células no comprometidas. Contrario a lo que Fritsch
y su equipo han reportado, se encontré que las células T CD4" con fenotipo pre Th2
expresan menos CD57 que las células no comprometidas en donadores sanos, lo
cual indica que las células T CD4" pre Th2 tienen menos ciclos de replicacion que las
células no comprometidas. Dicha diferencia no se observé en pacientes VIH", lo cual
sugiere que la infeccion pueda alterar las vias de diferenciacion de las células T CD4"
de memoria y su relacién con los ciclos de replicacion tanto de las células no
comprometidas como de las células comprometidas a funciones Th2. Adicionalmente
se observo en donadores sanos que las células T CD4" pre Thl expresan mas CD57
que las células T CD4" pre Th2; nuevamente esta diferencia no fue observada en
pacientes VIH®. Estas evidencias sugieren que las células T CD4" pre Th2 en la
infeccion por VIH alcanzan niveles senescentes similares a los de las células T CD4"
pre Thl. Hay que recordar que las células T CD4" pre Th2 no mostraron diferencias
significativas en la expresion del marcador CD27 ni en la historia replicativa con las
células no comprometidas en pacientes VIH*, lo cual sugiere que en la infeccion por

VIH las células no comprometidas podrian ser arrestadas dentro de un fenotipo
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comprometido a funciones pre Th2 prematuramente, es decir, sin cambiar los niveles
de expresion de CD27 o CD57.

Uno de los hallazgos llamativos es el hecho de que las otras subpoblaciones
celulares dentro de las células Tcm CD4+ (que no tienen fenotipo pre Thl o pre Th2)
se encuentran en una proporcion significativamente menor entre las Tcm CD4" de los
pacientes VIH®. Aquellas células que no presentan fenotipo comprometido se
encuentran disminuidas en pacientes VIH®, lo cual podria reflejar de manera indirecta
gue una porcion importante de las Tcm de pacientes podria estar siendo reclutada
dentro de las células comprometidas a diferenciarse a células con funciones efectoras

(que producen IFN-y e IL-4).

Sobre el origen del fendmeno de activacion asociada a la infeccién por VIH en células
CD4" y CD8" se ha propuesto que podrian estar implicados tanto mecanismos
homeostaticos compensatorios de la pérdida de células T CD4" como mecanismos
dependientes de estimulos antigénicos [36]. Existen evidencias que asocian la
activacion y proliferacion de células T CD4" a la pérdida misma de células T CD4" y al
mecanismo homeostéatico de compensacion concomitante, mientras que la activacion
y expansion de células T CD8" se encuentran vinculadas a estimulos antigénicos
(carga viral, p.ej.) [122, 123], implicando que las células T CD4" son més sensibles a
la regulacién homeostatica que las células CD8" y que éstas Gltimas son impulsadas
a proliferar en respuesta a estimulos antigénicos [122, 123]. En el presente estudio se
encontrd que la activacion asociada a la infeccion por VIH afecta de manera distinta a
las células T CD4" y a las células T CD8". El hecho de que la poblacion de células T
de memoria centrales CD4" se vea afectada en su composicion podria estar
vinculada a la pérdida de células T CD4" durante la fase asintomatica de la infeccion
por VIH.

Es probable que, a diferencia del origen de la activacion en células T CD4" en la
infeccion por VIH, la marcada activacion de las células T CD8" en pacientes VIH' se
encuentre relacionada con estimulos antigénicos. Douek y su equipo han propuesto
que la pérdida masiva de células T CD4" en mucosas, durante la fase aguda de la

infeccion, tiene por efecto la pérdida de la integridad de mucosas, promoviendo
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fendmenos de translocacion bacteriana que contribuyen a alcanzar niveles anormales
de activacion en los individuos infectados con VIH [89, 124]. Otros factores asociados
al VIH podrian estar implicados en la activacion cronica presente en la infeccion, entre
ellos se cuentan proteinas virales (gp120/160, p.ej.) [125-127], activacién a nivel de la
respuesta inmune innata (a través de la estimulacion de receptores tipo Toll) [128,
129], involucrando células dendriticas plasmacitoides, asi como la presencia de otros
patdgenos, ademas de los agentes causales de las infecciones oportunistas en la
fase final de la infeccion por VIH [130-132]. Independientemente del origen de la
activacion en células T CD4" y CD8", se logr6 observar en el presente estudio que
sus subpoblaciones, y en particular las células T de memoria centrales, son afectadas

de manera distinta.

Seran de gran relevancia los resultados futuros que permitan evaluar la capacidad
proliferativa, tendencia a apoptosis asi como capacidad de produccion de citocinas
como IFNy e IL'4, de las células activadas y comprometidas pre Thl y pre Th2 para
evaluar el impacto a nivel funcional de su sobre representacion dentro de las células

T de memoria centrales CD4".
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8 Conclusiones

La primera conclusion que se puede extraer de los resultados obtenidos en el
presente trabajo es que en la infeccién por VIH las células T de memoria centrales
CD4" son modificadas en su composicion, encontrandose sobrerrepresentadas a las
células comprometidas y activadas con fenotipo pre Thl y pre Th2, lo cual podria
estar vinculado a la pérdida de la capacidad regenerativa de las células T de memoria
y contribuir a la pérdida progresiva de las células T CD4+ durante la fase asintomatica

de la infeccién por VIH.

La segunda conclusion obtenida a partir de este trabajo, es que la activacion es un
fenébmeno que se presenta de en miltiples subpoblaciones de células T CDS8",
incluyendo a las células Tcm CD8+, sin que se observe algun cambio en la

distribucion de sus subpoblaciones.

De acuerdo a los resultados de activacion en células T de memoria centrales CD8",
es posible concluir que se favorece la respuesta Thl sobre la respuesta Th2 en la

infeccion por VIH.

La tercera conclusion reside en que la activacion asociada a la infeccion por VIH

altera las vias de diferenciacion de las células T de memoria centrales CD4".
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