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Importancia de la cantidad de linfocitos T CD4 al inicio del tratamiento
antirretroviral en la expresiéon de marcadores de activacion en personas infectadas

por el virus de inmunodeficiencia humana.
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1. Resumen

Las muertes relacionadas con la infeccion por el VIH estaban aumentando en la
tltima década, por lo que los criterios de inicio del tratamiento antirretroviral se han
estado modificando con base en los hallazgos que surgen en torno a sus
beneficios y efectos adversos. El inicio oportuno del tratamiento antirretroviral
combinado (TARc) ha disminuido la tasa de mortalidad y morbilidad causada por
el VIH/SIDA, debido a la reconstitucion de los linfocitos T CD4, la disminucion de
la replicion viral y al evitar la hiper-activacion o bien al disminuirla.

La hiper-activacion de las células del sistema inmune provoca una pérdida de
funcionalidad de dichas células, por ésta razon es de importancia iniciar el TARc
oportunamente para evitar la pérdida de funcionalidad, que se refleja en la calidad
de la respuesta inmune del organismo.

En el presente trabajo se estudio si la disminucion en la activacion de linfocitos T y
células NK después de iniciar el TARc en personas con VIH, depende del nimero
de linfocitos T CD4 con la que se contaba antes de iniciar dicho tratamiento.

Para este fin se realizd un estudio de la expresion de marcadores de activacion
como CD38 y HLA-DR en dos grupos de estudio: personas con VIH que iniciaron
TARc con un conteo de linfocitos T CD4 menor a 350 células por uL de sangre
(grupo 1) y las personas con VIH que iniciaron TARc con un conteo de linfocitos T
CD4 mayor a 350 células por pL de sangre (grupo 2).

Para demostrar si hay diferencias entre estos dos grupos, se determind el

porcentaje de células positivas para CD38 y HLA-DR en linfocitos T, sus



subpoblaciones y células NK por citometria de flujo multiparamétrica, para
muestras tomadas en un seguimiento de 4 afios.

Los resultados mostraron que no hay diferencia entre los grupos de estudio en
cuanto al porcentaje de linfocitos T CD4+CD38+, T CD4+HLA-DR+, T
CD8+CD38+, T CD8+HLA-DR+ y células NK CD38+ y HLA-DR+,

Con estos resultados concluimos que sin importar el momento en el que se inicie
el TARc, los cambios en la activacion celular se presentan de la misma forma en

ambos grupos de estudio.



2. Justificacion

La descripcion del primer caso del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) reportado en 1981, asi como la identificacion y descripcion del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) en 1983, marca el inicio de una pandemia, que
ha provocado aproximadamente 28 millones de muertes alrededor del mundo
(UNAIDS, 2010). Las infecciones oportunistas relacionadas con el SIDA (que se
produce en la etapa final de la infeccidon), son una de las principales causas de
mortalidad y se estima que lo seguiran siendo en los préximos afios (OMS, 2009).
Sin embargo la mortalidad por ésta causa ha disminuido con la aplicacion
oportuna de un tratamiento adecuado.

El control de la pandemia es una prioridad sanitaria. A pesar de los avances que
se han logrado en la prevencion de nuevas infecciones y en la disminucién de las
defunciones relacionadas con la enfermedad, el nUmero de personas infectadas
sigue aumentando (OMS, 2009). De acuerdo a los reportes mundiales se sabe
que aproximadamente 34 millones de personas alrededor del mundo viven con
VIH (UNAIDS, 2010). Por este motivo se ha vuelto necesario el desarrollo de
terapias efectivas y, mas aun, de una vacuna capaz de controlar o evitar la
infeccion (Girard, et. al., 2011).

La terapia antirretroviral combinada (TARc) es ampliamente utilizada y tiene
efectos significativos en la reduccion de la carga viral (cantidad de virus en sangre)
y al retardar la progresion de la infeccion hacia la etapa de SIDA (Kaufmann y

Cooper, 2000). La disponibilidad de estos farmacos alrededor del mundo ha



mejorado considerablemente, por lo que la morbilidad y mortalidad han disminuido
en los ultimos afos.

Se ha mostrado que iniciar el TARc en personas con VIH, produce el aumento de
la cantidad de linfocitos T CD4, la disminucion en la carga viral y la disminucién en
la expresion de ciertas moléculas relacionadas con la hiper-activacion celular. La
hiper-activacion esta definida por el aumento en la expresion de proteinas como
HLA-DR y CD38 que son proteinas de membrana que se expresan en diferentes
células (Sodora y Silvestri, 2008). En linfocitos T se ha reportado un aumento en la
expresion de estas proteinas conforme a la progresion de la infeccion, y se han
relacionado con el desarrollo de SIDA (Nakanjako et al, 2011).

Una de las finalidades de iniciar el TARc es disminuir la hiper-activacion de las
distintas células del sistema inmune, que es inducida entre otros factores por la
propia infeccion. Debido a que la activacion es uno de los marcadores de
progresion de la infeccion, se ha vuelto de gran importancia monitorear los
cambios que presentan los marcadores de activacion que expresan diferentes
poblaciones celulares del sistema inmune después del inicio del TARc, para
determinar el éxito o la falla de la terapia (Ramzaoui, et. al., 1995). Sin embargo, la
aplicacion de éstos farmacos viene acompafado de efectos adversos, como la
toxicidad secundaria y la resistencia a éstos (Society—USA Panel, 2010).

El conteo de linfocitos T CD4 ha sido uno de los parametros utilizado durante los
ultimos afios para determinar el inicio del TARc. Iniciar el TARc con un conteo de
linfocitos T CD4 arriba de 350 cél/uL, tiene la ventaja de prevenir enfermedades y

complicaciones asociadas con el VIH y disminuir el riesgo de transmision del virus.
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Las desventajas de esto son los efectos adversos que se presentan a corto y a
largo plazo por el uso continuo de los farmacos, la posibilidad de que se genere
resistencia del virus al farmaco y la inconveniencia de estar tomando la
medicacion desde el inicio de la infeccién, aunque algunas de estas desventajas
también se presentan al iniciar el TARc con menos de 350 cél/uL (RPHI, 2011).

En contraste, iniciar TARc con un conteo de linfocitos T CD4 debajo de 350 cél/uL,
tiene la ventaja de retardar los efectos adversos de los farmacos y no estar
tomando medicacién desde el inicio de la infeccion. Sin embargo, las desventajas
son, el mantenerse por largos periodos con conteos bajos de linfocitos T CD4 y
carga viral alta, asi como la posibilidad de desarrollar SIDA y enfermedades
relacionadas con la infeccién (START, 2011).

Hasta el afio 2010 se recomendaba iniciar el TARc cuando la cuenta de linfocitos
T CD4 estuviera por debajo de las 350 cél/uL de sangre o bien cuando se
observaran los primeros sintomas de SIDA (BHIVA, 2008), asi como cuando
hubiera co-infecciones con otros virus como el virus de la hepatitis B y/o C, en
mujeres embarazadas, en personas con nefropatias o cardiopatias asociadas al
VIH y en personas con VIH mayores de 50 afios (OARAC, 2011).

Las células NK vy los linfocitos T son de gran importancia para de la respuesta
inmune y se ven afectadas en el transcurso de la infeccién por el VIH, por lo que
se ha vuelto importante el estudio de ambas poblaciones y el impacto del
momento en el que se inicia TARc para la restauracion del numero y funcionalidad

de estas poblaciones celulares.



3. Marco teorico

3.1 El Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)

El VIH pertenece al género Lentivirus de la familia Retroviridae. Se han descrito
dos tipos de VIH: VIH tipo 1 (VIH-1) y VIH tipo 2 (VIH-2); este ultimo presenta una
menor virulencia y esta geograficamente limitado al oeste del continente africano
(Levy, 2009).

Las infecciones causadas por lentivirus cominmente muestran un curso cronico,
con un largo periodo de latencia, en el que no hay sintomas clinicos pero la
replicacion viral es persistente (Schochetman, 1992).

El virus en su estadio maduro presenta un ndcleo conico que contiene el genoma
viral, que consta de dos cadenas simples de ARN. Estas contienen 9 genes, tres
de ellos estructurales (env, gag y pol), que codifican para glicoproteinas de
envoltura (gp120/gp41l), proteinas de la nucleocapside (p24) y enzimas como la
transcriptasa reversa, proteasa e integrasa (Wilk y Fuller, 1999). Los seis genes
restantes, son genes accesorios, tat, rev, nef, vif, vpr y vpu, que codifican para
proteinas reguladoras que son las responsables de la virulencia del VIH. El virus
se encuentra protegido por una doble membrana externa de fosfolipidos derivados
de la célula hospedera, que ademas contiene copias de pl7 y de gpl20/gp4l

(Ostrowski, 2009; Girard, et.al., 2011).

3.1.1 Ciclo de replicacion.
La entrada del VIH a la célula hospedera puede dividirse en dos eventos
principales: el reconocimiento de la célula por el virus y la fusion entre la
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membrana viral y la celular. Como se muestra en la figura 1, el primer evento es el
reconocimiento entre la glicoproteina de envoltura gpl20 y el receptor CD4
(Fanales, et.al., 2010). La union de la proteina gp120 al receptor CD4 provoca un
cambio conformacional en la superficie viral que facilita la exposicion de un
dominio protéico especifico, el cual es capaz de unirse a los receptores de
guimiocinas que se encuentran en la membrana celular (Knyzs, et.al., 2007). Los
receptores de quimiocinas reconocidos por el virus son CCR5 y CXCR4. EIl
receptor CCR5 esta presente en monocitos, macrofagos, células dendriticas y
linfocitos T activados, mientras que el receptor CXCR4 es expresado en una gran
cantidad de células, incluidos los linfocitos T. (Bleul, et.al., 1997).

La doble union de gp120 al receptor CD4 y al receptor de quimiocinas, hace que la
interaccidon virus-célula sea mas fuerte, permitiendo que el péptido fusogénico
hidrofébico presente en gp4l, penetre en la membrana celular y se produzca la
fusidén entre membranas (viral y celular). Posteriormente se genera la entrada de la
capside viral a la célula.

Una vez que se ha llevado a cabo la fusibn de membranas, el complejo de la
transcripcion reversa (el nucleo, la capside, la nucleocapside, la transcriptasa
reversa, la integrasa, el genoma y proteinas accesorias) que ha llegado al
citoplasma unido a actina, desencadena la transcripcion reversa del ARN viral a
ADN proviral, llevada a cabo por la enzima transcriptasa reversa y se crea el
complejo de preintegracion. Este complejo es transportado por el reticulo
endoplasmico hacia el nucleo y entra a éste via poro nuclear (Bukrinski, 2004). Al
llegar al nucleo el ADN proviral es insertado en el ADN genomico de la célula
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hospedera por medio de la integrasa. La integracion del ADN viral y la
transcripcion del mismo requieren de factores como el factor nuclear (NF)-xB que
se encuentra en el nucleo solo si la célula esta activada (Metz, 2005).

Durante la replicacion viral, el ADN proviral se transcribe a ARNm (Bohne, et.al.,
2005). En la fase temprana de la transcripcidon, se transcriben proteinas
regulatorias como tat y rev. Tat estimula la transcripciéon y formacion de ARN
transcrito mientras que rev facilita la expresion de genes estructurales y
enzimaticos, suprime la degradacion del ARN viral y transporta el ARNm maduro
hacia el citoplasma. El ARNm maduro que migra hacia el citoplasma, es traducido
a proteinas y enzimas.

Los productos codificados por el gen env forman las glicoproteinas de envoltura,
gp120 y gp4l. Las proteinas codificadas por los genes pol y gag daran forma el
nacleo de particula de VIH. Ademas las proteinas codificadas por gag y pol
provienen de una molécula precursora la cual es escindida por la proteasa viral y
da lugar a las proteinas p24, pl7, p9, y p7. La escision de la molécula precursora
es fundamental para la generacion de particulas virales (Dorfman, et.al., 1994).
Una vez sintetizados todos los componentes, el ensamblaje final se produce. Dos
cadenas de ARN viral se asocian con las enzimas de replicacion y son
encapsuladas por las proteinas que componen el nucleo formando la capside.
Esta particula inmadura migra hacia la superficie celular, donde madura y adquiere
la membrana viral. La membrana viral puede incorporar algunas proteinas de la
célula hospedera como moléculas del MHC, moléculas de adhesion e inhibidores

del complemento (Fortin, et.al., 2000). Por ultimo si una gran cantidad de viriones
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se han ensamblado en la célula, se produce la muerte celular (lIvanchenko, et.al,

2009).
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Figura 1. Ciclo de replicaciéon del VIH (Modificado de:
http://cnho.files.wordpress.com/2011/02/ciclosida, 2011).

3.2 Historia Natural de la infeccion por el VIH y marcadores de progresion.

La infeccion por el VIH se diagnostica, en muchos casos, afios después del
contagio, debido a que los sintomas que se presentan durante los dias posteriores
a la infeccion suelen pasar desapercibidos. La progresion de la infeccidon se divide
en tres etapas. La etapa aguda, que dura semanas; la etapa cronica, que dura de
meses a afios y la etapa tardia o fase de SIDA en la cual el deterioro del sistema
inmune hace inevitable la muerte del individuo, en caso de no existir un
tratamiento antirretroviral oportuno (Gurunathan, et.al., 2009).

En la etapa aguda se presentan manifestaciones clinicas como, fiebre, fatiga,

salpullidos y linfadenopatias; estos sintomas desaparecen aproximadamente dos
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semanas después del contagio (Vergis y Mellors, 2000). Esta etapa se caracteriza
por una alta tasa de replicacion viral asi como po un alto grado de diseminacion
hacia todo el organismo, hecho por el cual se encuentran altas concentraciones de
ARN viral en el plasma (carga viral: CV) de las personas infectadas. La CV mas
alta se determina entre las 2 y las 4 semanas posteriores a la primoinfeccion y va
de las 100,000 a 10,000,000 de copias de ARN viral /mL de plasma (Al-Harthi,
et.al., 2007). Este aumento correlaciona con la disminucion de los linfocitos T CD4
en sangre periférica. Sin embargo la CV encontrada en plasma, decae entre los 4
a 6 meses de la infeccion lo que indica el comienzo del largo periodo de latencia.

La caida de la CV se ha relacionado con la aparicion de linfocitos T CD8 virus-
especificos, encargados de eliminar a las células infectadas (citotoxicidad),
iniciando asi el control parcial de la progresion de la enfermedad (Borrow, et.al.,
1997). La citotoxicidad ejercida por linfocitos T CD8 y por células NK sobre
linfocitos T CD4 contribuye en gran medida a la disminucion en el conteo de éstos,
aungue posterior a la etapa aguda el conteo aumenta, sin llegar a niveles basales.
De 2 a 4 semanas posteriores al inicio de la infeccidén se producen anticuerpos no
neutralizantes, que pueden servir como medio de diagnostico, sin embargo,
carecen de un gran efecto antiviral (Lewthwaite, 2009). Los anticuerpos
neutralizantes aparecen a las 8 semanas aproximadamente y son los
responsables de inhibir la infectividad de los viriones libres, aunque no se ha
demostrado una correlacion entre la cantidad de anticuerpos neutralizantes y la

disminucién de la CV en plasma (Wei, et.al., 2003).
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Posterior a la etapa aguda se lleva a cabo un largo periodo de latencia, llamado
etapa cronica, en la que generalmente no se presentan sintomas y que en
ausencia de tratamiento tiene una duracion promedio de diez afos (Pantaleo,
et.al.,, 1993). Durante esta fase se muestra un deterioro del sistema inmune,
principalmente por la disminucion de linfocitos T CD4, que no tiene la capacidad
de regenerarse con la misma rapidez ni remplazar a los que se han perdido, asi
como la disminucion de la funcién de los mismos debido a la activacion sostenida,
gue conduce hacia fallas en la respuesta inmune (Lyles, et.al., 2000). Se ha
mostrado que durante este periodo los niveles de CV aumentan continuamente y
hay disminucién de linfocitos T CD4. Dependiendo del grado con el que aumente
la CV y disminuyan los linfocitos T CD4, sera la velocidad con que progresa la
infeccion (Henrad, et.al, 1995).

Cuando finalmente el conteo de linfocitos T CD4 ha disminuido drasticamente,
comunmente por debajo de las 200 células por uL de sangre, comienza la etapa
tardia o fase de SIDA, en esta etapa se observa una clara disminucion de la
funcibn en algunas poblaciones celulares como los linfocitos T CDS8, una
disminucién en el numero de células dendriticas, pero sobre todo, la aparicion de
enfermedades oportunistas, que tienen como consecuencia la muerte del individuo

(Kaplan, et.al., 2000).

3.2.1 Carga Viral y cuenta de linfocitos T CD4
Dado que la progresion de la infeccion por el VIH estd determinada por una

combinacion de factores, dependientes o independientes, muchos marcadores
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han sido propuestos para predecir la evolucion de la infeccién. Estos marcadores
son importantes porque ofrecen informacion durante el periodo de la infeccidon
subclinica, ademas de que presentan variaciones a corto plazo que permiten darle
un seguimiento preciso al curso de la infeccidon sin necesidad de esperar a que
aparezcan sintomas clinicos. Los mas usados son el conteo de linfocitos T CD4 y
la CV (Feinberg, 1996).

El conteo de linfocitos T CD4 fue el primer indicador utilizado para el seguimiento
de progresion de la infeccidn, asi como indicativo del riesgo de que enfermedades
oportunistas se desarrollen, por lo que se ha usado como criterio para determinar
la inmunocompetencia y el inicio del tratamiento antirretroviral.
Desafortunadamente el conteo de linfocitos T CD4 muestra variaciones biolégicas
gue limitan el poder predictivo de este parametro (Mellors, et.al., 1997). Esto hace
indispensable la determinacién de otros parametros.

La progresion de la infeccion generalmente se caracteriza por una disminucion de
50 a 75 linfocitos T CD4 por uL de sangre por afio y por el incremento de la
viremia (Alcabes, et.al.,, 1993). De acuerdo al conteo de linfocitos T CD4 las
etapas de la infeccion se pueden divider en: etapa temprana (CD4+ >500 cél/ uL),
etapa cronica (CD4+ 200 a 500 cél/ uL), etapa tardia (CD4+ 50 a 200 cél/ uL) y la
etapa tardia final (CD4+ <50 cél/ uL) (Wannamethee, et.al., 1998). En cuanto a la
CV no se han definido grupos como tal, sin embargo se han hecho grupos de
mayor y menor riesgo de progresion. Se ha observado que las personas con VIH
gue mantienen altos niveles de ARN viral en plasma tienden a progresar mas

rapido que los que mantienen niveles bajos (Jurriaans, et.al., 1994).
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3.2.2 Marcadores de activacion y su importancia

La infeccion por el VIH no solo esta caracterizada por el desarrollo de
inmunodeficiencia, sino que también produce un estado de hiperactivacion
generalizada y sostenida, que contribuye a la pérdida de funcion en células del
sistema inmune. Actualmente se conoce que esta hiperactivacion del sistema
inmune en la infeccion por el VIH se produce por diversos motivos, entre los
cuales estéa el hecho de tratarse de una infeccion crénica que mantiene al sistema
inmune en contacto con el virus durante un largo periodo de tiempo asi como con
productos del virus como la proteina gpl20 estan estimulando células
continuamente (Sodora y Silvestri, 2008). Otro factor que puede estar
contribuyendo a la hiperactivacion es la translocacién de productos bacterianos a
través de la mucosa intestinal debido al dafio causado durante la infeccién por el
VIH (Lee, et.al., 2009). La activacion inespecifica de células que se encuentran
alrededor de células infectadas, y las co-infecciones con otros virus son otras de
las causas del estado de hiperactivacion (Doisne, et.al., 2004). La hiperactivacion
se manifiesta por la expresion de marcadores de activacion en diferentes
poblaciones celulares y por el aumento de citocinas proinflamatorias en plasma
(Nakayama, et.al.,, 2012). Los marcadores de activacion por lo tanto son
clasificados en solubles y celulares.

Dentro de los solubles se conocen una gran cantidad de citocinas que aumentan
su concentracion en plasma, por ejemplo interferon-y (INF-y), IL-6 y el factor de

necrosis tumoral a (TNF-a) (Than, et.al., 1996).
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En linfocitos T los marcadores de activacion son por excelencia CD38 y HLA DR.
Estos marcadores se encuentran elevados en proporcion a la magnitud de la
replicacion viral (Boasso y Shearer, 2008). Principalmente en células T CD8, pues
son las células que aumentan durante el transcurso de la infeccion. Se ha
mostrado que la expresion de CD38 en linfocitos T CD8 es uno de los marcadores
de progresion mas precisos en las ultimas etapas de la infeccion, por encima de la
CV (Coetzee, et.al., 2009).

En personas sin tratamiento se ha visto un aumento del porcentaje de células
CD4+ y CD8+ con fenotipo activado (HLA DR+CD38+) conforme a la progresion
de la enfermedad por lo que la cuantificacion de estos marcadores se ha vuelto de
gran importancia.

Por otro lado estos marcadores que nos hablan del grado de activacién también
nos hablan del deterioro del sistema inmune pues se ha asociado el aumento de
en la expresion de estos marcadores con la disminucién de linfocitos T CD4 en
sangre periférica y con la perdida de funcionalidad de poblaciones como linfocitos
T CD8 (Hunt, et.al., 2007).

El inicio del TARc marca un importante cambio en la expresion de éstos
marcadores, mostrando una disminucion en los marcadores de activacion desde el
inicio de éste. La disminucion de la expresion de marcadores de activacion no
depende directamente del TARc o del momento en el que se inicio. Sin embargo el
efecto del TARc sobre la replicacion viral y la cantidad de virus en sangre
contribuye a la disminucién de la expresion de éstos marcadores (Evans, et.al.,
1998).
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Por otro lado, se ha propuesto que la activacion causada por la translocacion de
productos bacterianos, en la cual, moléculas como el lipopolisacarido (LPS) pasan
a través de la pared intestinal provocando la activacion de células del sistema
inmune, se podria evitar al iniciar TARc, pues se ha sugerido que se logra el
restablecimiento del tejido mucoso del intestino, por la redistribucion vy
reconstitucion de las células T de memoria (Downs, 2010).

En algunos casos se ha mostrado que cuando se han usado farmacos
antagonistas del receptor CCR5 en la terapia, tienen efecto en la disminucion de la
activacion y por tanto de la expresiéon de marcadores como HLA-DR y CD38
(Westrop, et.al., 2012).

En contraste, a pesar de que en gran medida, la activacion inmunoldgica vy la
expresion de marcadores de activacion disminuye después del inicio de TARc,
existen estimulos que continlan con la activacion de las células del sistema
inmune. Dentro de éstos se encuentra la replicacidn viral residual, que se refiere a
la cantidad de virus que contintan con la replicacién viral a pesar del uso de TAR

(Ferguson, et.al. 1999).

3.3 Importancia de Linfocitos Ty células NK en la infeccion por VIH.

Todas las infecciones que se manifiestan en el organismo son combatidas por el
sistema inmune, que genera una respuesta para el control de la infeccion, dicha
respuesta se divide en; respuesta inmune innata y respuesta inmune adaptativa.
Cada una de ellas caracterizada por la participacion de células y factores solubles
especificos (Abbas, et.al., 2010). Las principales células de la respuesta inmune
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innata, son las células dendriticas, las células NK y células fagociticas, entre otras
(Levy, 2001). Las células NK juegan un papel central en el desarrollo y calidad de
la respuesta inmune innata, debido a que son la primera linea de defensa ante las
infecciones generadas principalmente por virus. Producen factores que favorecen
la maduracion de las células dendriticas, las cuales al madurar presentan
antigenos a linfocitos T CD4 en los nédulos linfaticos, siendo asi mediadoras entre
la respuesta inmune innata y adaptativa (Hamerman, et.al., 2005).

Los linfocitos T y B son las células que desencadenan la respuesta inmune
adaptativa. Después que se ha dado la presentacion de antigeno en los ndédulos
linfaticos, las células T y B se activan y se produce una expansion clonal que tiene
como fin generar una gran cantidad de células T y B antigeno-especificas que
favorecen el control de la infeccion (Alam y Gorska, 2003). Los linfocitos T CD8
tienen la capacidad de matar células infectadas, funciébn conocida como
citotoxicidad; las células B generan una gran cantidad de anticuerpos y los
linfocitos T CD4 favorecen la activacion y la expansion celular por el contacto
célula-célula y la produccién de factores solubles como las citocinas (Wei, et.al.,
2003; Marodon, 2001).

3.3.1 Células NK como primera linea de defensa contra la infeccion.

Las células NK representan la poblacion de células efectoras con mayor poder
antiviral del sistema inmune innato. Tienen un papel importante en el control de la
replicacion viral en los estadios tempranos de la infeccion y en el

desencadenamiento de la respuesta inmune adaptativa por su interaccion con
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otras ceélulas como las células dendriticas y los linfocitos T CD4 (Valentin, et.al.,
2012).

En las infecciones virales, las células NK controlan la progresion de la infeccion al
identificar células infectadas para eliminarlas y evitar que la infeccion se disemine.
Las células NK pueden eliminar las células infectadas por tres mecanismos, el
primero y el mas estudiado, es la citotoxicidad de células infectadas; en éste la
célula NK libera el contenido de granulos citotdxicos que la célula almacena en su
interior. Estos granulos contienen enzimas como la perforina y granzima B que son
liberadas al exterior y que tienen un efecto en la célula infectada. La perforina
facilita la entrada de la granzima B al citoplasma de la célula infectada, formando
poros en la membrana celular. La granzima B inicia una serie de eventos de
sefalizacion que culminan en la muerte de la célula (Le Bouteiller, et.al., 2011).
Los otros dos mecanismos para eliminar células infectadas son: la citotoxicidad
mediada por anticuerpos que depende del reconocimiento de la fraccién constante
de los anticuerpos través del receptor CD16 de la célula NK y es conocida como,
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (lIsitman, et.al., 2012); y la
mediacién de apoptosis de la célula infectada por la via de FAS/FASL (fragmento
estimulante de la apoptosis y su ligando) (Kaplan y Sieg, 1998). En el caso de los
linfocitos, al estar infectados, expresan una gran cantidad de FASL en su
superficie, al unirse con FAS que se expresa en células citotoxicas como NK o
linfocitos T CD8, se produce la activacion de la sefalizacion que conduce a la

muerte del linfocito infectad (Medvedev, et.al., 1997).
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La citotoxicidad de las células NK se encuentra regulada por un balance entre los
receptores membranales inhibidores o activadores, si hay una mayor sefializacion
por parte de receptores activadores entonces se ejerce citotoxicidad sobre la
célula infectada (Verneris, et.al., 2004). La activacion de las celulas NK induce la
expresion de receptores activadores por lo que disminuye el umbral para ejercer
citotoxicidad sobre una célula (Lopez-Botet, et.al., 1999).

La produccién de factores solubles por parte de las células NK, como el factor de
necrosis tumoral a (TNF-a) y el interferon-y (INF-y), contribuyen de forma
importante a la maduracién de las CD que, en respuesta, producen IL-15 e IL-12
que, a su vez, sirven como estimulo para las células NK. EI TNF-a e INF-y
favorecen la activacion de otras células del sistema inmune e inducen la secrecion

de otras citocinas (Funke, et.al., 2011).

3.3.2 Cambios en las células NK en el transcurso de la infeccién por el VIH

Las células NK corresponden al 15% de los linfocitos circulantes en sangre
periférica. Son células que no expresan TCR y por tanto, son CD3 negativas. Se
han subdividido en dos poblaciones principales, caracterizadas por la expresion de
las moléculas, CD56 y CD16 (Johansson et.al., 2005; Orange y Ballas, 2006,
Jonges et.al., 2001; Bryceson et.al., 2006). Las células con expresién media de
CD56 y que son CD16 positivas (CD56%™CD16P*), son las células en mayor
proporcion y forman aproximadamente el 90% de las células NK circulantes, son
las células con mayor capacidad citotoxica y tienen una expresion alta de
receptores activadores y de CD16 (Fan, et.al., 2008). Las células que tienen una
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mayor expresion de CD56 y son CD16 negativas (CD56°""CD16"9), se
encuentran en menor proporcidn en circulacion y son consideradas células
inmunomoduladoras, porque tienen una mayor produccion y secrecion de citocinas
(Jost y Atfeld, 2012). Producen principalmente TNF-a e INF-y, factores importantes
en la respuesta inflamatoria y en la activacion celular asi como en la maduracién
de CD. Producen también IL-10, que tiene funcidn reguladora al disminuir la
sintesis de citocinas proinflamatorias, y el factor de estimulacién de colonias de
macrofagos y granulocitos (GM-CSF) ,que como su nombre lo indica estimula la
produccion de células granulociticas (neutrofilos, eosinéfilos, basofilos) vy
monocitos (Giavedoni, et.al., 2000).

Durante las infecciones virales crénicas, como la producida por el VIH, se genera
una poblacion de células NK cuyo fenotipo es CD56"*CD16P*° relacionada con
anergia. Esta poblacion posiblemente es generada por la presencia constante de
antigenos durante infecciones cronicas (Mavillo, et.al., 2005).

En la infeccion por VIH se han mostrado cambios importantes en las
subpoblaciones de células NK. Durante la fase aguda no hay cambios aparentes,
sin embargo en la fase cronica, se generan células NK anérgicas
(CD56"9CD16P). Las células CD56"*9CD16"*° pueden llegar a constituir del 20%
al 40% de las células NK totales o el 3% de linfocitos totales durante esta fase
(Alter, et.al., 2005). Se ha mostrado que conforme avanza la infeccion, se observa
una disminucién de las células CD56%™CD16P* que correlaciona con el aumento
de células CD56"?CD16"*°, por lo que se ha propuesto que las células que
pierden funcionalidad son principalmente CD56%™CD16P, mientras que las
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células CD56"CD16™9 se mantienen intactas en cantidad y funcién (Brunetta,

et.al., 2010).

3.3.3 Activacion de células NK.

La activacion en células NK esta caracterizada por un aumento en la expresion de
moléculas como HLA-DR y CD69. Sin embargo otras moléculas como CD38
también se han utilizado para determinar el estado de activacion de las células
NK, a pesar de que las células NK tienen una cantidad basal considerable de
CD38, lo que hace dificil el reconocimiento de cambios en el grado de expresién
de esta molécula. (Benlahrech, et.al., 2009). En su estado basal el fenotipo de las
células NK es HLA-DR", CD69"™Y y CD38"°° (Sconocchia, et.al., 2012).

Durante la fase aguda de las infecciones virales, el fenotipo de estas células
cambia drasticamente y se observa un aumento en la expresion de moléculas de
activacion como HLA-DR, CD69 y un aumento apreciable en la expresién de
CD38. Durante la fase aguda de una infeccion viral, es comin encontrar un
aumento en la expresion de CD69, que es una glicoproteina cuya expresion esta
favorecida debido a que desempefia un papel importante en la proliferacién y
sefializacion de las células NK (Werfel, et.al., 1997).

En la fase cronica de una infeccion, la expresion de CD69 disminuye,
conjuntamente con el aumento en la expresion de moléculas de HLA-DR y de
CD38, que conduce a la hiperactivacion de las células NK (Sauce, et.al., 2013). La

hiperactivacion se refiere al aumento progresivo y descontrolado de la
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sefalizacion que conduce a la activacion de las células. Se puede observar por el
aumento en la expresion de moléculas como CD38 y HLA-DR principalmente
(Cohen, et.al.,, 2000). Se ha propuesto que, una de las causas de la
hiperactivacion durante la fase cronica de infecciones virales, es el propio virus o
los productos virales (ya que éstos contintan estimulando las células), asi como la
produccion de citocinas que también contribuyen con la hiperactivacion. Se piensa
que durante la fase cronica, el estado hiperactivo de las NK es el causante de la
generacion de células NK anérgicas. (Lima, et.al., 2001).

Finalmente, las células NK anérgicas, muestran un fenotipo de activacion diferente
a las otras dos subpoblaciones. Como ya se menciond, hay un aumento de éstas
células durante la fase cronica de la infeccidbn. Expresan bajas cantidades de
CD38, grandes cantidades de HLA-DR en su membrana y son incapaces de

ejercer accion citotoxica (Bjorkstrom, et.al., 2010).

3.3.4 Funcién de los linfocitos TCD4y T CDS8

La respuesta inmune adaptativa depende de la colaboracion entre linfocitos T, B y
algunos factores solubles. En el caso de los linfocitos T existen dos poblaciones
principales reconocidas por sus funciones; los linfocitos T CD4+ o cooperadores y
los linfocitos T CD8+ o citotéxicos. La respuesta inmune adaptativa es antigeno
especifica, lo que quiere decir que requiere de una clona de linfocitos que
reconozca un antigeno especifico (Von Andrian y Sallusto, 2007). Al inicio de la
respuesta inmune adaptativa los linfocitos T CD4 virgenes (que no han sido

expuestos a antigenos), migran a los nodulos linfaticos donde las CD maduras
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presentan el antigeno (Bradley, 2003). Al darse la presentacién de antigeno, los
linfocitos T CD4 virgenes maduran, y producen células efectoras. Algunas células
que se produjeron durante este periodo se mantienen en un estado de reposo y
son conocidas como células de memoria, cuya funcidbn es desencadenar la
respuesta inmune con mayor velocidad cuando se tiene una segunda exposicion
posterior al mismo antigeno (Kaech, et.al., 2002).

La participacion de linfocitos T CD4 es importante para la activacion de los
linfocitos T citotoxicos (Kitchen, et.al., 2004).

Dentro de los linfocitos T CD4 efectores existen subpoblaciones que se han
denominado helper 1 (h;) vy helper 2 (hy). Los linfocitos Th; se encargan
principalmente de la activaciéon de macrofagos y células T CD8; ademas sintetizan
una gran cantidad de IFNy, relacionado con la respuesta contra infecciones virales
y contra microorganismos intracelulares. Los linfocitos Th, estan asociados a la
activacion de eosindfilos, importantes en la respuesta contra parasitos y en
reacciones de hipersensibilidad (Abbas, et.al., 1996).

Ademas de los linfocitos Thy y Thy,, se han caracterizados dos poblaciones mas,
conocidas como Thy; y T reguladoras (Tregs). Los linfocitos Thy7 producen IL-17,
gue favorece la sintesis de citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-18 e TNF-a.
Ademas ayudan en el reclutamiento de neutréfilos a la zona de inflamacién. Las
células Tregs se encargan de regular la activacion de células del sistema inmune,
por lo que son importantes en las infecciones que tienen un curso crénico o para

evitar una activacion descontrolada en el sistema inmune (Vernal y Garcia, 2008).
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Los linfocitos T CD8 reconocen los antigenos intracelulares que son presentados
en las moléculas del MHC de clase | requieren de la sefializacion que le proveen
los linfocitos T CD4 para su activacion (Masopust, Ahmed, 2004). Los linfocitos T
CDS8 tienen como caracteristica principal matar células infectadas y esto es posible
debido a que contienen granulos con granzima B y perforina, entre otras enzimas
citoliticas, que liberan durante el proceso citotéxico. Ademas producen moléculas
como FasL que estad relacionado con la muerte apoptética de las células
(Janeway, et.al., 2001).

Los linfocitos T CD8 virgenes, como en el caso de los linfocitos T CD4, al activarse
se pueden diferenciar en células de memoria y células efectoras.

Los linfocitos de memoria tienen una vida mas larga que los linfocitos efectores, ya
gue sintetizan una gran cantidad de moléculas anti-apoptéticas que favorecen la
supervivencia por un largo tiempo, por si llegase a darse una reinfeccion con el
mismo antigeno (Tanel, et.al., 2009), a diferencia de los linfocitos efectores, que al
perder la estimulacién antigénica cuando la infeccibn ha terminado, mueren

(Obhrai, et.al. 2006).

3.3.5 Cambios en las subpoblaciones de linfocitos T durante la infeccién por
el VIH.

El VIH infecta células que expresan la molécula CDA4, principalmente linfocitos T
CD4+. La infeccion per se provoca su muerte después de que el VIH se ha
replicado dentro de éstos, sin embargo no es la principal causa de su muerte.
Fallas en la sefalizacion durante la activacion de los linfocitos T, disminucion de
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moléculas estimuladoras como IL-2, y la muerte de células no infectadas también
conducen a la disminucion de linfocitos T CD4 (Alimonti, et.al., 2003).

La infeccién por el VIH, inicia infectando a las células T CD4 de memoria, que
principalmente se encuentran en tejido linfoide asociado a mucosas (Gebhardt,
et.al., 2013). Se ha mostrado que esta poblacion de linfocitos es la mas
susceptible a ser infectada debido a su alta expresion del receptor de quimiocinas
CCRS5, que es uno de los co-receptores del VIH (Douek, et.al., 2002).

Posterior a la deteccion de la infeccién por el organismo, se produce una gran
cantidad de células T naive (Brenchley, et.al., 2002). Esta poblacion que se
encuentra en un estado adn indiferenciado, tiene una gran cantidad de CCR5 y
CD27 en su membrana, ademas de otras moléculas como CD28 que facilitan la
adhesion a células presentadoras de antigeno, favoreciendo la diferenciacién de
los linfocitos T virgenes (Meditz, et.al., 2011). Se ha propuesto que las grandes
cantidades de CCR5 predisponen a las células T CD4 virgenes a ser infectada por
el VIH, por lo que presenta una disminucién desde el inicio de la infeccién
(Nicholson, et.al., 2001).

La pérdida de células T CD4 virgenes podria estar provocando que también se
produzca una disminucién de linfocitos T CD4 efectores y de memoria. Esta
disminucion de las subpoblaciones de linfocitos T CD4 genera alteraciones en la
respuesta inmune (Appay, et.al., 2008).

Por otro lado los linfocitos T CD8 virgenes y efectores tienden a aumentar durante
la etapa aguda de la infeccion por el VIH en respuesta a la gran cantidad de virus
libre. Durante la fase cronica los linfocitos T CD8 se mantienen, sin embargo en la
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fase tardia o de SIDA disminuyen por fallas en la homeostasis de produccién de
células del sistema inmune y por el deterioro del mismo.

En las infecciones crénicas, como la producida por el VIH, algunas células del
sistema inmune incluidos los linfocitos T, han mostrado pérdida de funcionalidad,

situacion que se ha propuesto contribuye al desarrollo de SIDA (Yiy Zajac, 2010).

3.3.6 Expresion de marcadores de activaciéon en las subpoblaciones de
linfocitos T.

La hiper-activacion de los linfocitos T es un factor mas a considerar como causa
de la disminucion de los linfocitos T CD4 y de la falla del sistema inmune. Se ha
mostrado que los linfocitos activados son mas susceptibles a ser infectados por el
VIH, por lo que se ha propuesto que la activacion contribuye con la progresion de
la infeccion (Hunt, et.al. 2008).

Al dia de hoy, se desconoce con exactitud la causa de la hiperactivacion de los
linfocitos T. Se sabe que ésta no es provocada principalmente solo por la
presencia del virus en el organismo, sino que también existen otros mecanismos
que contribuyen a la exacerbacion de la activacién, como la produccién de
citocinas pro-inflamatorias y la activacion “bystander”, que se refiere a la activacion
independiente del receptor de linfocitos T, en el caso de los linfocitos T. Este
estimulo, causado por el efecto de ciertas citocinas u otras moléculas en el
linfocito, favorece la activacion de la célula y se han asociado con un estado

hiper-activado y con la progresion de la infeccion (Bangs, et.al., 2009).
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Durante la etapa aguda de la infeccion por el VIH, se muestra un incremento en la
expresion de marcadores de activacion, causado por la activacion de las células
del sistema inmune en respuesta a la infeccion. Al tratarse de una infeccidn
cronica, la expresion de éstos marcadores no disminuye, por el contrario continua
aumentando, generando un estado de hiperactivacion celular.

La hiperactivacion en las células del sistema inmune, puede evidenciarse por un
incremento de varios marcadores, entre ellos CD38 y HLA-DR, dicha expresion
sigue aumentando en ausencia de TAR y contribuye a la perdida de funcion de las
células efectoras durante la fase cronica y tardia (Leng y Bentwich, 2002).

En las subpoblaciones de linfocitos T se ha mostrado que el incremento en la
expresion de CD38 y HLA-DR correlaciona con la progresion de la infeccidon. Sin
embargo, la poblacion de los linfocitos T CD8 que expresan CD38, ha mostrado
ser la poblacién que tiene la mejor correlacion con la progresién, con la CV'y con

el conteo de CD4 (Coetzee, et.al., 2009).

3.4 Tratamiento antirretroviral

A partir del descubrimiento del VIH en 1983, el desarrollo de farmacos que
controlen la progresiéon de la enfermedad ha sido una prioridad. A mediados de la
década de 1980, se produjeron los primeros farmacos antirretrovirales, con los
cuales dio inicio la era de la terapia antirretroviral (Arts y Hazuda, 2012).

Durante estos afios, solo se contaba con los llamados inhibidores nucledsidos de
la transcriptasa reversa (INTR). Estos farmacos actdan evitando que la
transcripcion inversa se lleve a cabo. Sin embargo, presentaban desventajas
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importantes como los efectos adversos y el bajo impacto en la disminucion de CV
en plasma (Justice, et.al., 2004). Ademas se genera con facilidad resistencia a
estos farmacos y la progresion de la infeccion era inevitable (Kramer, 1996).

En los afios 90s se desarrollaron nuevos farmacos llamados inhibidores de
proteasa (IP), los cuales evitan la formacién de las proteinas de gag y pol, durante
la fase de produccidon de proteinas virales, por lo que no se generan particulas
virales maduras. Estos farmacos tuvieron una amplia aceptacion, tenian un gran
impacto en la disminucion de la CV en plasma, y en el aumento del conteo de
linfocitos T CD4 (Phillips, 1996).

A partir de ese momento se usaron combinaciones de farmacos de ambos tipos de
antirretrovirales, pues se mostré que la administracién conjunta, aumentaba la
eficacia de éstos y el desarrollo de la infeccibn se controlaba mejor que con la
monoterapia con alguno de los dos tipos de antirretrovirales. El efecto mostrado
por la combinacién de tres de estos farmacos, fue uno de los descubrimientos mas
importantes para el control de la infeccion y a esta combinacion se le acufio el
término de terapia antirretrovial altamente activa (TAAA) (Jevtovic, et.al., 2010).
Esta mostro una disminucion en la morbilidad y la mortalidad asociadas al VIH y
SIDA. Dicha terapia disminuye la replicacion viral, en consecuencia reduce la CV
en plasma por debajo de los limites de deteccion méas sensibles (<40 copias de
ARN/mL) vy, resulta en una mejor reconstitucion inmunologica (Widdrington, et.al.,
2011). Se sabe que el TARc no solo disminuye significativamente la carga viral
circulante, sino que también aumenta el conteo de linfocitos T CD4 y disminuye la
hiperactivacion de las células del sistema inmune (Evans, et.al., 1998).
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El TARc es exitoso debido a varios factores: el uso de tres diferentes farmacos
antirretrovirales disminuye la posibilidad de que se genere resistencia, y el uso de
farmacos que tienen diferente mecanismo de accion produce un ataque mas
efectivo contra el virus (Vella y Palmisano, 2000).

Hasta el dia de hoy se sigue utlizando la combinacion de farmacos
antirretrovirales, aunque las combinaciones son variadas, pues se han

desarrollado otros tipos de antirretrovirales con diferente mecanismo de accion.

3.4.1 Farmacos usados en el tratamiento antirretroviral.

Los farmacos que se han desarrollado al dia de hoy y han sido aprobados por la
FDA (Administraciéon de Alimentos y Medicamentos) se han dividido en 5 grupos
dependiendo su mecanismo de accion: los farmacos que actian a nivel de la
transcriptasa reversa, los inhibidores de proteasas, los inhibidores de la fusion, los
inhibidores de la entrada del virus a la célula y los inhibidores de la integrasa
(http://www.fda.gov/ForConsumers/byAudience/ForPatientAdvocates/HIVandAIDS
Activities/ucm118915.htm, 2012).

En el primer grupo de farmacos estan los inhibidores de nucledsidos de la
transcriptasa reversa como el Abacavir, Zidovudine, Tenofovir entre los mas
importantes. Su funcion es a nivel de la sintesis de ADN viral, pues impiden la
formacion de éste al unirse a la cadena y evitar la unién del siguiente nucleétido,
evitando que la cadena de ADN viral se genere (Gallant, 2002). El siguiente
subtipo son los inhibidores no nucleésidicos de la transcriptasa reversa como el
Efavirenz y la Nevirapina, estos farmacos son sustratos de la transcriptasa reversa
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y se unen a ella disminuyendo su actividad, evitando la generacion de ADN viral
(Volberding y Deeks, 2010).

En el siguiente grupo se encuentran los inhibidores de la proteasa como el
Atazanavir, Fosamprenavir, Retonavir, entre los mas importantes. Estos se unen
especificamente a la proteasa viral, cuya funcion es la escision de un precursor
protéico de donde provienen las proteinas virales de gag y pol durante la
maduracion viral. Al no generarse estas proteinas, no se produce una particula
viral madura (Wensing, et.al., 2010).

Dentro de los inhibidores de la fusién se encuentra el Enfuvirtide, que emplea una
molécula que se une a la glicoproteina gp4l, evitando que genere la fusion de la
membrana del virus y de la célula, previniendo la entrada de la particula viral
(Fung, et.al., 2004).

Dentro de los farmacos que evitan la entrada del virus a la célula, se encuentran
los farmacos que se unen al receptor CCR5 como el Maraviroc. Este es de los
primeros desarrollados de ésta clase, es un antagonista del receptor CCR5 que, al
unirse a éste, impiden que el virus lo reconozca, sin embargo la célula puede
perder la funcion asociada a estos receptores (Buontempo, et.al., 2009).

Por ultimo estéa el grupo conformado por los inhibidores de la integrasa, en el que
se encuentra el Raltegravir (Cocohoba y Dong, 2008). En un primer paso,
interviene en el complejo que se forma ente la integrasa y el ADN,
desestabilizandolo y, en el segundo paso, se une a los iones magnesio que se
encuentran en el sitio activo de la integrasa, disminuyendo su actividad
(Mouscadet, et.al., 2010).
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3.4.2 Factores a considerar para iniciar el TARc.

Los factores principales a considerar para iniciar el TARc son la CV y el conteo
de linfocitos T CD4. La interpretacion conjunta de estos dos parametros es una de
las formas mas usadas para conocer la etapa de la infeccion en la que se
encuentra la persona y el momento adecuado para iniciar TARc (Korenromp,
et.al., 2009). Sin embargo, al dia de hoy existen otros factores a considerar para el
inicio del TARc.

Las guias internacionales han cambiado y cambian constantemente segun avanza
el conocimiento de los efectos adversos y eficacia de los antirretrovirales, asi
como el lanzamiento al mercado de nuevos farmacos. En general, se considera
gue personas sintomaticas, que presentan enfermedades oportunistas o que
tienen conteo de linfocitos T CD4 por debajo de 200 células/uL de sangre deben
iniciar TARc tan pronto como sea posible. Para personas asintoméaticas, el
tratamiento es recomendado si el conteo de linfocitos T CD4 se encuentra entre
350-500 células/uL de sangre. Cuando se tiene conteo de linfocitos T CD4 por
debajo de 350 células/uL de sangre se debe iniciar TARc. En casos especiales
como: co-infecciones con otros virus, como el virus de la hepatitis B 6 C,
enfermedades que comprometen al sistema inmune, edad avanzada o el
embarazo, el TARc debe iniciarse inmediatamente (BHIVA, 2008; Fix, et.al., 2007;
Verma, 2006).

En las mujeres embarazadas el uso de TARc reduce la transmision del VIH al
bebé, porque la CV disminuye a niveles indetectables (Melekhin, et.al., 2009).

También se ha sugerido iniciar TARc en personas mayores de 50 afios, ya que
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tienen un sistema inmune deteriorado y en estos casos la infeccion por VIH
progresa mas rapido y aumenta el riesgo de mortalidad (Grabar, et.al., 2006).

Se debe considerar el inicio del TARc cuando la CV es mayor a 100,000 copias de
ARN viral/mL de plasma y el conteo de linfocitos T CD4 esta por debajo del
namero antes descrito.

Cuando el conteo de linfocitos T CD4 es mayor a las 500 células/uL de sangre, se
recomienda el uso de TARc si se presenta cualquiera de las co-morbilidades
menionadas anteriormente. También ha sido propuesto el inicio de TARc arriba
de éste namero de linfocitos TCD4 para evitar nuevos contagios en parejas sero-
discordantes (uno de ellos con VIH, el otro sin VIH).

Otros factores a considerar para el inicio del TARc son: presencia de
enfermedades cardiovasculares debida al VIH y nefropatia debida al VIH. Durante
la nefropatia asociada a VIH los productos virales y la liberacién exacerbada de
citocinas durante la infeccién tienen un efecto negativo sobre las células renales
disminuyendo la filtracion glomerular, por lo que se ha tratado de evitar este
transtorno iniciando de manera temprana el TARc. Los farmacos usados tienen
que ser dosificados en funcion de la filtracion glomerular, pues de ella depende su
desecho y la disminucién de toxicidad (Daugas, et.al., 2005).

Recientemente se ha observado que las personas con VIH tienen hasta cuatro
veces mas proteina C reactiva, un marcador predictivo de infarto al miocardio. El
inicio de TARc, disminuye la expresion de esta proteina y se ha mostrado una
disminucién en la mortalidad asociada a enfermedades cardiovasculares en

personas infectadas con el VIH (Sterne, et.al., 2007).
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3.4.3 Importancia de la cantidad de linfocitos T CD4 al inicio del TARc.

Como se ha mencionado a lo largo de esta tesis, la cantidad de linfocitos T CD4
disminuye progresivamente a lo largo de la infeccion por VIH. Esta disminucién
correlaciona con la progresion a SIDA y es uno de los parametros clinicos mas
importantes para determinar el momento en el que se inicia TARc. Hoy se sabe
que, el inicio temprano del TARc impacta directamente en la funcion vy
restablecimiento de esta poblacion.

Afos atras se iniciaba TARc cuando la linfopenia estaba muy avanzada,
comunmente por debajo de las 200 cél/uL, la razon principal era porque los
farmacos con los que se contaba en ese momento presentaban una gran cantidad
de efectos secundarios y se generaba resistencia con facilidad (Hogg, et.al., 2001;
Departamento Nacional de Salud, Sudafrica, 2004).

Hasta hace dos afios, se iniciaba TARc cuando el conteo de linfocitos T CD4 se
encontraba cercano a las 350céls/uL de sangre, pues se mostré que, las personas
gue empezaban TARc por debajo de este niumero, desarrollaban SIDA con mayor
frecuencia y se incrementaba la mortalidad (Sabin y Phillips, 2009).

Las nuevas guias internacionales que establecen el momento del inicio de TARc,
indican que éste se debe iniciar cuando el conteo de linfocitos T CD4 se encuentra
por arriba de las 500 césl/uL, debido a que los farmacos usados en nuestros dias
tienen menos efectos adversos, ademas de que contamos con una gran variedad
de farmacos para hacer diferentes combinaciones, con el fin de disminuir la
posibilidad de generar resistencia y a que éstos pueden usarse por largos

periodos de tiempo (EACS, 2011; OARAC, 2012).
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Iniciar el TARc con un conteo de linfocitos por debajo de 350 cél/uL, implica
mantener al individuo en condiciones que pueden favorecer el establecimiento de
infecciones oportunistas y el desarrollo de SIDA. Ademas, se ha visto que la
reconstitucion de esta poblacion celular es mucho mas lenta que en personas que
empezaron TARc con conteo de linfocitos T CD4 por arriba de éste numero.
(Johansson, et.al., 2010).

En la actualidad, el TARc se empieza con conteo de linfocitos T CD4 por arriba de
las 500 cél/uL lo cual se ha relacionado con algunas ventajas que sustentan el
inicio del TARc con esta cantidad de linfocitos T CD4. Dentro de las ventajas
observadas esta el hecho que las personas mantienen conteos altos de linfocitos
T CD4 por largos periodos, lo que favorece la calidad de la respuesta inmune
(Kitahata, et.al., 2009). Hay menor riesgo de desarrollar SIDA y del
establecimiento de enfermedades oportunistas, ademas disminuye la probabilidad
de nuevos contagios (Cohen, et.al., 2011).

Desafortunadamente también tiene desventajas, como los efectos secundarios a
corto o largo plazo y el desarrollo de resistencia viral, por el largo periodo de su
uso.

La disminucién de la mortalidad en las personas infectadas que iniciaron
tratamiento con conteo de linfocitos T CD4 arriba de 500 cél/uL en comparacion
con las que iniciaron tratamiento con 350 cél/uL, es una de las principales razones

para que se diera el cambio en el momento para iniciar TARc. (Kitahata, 2010).
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3.4.4 Reconstitucion inmune.

A pesar de que la reconstitucion de las células T CD4 difiere mucho entre las
personas que inician el TARc ya que ésta depende de varios factores, hay varios
datos relevantes que se discutiran en esta seccion. Algunos reportes indican que
la reconstitucion inmune suele darse en tres fases, independientemente del
régimen que se use. En la primera fase, que ocurre en los seis meses posteriores
al inicio de TARc, algunos autores han observado que en promedio se aumentan
entre 20 a 30 células T CD4/uL por mes (Bosch, et.al., 2006). Algunos autores
sugieren que la mayor parte de esta reconstitucion es debida a la redistribucion de
las células T CD4 de memoria, que de estar en tejido linfoide, pasan a la sangre
(Lange y Lederman, 2003).

En la fase de reconstitucion, que generalmente se produce entre los 6 meses y
dos afios del inicio del TARc, los linfocitos T CD4 aumentan, entre 5-10 cél/uL por
mes. Finalmente, en la fase tres, la recuperacion de linfocitos T CD4, se encuentra
entre 2-5 cél/uL por mes, y dura del afio dos hasta al menos el afio siete (Corbeau
y Reynes, 2011).

Se ha observado que en las ultimas dos fases de reconstitucién, la principal
subpoblacién de linfocitos T CD4 que se reconstituye es la de los linfocitos TCD4
virgenes. Esta reconstitucion es generada principalmente por la producciéon de
éstas células en el timo y por la proliferacion de linfocitos T CD4 residuales, que se
refiere a la proliferacion por el estimulo de citocinas como IL-2, independiente de

la produccion de células en el timo (Autran, et.al., 2011).
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Sin embargo, el aumento en el nimero de linfocitos T CD4+ en sangre periférica

no implica que también exista reconstitucion de la funcion de éstos.

4. Objetivos.

4.1. Objetivos generales.

Determinar si el nimero de linfocitos T CD4 antes de iniciar el TARc esta asociado
con una disminucion mayor de la hiper-activacion en linfocitos T, sus
subpoblaciones y células NK.

4.2. Objetivos particulares.

e Establecer qué poblaciones de linfocitos T y células NK tienen una mayor
expresion de marcadores de activacion y como disminuye esta expresion
después del inicio de TARc durante el seguimiento de cuatro afios.

e Monitorear la reconstitucion de linfocitos T y células NK en el transcurso de
4 afos de seguimiento, posteriores al inicio de tratamiento y determinar si la
cantidad de linfocitos T CD4 al inicio del tratamiento influye en los cambios

observados en estas poblaciones.

5. Hipotesis

En el estudio a realizar se espera que después del inicio del TARc las personas
del grupo con mas de 350 linfocitos T CD4, tengan una disminucion mas rapida de
células positivas para CD38 o HLA-DR, asi como una mejor reconstitucion de las
poblaciones celulares (linfocitos T, sus subpoblaciones y células NK), al
compararlo con el grupo con menos de 350 linfocitos T CD4.
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6. Métodos y Materiales

El proyecto del cual se derivé esta tesis fue aprobado por el Comité de Ciencia y
Etica del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (clave asignada B10-
06 0 B22-10). Todos los participantes firmaron una carta de consentimiento
informado, previo a la donacion de sangre.

6.1 Muestras de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de
personas con VIH.

Las muestras utilizadas en este estudio fueron células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) de personas con VIH que pertenecen a un estudio longitudinal
de una cohorte controlada de personas que asisten al Centro de Investigacion en
Enfermedades Infecciosas (CIENI) ubicado dentro del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” (INER). Las personas que
por voluntad propia participaron en este estudio fueron citadas para la donacion de
sangre antes del inicio del tratamiento (toma basal), asi como a los 3, 6 y 12
meses después del inicio del tratamiento. Posteriormente donaron sangre para
este protocolo una vez cada afio por un periodo de 4 afos. A partir de la sangre
obtenida de los donadores, se realizaron las cuantificaciones de la carga viral y
conteo de poblaciones linfocitarias y se separaron las CMSP. Las CMSP se
congelaron para su posterior analisis por citometria de flujo multiparamétrica.

Se hicieron 2 grupos de andlisis dependiendo del nimero de linfocitos T CD4
circulantes que tenian las personas antes de iniciar el tratamiento. Adicionalmente

se usaron CMSP de donadores sin VIH como controles.
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6.2 Grupos de estudio.

Se hicieron dos grupos de estudio de personas con VIH, dependiendo de su
conteo de linfocitos T CD4 antes de iniciar tratamiento segun lo establecido en las
guias internacionales para el tratamiento de la infeccion por el VIH (AIDSTAR-one,
2010, WHO, 2010). El grupo 1 esta conformado por 16 personas con VIH que
iniciaron TARc con un conteo de linfocitos T CD4 por abajo de 350 linfocitos T
CD4. El grupo 2 incluye 9 personas con VIH que iniciaron TARc con un conteo de
linfocitos T CD4 por arriba de 350 linfocitos T CD4/uL (tabla 1).

Tabla No.1 Caracteristicas de los individuos que forman parte del estudio.

I T

Numero de personas 16 9

reclutadas

Sexo Masculino: 14 Masculino: 8
Femenino:2 Femenino:1

Edad (afios) 41.8 (25-70) 35.5 (24-55)

Carga Viral al inicio del
TARc (copias de ARN 220,377 (1,480-8,864,111) 226,309 (336- 1,000,000)
viral/mLde plasma)

Conteode linfocitos T CD4
alinicio del TARc 228.3 (19-342) 540.4 (412-961)
(células/ul)

El esquema del tratamiento seguido por las personas reclutadas en el grupo 1 es
el siguiente: el 62.0% de las personas toman Truvada y Efavirenz, el 12.5% toman
Combivir y Efavirenz y tan solo el 6.3% Kaletra y AZT. Por otro lado en el grupo 2
el esquema del tratamiento es: el 44% de las personas toman Truvada y

Efavirenz, el resto se desconoce el dato del esquema del TARc que siguen.
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6.3 Descongelacion de CMSP.

Las muestras que se encontraban en tanques con nitrégeno liquido fueron
recuperadas y descongeladas. Para esto fueron colocadas a bafio maria por 3
minutos o hasta ver un pequefio hielo flotando. Previamente se habian preparado
tubos de polipropileno de 15mL con 8mL de medio HUT (RPMI suplementado con
10% SBF, L-glutamina (5mM) y Penicilina (100U/mL) /Streptomicina (100ug/mL)).
Después de que las muestras se descongelaron, el contenido de cada vial fue
resuspendido en los tubos con medio HUT. Las muestras se centrifugaron a
1500rpm por 10 minutos, se decanto el sobrenadante y el pellet fue resuspendido
en 5mL de medio HUT. De la suspension anterior se tomaron 20uL para hacer el
conteo celular. Las muestras se centrifugaron nuevamente a 1500rpm por 10
minutos y se descartd el sobrenadante, el pellet fue resuspendido en 5mL de
medio HUT y se hizo un ultimo lavado para eliminar las células muertas a 1200rpm
por 10 minutos. Se descartd el sobrenadante y el pellet se resuspendié en el
volumen adecuado para que cada muestra tuviera una densidad de 3 millones de
células por mililitro de medio. Previamente a la determinacion de la expresiéon de
las proteinas de activacion, las células se incubaron por 6 horas a 37°C, 5% CO..
Como control positivo algunas células se estimularon con SEB (2ug/mL) por 18

horas y se tifieron como se describe posteriormente.

6.4Panel de activacion de linfocitos T y células NK.
Para observar las poblaciones de linfocitos T y células NK, asi como los

marcadores de activacion de éstas se disefid un panel con los siguientes
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anticuerpos acoplados a fluorocromos: anti-CD3 Alexa Fluor 700, anti-CD4
PECYy5, anti-CD8 APCCy7, anti-CD16 V450, anti-CD38 PerCp, anti-CD45RA APC,
anti-CD56 biotina, anti-CCR7 PECy7, anti-CD69 PE, anti-HLA-DR FITC,
Estreptavidina PE-TexRed (todos los anticuerpos de la marca Becton Dickinson).
Todos los anticuerpos fueron titulados antes de ser utilizados en los paneles.
Como marcador de viabilidad se utilizo Aqua Dye-AmCyan (InVitroGen), el cual es
un compuesto fluorescente que se une a las aminas libres de la superficie de las
células y del interior de éstas. En las células vivas el compuesto solo marca las
aminas libres que quedan restringidas a la superficie celular, mientras que en las
células muertas, el compuesto también tiene acceso a aminas del interior ya que
las células muertas tienen dafiada su membrana plasmatica. Asi, se puede
detectar una mayor intensidad de fluorescencia en las células muertas, en
comparacion con las células vivas. Este hecho hace posible diferenciarlas de las
células vivas. Para poder delimitar la poblacion negativa, se utilizaron controles
llamados FMO (fluorescencia menos uno), que son células incubadas con todos
los anticuerpos del panel de anticuerpos menos el anticuerpo para el que se
determinara la poblacion positiva. Se hicieron FMOs para CD38, HLA-DR, CCR?7,

CD45RA, CD69, ademas de uno para diferenciar células vivas de muertas.

6.5 Tincidn celular con anticuerpos acoplados a fluorocromos.

Para el reconocimiento de las poblaciones celulares de interés y la determinacion

de la expresion de los marcadores de activacion, las muestras se analizaron por
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citometria de flujo multiparamétrica. Para esto, se usaron anticuerpos especificos
acoplados a fluorocromos para las tinciones celulares.

Antes de la tincion se hizo la mezcla de anticuerpos extracelulares de la siguiente
manera. Esta mezcla se colocé en un tubo eppendorf, completando el volumen a
50uL con PBA, considerando que las células a tefir se encuentran resuspendidas
en 50uL y el volumen final requerido es de 100uL.

Para la tincion se utilizaron 1 millén de células previamente descongeladas y
cultivadas, que se colocaron en tubos falcon de 5mL. Las células fueron lavadas
dos veces con 2mL de PBS, (1500 rpm por 10minutos). Las células se incubaron
con el marcador de viabilidad Aqua Dye-AmCyan (InVitroGen), por 20min a 4°C,
protegido de la luz. Posteriormente, las células se lavaron con 2mL de PBS,
seguido de un segundo lavado con 2mL de PBA (PBS + BSA al 5%). Las células
se incubaron con anti-CD56 biotinado, a 4°C por 20min y se lavaron 2 veces con
2mL de PBA. Por ultimo se tifieron las células con la mezcla de anticuerpos
previamente descrita. Las células fueron incubadas a 4°C por 20min y se lavaron 2
veces con 2mL de PBA y se fijaron con 500uL de formalina (PBS con 3%
formaldehido). Las muestras tefiidas fueron analizadas en un citbmetro LSR
Fortessa (BD Bioscience). Se adquirieron al menos 20000 linfocitos T CD4+. Los
datos provenientes del citbmetro se analizaron con el programa FLowJo 7.6.4
(Treestar). Los andlisis, gréaficos y estadisticos se realizaron con el programa

GraphPad Prism 5.
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6.6 Analisis inmunofenotipico en el citometro LSR Fortessa.

Se hicieron graficas para observar la expresion de cada proteina. Primeramente
se identificaron células Unicas con una grafica de FSC-A (area) contra FSC-H
(altura), para diferenciarlas de cumulos de células. A partir de ésta se hizo una
grafica usando el marcador de viabilidad, de donde se seleccionaron las células
vivas, posteriormente se hizo una gréfica de morfologia, en la que se
seleccionaron los linfocitos por sus caracteristicas de tamafio (FSC-A) y
granularidad (SSC-A). Para diferenciar los linfocitos T de las células NK, se hizo
una gréafica usando CD3, las células que expresan CD3, son linfocitos T y dentro
de las que carecen de la expresion de CD3, se encuentran las células NK. Para
los linfocitos T se hizo una grafica para diferenciar linfocitos T CD4 y T CD8. Para
ambas poblaciones de linfocitos T se hicieron graficas para mostrar las
subpoblaciones usando como marcadores la expresion de CCR7 y CD45RA.
También se hicieron subpoblaciones para células NK usando como marcadores la
expresion de CD16 y CD56. Para cada poblacién y subpoblacion, se hicieron
gréficas para observar la expresion de CD38, HLA-DR vy, adicionalmente, CD69

para células NK.
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6.7 Analisis en Flow Jo

Para el analisis de Flow Jo, se hicieron las mismas gréaficas que en el analisis en el
citobmetro, a partir de los datos obtenidos en éste. Las graficas de puntos muestran
todas las células adquiridas. En la figura2A se muestra la estrategia de andlisis
para la seleccion de linfocitos T. En la figura 2B se muestra la estrategia de

analisis para la seleccion de subpoblaciones de linfocitos T.
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Fig.2 Estrategia de andlisis de poblaciones linfocitarias a partir de CMSP. A) Seleccién
de células Unicas a partir de la correlacion area contra altura, seleccion de células vivas y
seleccidn de linfocitos en base a su tamafo (FSC-A) y granuralidad (SSC-A). Las células
T analizadas expresan CD3 (CD3. De las células CD3+ obtenemos linfocitos CD4+ vy
CD8+. B) Se muestra la estrategia para reconocer las subpoblaciones de linfocitos T
CD4+ y CD8+, ejemplo a partir de linfocitos CD4+. Las células virgenes son CCR7+
CD45RA+, las células de memoria efectora son CCR7+CD45-, las células de memoria
central son CCR7-CD45RA- y las células terminalmente diferenciadas son CCR7-
CD45RA+.

En la figura 3 se muestra la estrategia de andlisis para la selecciéon de las
poblaciones de células NK, asi como de las graficas de activacion que se hicieron

para cada poblacion.
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Fig. 3 Estrategia para el reconocimiento de las células NK y subpoblaciones. A) Las
células NK se analizaron a partir de las células CD3 negativas y se reconocieron las
diferentes poblaciones por la expresion de las moléculas CD56 y/o CD16. B) Se usaron
FMOs para la seleccion de las poblaciones positivas para CD38, CD69 y HLA-DR. C) A
partir de la seleccion se determind el porcentaje de células positivas a CD69, CD38 y
HLADR como marcador de células NK activadas en personas sin VIH. D) Determinacion
de las células CD38+, CD69+ y HLA-DR+ en personas con VIH.

Finalmente en la figura 4 se muestran las graficas de los marcadores de

activacion analizados para los linfocitos T.
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Fig. 4 Estrategia para el reconocimiento de células T (CD4 6 CD8) que expresan los
marcadores de activacion CD38 y HLADR. A) Las células CD38+, CD69+ y HLA-DR+ se
determinaron utilizando FMOs. B) Determinacion de células CD38+, CD69+ y HLA-DR+
en personas sin VIH. C) Determinacion de células CD38+, CD69+ y HLA-DR+ en
personas con VIH
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7. Resultados

7.1 Efecto del TARc en la recuperacion de linfocitos T CD4y CV

El TARc ha mostrado un efecto importante no solo en la disminucion de la
replicacion viral, sino también en la restauracion de la cantidad de los linfocitos T
CD4+ circulantes. Los resultados de esta tesis muestran que, segun lo esperado,
el TARc disminuye rapidamente la CV en plasma de las personas con VIH,
independientemente de la cantidad de linfocitos T CD4+ con la que iniciaron el
tratamiento. La CV en plasma permanece indetectable durante los 4 afios de
estudio (Fig. 5A). Para conocer si existe una diferencia en la recuperacion de los
linfocitos T CD4+ de sangre periférica en las personas que iniciaron TARc con
mas de 350 CD4+, en comparacion con las que iniciaron tratamiento con menos
de 350 CD4+, se determiné el nimero absoluto de linfocitos T CD4+ en sangre
periférica a diferentes tiempos después del inicio del tratamiento, y en el
transcurso de 4 afios posteriores al inicio de TARc. Los datos mostraron que la
recuperacion de linfocitos T CD4+ es mayor en las personas que iniciaron TARc
con mas de 350 CD4+, en comparaciéon con las personas que iniciaron tratamiento
con menos de 350 CD4+. La recuperacion en el nimero de linfocitos T CD4+ es

evidente a partir de los tres meses del inicio del TARc (Fig. 5B).
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Fig 5. Efecto del TARc en la CV en plasmay en el numero de linfocitos T CD4+
de sangre periférica. A) La CV se muestra como el logaritmo de las copias de
ARN viral por mL de plasma antes del inicio de tratamiento (toma basal) y posterior
al inicio del tratamiento en los tiempos indicados en la gréfica. B) Las
determinaciones del conteo de linfocitos T CD4+ en sangre periférica se realizaron
en los tiempos indicados en la gréafica. Los puntos rojos representan al grupo 1,
personas con VIH que iniciaron tratamiento con conteo de linfocitos T CD4 por
abajo de 350 céls/uL (n=16) y los puntos azules representan al grupo 2, personas
con VIH que iniciaron tratamiento con conteo de linfocitos T CD4 por arriba de 350
céls/uL (n=9).

7.2 Reconstitucion de linfocitos T y células NK

La reconstitucion de las poblaciones de linfocitos T y células NK, es un paso
importante para restablecer una buena respuesta inmunoldgica. Para saber si el
TARc favorece la reconstitucion de las poblaciones celulares, se determiné el
porcentaje de estas poblaciones celulares antes y después del inicio del TARc,

con el fin de observar el comportamiento de cada poblacion.
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7.2.1 Reconstitucion de linfocitos T CD4 y sus subpoblaciones después del

inicio del TARc.

Primeramente se determinaron los porcentajes de linfocitos T CD4+ después del
inicio del TARc. Los resultados mostraron un claro aumento en el porcentaje de
linfocitos T CD4+ en ambos grupos de estudio (Fig. 6). Los porcentajes de células
CD4+ a los tres afios de tratamiento son mayores que los porcentajes de células
CD4+ al inicio del tratamiento en el grupo con menos de 350 CD4+. El grupo con
mas de 350 CD4+ sigue la misma tendencia, aunque la comparacion solo se hizo
hasta el afio de haber iniciado el TARc. [Para el grupo 1: basal 19.1 % céls. CD4+
(2.91% — 43.2%) — 39.0% céls CD4+ a los tres afios (17.7% — 76.7%); para el
grupo 2: basal 40.3% céls. CD4+ (22.2% — 63.3%) — 52.2 % céls CD4+ al afio
(39.9%—66.1%)]. Interesantemente, la diferencia significativa en el porcentaje de
células CD4+ entre los grupos de estudio se pierde al afio de haber iniciado el
TARc (Fig. 6A). Esto puede significar que aunque la reconstitucion de linfocitos T
CD4+ ocurre independientemente del numero de linfocitos CD4+ con que inicien el
TARc, es mas evidente después del afio de haber iniciado el TARc, para las

personas que lo iniciaron con menos de 350 linfocitos T CD4+.
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Fig. 6 Efecto del TARc en la reconstitucion de linfocitos T CD4+. A) Porcentaje
de linfocitos T CD4+ antes del inicio de TARc y en el transcurso de cuatro afos de
seguimiento posteriores al inicio de TARc. B) Grafica de la mediana del porcentaje
de linfocitos T CD4+ en los grupos estudiados. Los puntos representan la mediana
de cada grupo en los tiempos indicados en la grafica. * p<0.05.

Se realiz6 también la determinacion de la reconstitucion de las subpoblaciones de
linfocitos T CD4+ después del inicio del TARc, hasta los cuatro afios en el caso del
grupo con menos de 350 CD4+ y hasta el afio en el grupo con mas de 350 CD4+.
Las subpoblaciones fueron reconocidas por la presencia o ausencia de los

marcadores CCR7 y CD45RA como se describié en la metodologia.

Los resultados muestran que el grupo de personas que inicio el TARc con mas de
350 CD4+ tienen un mayor porcentaje de células T CD4 virgenes (Tabla 2). No se
encontraron diferencias en los porcentajes de células de memoria central,
memoria efectora y terminalmente diferenciadas en la toma basal de los grupos de
estudio (Tabla 2). Tampoco se encontraron diferencias significativas en la
distribucion de las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ durante el primer afio de
TARc. Sin embargo, en el grupo de personas que iniciaron TARc con menos de
350 CD4+, se observd una tendencia a incrementar el porcentaje de células T
CD4 virgenes y una reduccion del porcentaje de células de memoria efectora. Asi
mismo un aumento de las células T CD4 de memoria central, a los 4 afos del

inicio del TARc.

Los resultados muestran que la reconstitucién en las subpoblaciones de linfocitos

T CD4 después de iniciar el TARc es lenta por lo que se requieren de varios afios
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de tratamiento para observar un cambio evidente en la redistribucion de las

subpoblaciones de linfocitos T CD4+.

Tabla 2. Cambios en las subpoblaciones de linfocitos T CD4 en personas con

TARC.
o
Basal 3meses 6 meses 1afio 2afios 3afos 4afos
Grupo 1 (< 350 CD4) 17.1 21.9 15.8 321 21.8 22.1 23.6
Grupo 2 (>350 CD4) 31.5# 32.6% 32.4% 336 N.D. N.D. N.D.

%de células T CD4 memoria central

Basal 3meses 6meses 1afno 2anos 3anos 4afnos
Grupo 1 (<350 CD4) 14.5 14.8 13.0 15.4 17.5 18.0 19.1%*
Grupo 2 (>350 CD4) 13.7 15.5 16.1 17.5 N.D. N.D. N.D.

% de células T CD4 memoria efectora

Basal 3meses 6meses 1afio 2afios 3aflos 4afos

Grupo 1 (< 350 CD4) 45.5 42.4 36.2 228 33.0 40.5 34.5

Grupo 2 (>350 CD4) 344 32.0 30.1 284 N.D. N.D. N.D.
e

Basal 3meses 6meses 1afio 2afios 3 afios 4afios

Grupo 1 (< 350 CD4) 131 12.6 13.1 147 14.2 15.9 10.8

Grupo 2 (>350 CD4) 16.4 17.3 17.4 154 N.D. N.D. N.D.

*p<0.05 con respecto a la toma basal. #p <0.05 entre los dos grupos de estudio. N.D. No
Determinado.
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7.2.2 Reconstitucion de linfocitos T CD8 y sus subpoblaciones después del

inicio del TARc.

El porcentaje de linfocitos T CD8 en sangre periférica se puede afectar
dependiendo de la presencia o ausencia de un antigeno, por ejemplo, éstos
aumentan durante la fase aguda de la infeccion por VIH (tiempo en el que la CV es
muy alta) y disminuyen después del inicio del TARc debido a la inminente
disminucién del antigeno y al control de la replicacion viral. Los resultados de esta
tesis muestran que el porcentaje de linfocitos T CD8 es menor antes del inicio del

TARCc en las personas con mas de 350 CD4+ (Fig. 7).

Los datos mostraron que el porcentaje de linfocitos T CD8+ del grupo de personas
gue iniciaron TARc con menos de 350 CD4 disminuye significativamente a los 6
meses de haber iniciado el tratamiento (Fig. 7) lo que puede relacionarse con la
disminucién de la CV. El porcentaje de linfocitos T CD8+ en el grupo de personas
gue iniciaron TARc con mas de 350 CD4+ permanece sin cambios con respecto a

la toma basal (Fig.7)
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Fig. 7 Efecto del TARc en la reconstitucion de linfocitos T CD8+. A) Porcentaje
de linfocitos T CD8+ antes del inicio de TARc y posterior al inicio de TARc en el
transcurso de cuatro afios de seguimiento. B) Grafica de la mediana del porcentaje
de linfocitos T CD8+ en los grupos estudiados. Los puntos representan la mediana
de cada grupo en los tiempos indicados en la gréfica. *p<0.05. “p<0.05 con
respecto a la toma basal.

El andlisis de las subpoblaciones de linfocitos T CD8+ no mostro diferencias en los
porcentajes de las subpoblaciones analizadas en la toma basal de los dos grupos.
Los resultados fueron similares a lo reportado por otros grupos, un mayor
porcentaje de células T CD8 de memoria efectora y terminalmente diferenciadas y
un menor porcentaje de células de memoria central. No se observaron cambios en
la distribucion y porcentajes de las subpoblaciones de linfocitos T CD8+ de
memoria central y terminalmente diferenciadas después del inicio del TARc en
ninguno de los grupos estudiados (Tabla 3). En cambio, el analisis de la poblacién
de células virgenes mostré un aumento significativo en el porcentaje de éstas
células al afio de haber iniciado TARc en ambos grupos de estudio (Tabla 3). El
aumento en el porcentaje de células virgenes en el grupo de personas que
iniciaron TARc con mas de 350 CD4 es significativo desde el tercer mes y
continla aumentando hasta el afio después de haber iniciado el tratamiento (Tabla
3). Aunado a esto también se observd que el porcentaje de células de memoria
efectora, disminuye significativamente a los 6 meses después del inicio del TARc

en las personas con mas de 350 CD4+ (Tabla 3).
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Tabla 3. Cambios en las subpoblaciones de linfocitos T CD8 en personas con
TARC

% de células T CD8 virgenes

Basal 3meses 6meses 1ano 2anos 3anos 4afos
Grupo 1 (< 350 CD4) 13.3 18.8 25.1 31.7* 22.2 16.4 354
Grupo 2 (>350 CD4) 16.4 23.4* 32.0%¥ 33.4* N.D. N.D. N.D.

% de Células T CD8 memoria central

Basal 3meses 6meses 1ano 2anos 3afos 4 ainos
Grupo 1 (< 350 CD4) 3.0 3.8 3.2 3.8 3.7 8.1 5.3
Grupo 2 (>350 CD4) 5.4 5.3 4.4 6.7 N.D. N.D. N.D.

% de célulasT CD8 memoria efectora

Basal 3meses 6 meses 1aio 2anos 3anos 4afos
Grupo 1 (< 350 CD4) 37.9 32.1 30.4 25.3 29.0 33.6 22.3
Grupo 2 (>350 CD4) 47.3 30.3 19.2* 30.5 N.D. N.D. N.D.

% de células T CD8 terminalmente diferenciadas

Basal 3meses 6meses 1ano 2anos 3afos 4 anos
Grupo 1 (< 350 CD4) 37.4 32.0 35.7 31.9 42.4 32.9 37.8
Grupo 2 (>350 CD4) 30.9 37.0 31.6 27.5 N.D. N.D. N.D.

*p<0.05 con respecto a la toma basal. N.D. No determinado



7.2.3 Reconstitucion de células NK y sus subpoblaciones después del inicio

del TARc.

Las células NK tienen un papel importante en la inmunidad innata ya que pueden
eliminar células infectadas. En este trabajo también evaluamos los cambios en el
porcentaje de las células NK y sus subpoblaciones después del inicio del TARc.
Los resultados no mostraron diferencias en el porcentaje de células NK en la toma
basal de los dos grupos estudiados (datos no mostrados). Como se menciono en
la introduccién, existen tres subpoblaciones de células NK bien caracterizadas
durante la infeccién por VIH: las células NK citotoxicas, NK inmunomoduladoras y
NK disfuncionales (Mavillo, et.al., 2005). De estas tres subpoblaciones estudiadas
solo encontramos diferencias en la subpoblacion de células disfuncionales, las
subpoblaciones de células NK citotoxicas e inmunomoduladoras permanecen sin
cambios después del inicio del TARc. Segun lo esperado, se observé un mayor
porcentaje de células NK disfuncionales en la toma basal de las personas con VIH,
en comparacion con las personas sin VIH (Fig. 8A). No se encontraron diferencias
significativas en el porcentaje de células NK disfuncionales entre la toma basal de
ambos grupos de estudio. El porcentaje de células NK disfuncionales en las
personas que iniciaron TARc con mas de 350 CD4 tiende a disminuir desde el

tercer mes después de haber iniciado el tratamiento (Fig 8).
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Fig. 8 Efecto del TARc en la reconstitucion de células NK. A) Porcentaje de
células NK disfuncionales antes del inicio de TARc y posterior al inicio de TARc en
el transcurso de cuatro afios de seguimiento. B) Gréfica de la mediana del
porcentaje de células NK disfuncionales en los grupos estudiados. Los puntos
representan la mediana de cada grupo en los tiempos indicados en la grafica.

7.3 Expresién de marcadores de activacion en linfocitos T CD4+ después del
inicio del TARc.

Como se menciono en la introduccion, la expresiéon de marcadores de activacion
en linfocitos T, especialmente en linfocitos T CD8+, es un buen marcador de la
progresion de la infeccidén por VIH. Sin embargo, no se conoce con exactitud el
cambio en la expresion de estos marcadores en las diferentes poblaciones de
leucocitos y si la disminucion en la expresion de estos marcadores se asocia con
una mejor reconstitucion inmunoldgica. En este trabajo se evalué la influencia del
TARcC en la expresion de marcadores de activacion crénica, como las proteinas
CD38 y HLA-DR en linfocitos T CD4, T CD8 y células NK. Para esto se determiné
el porcentaje de células positivas a CD38, HLA-DR o la expresién conjunta de las

dos proteinas.

Contrario a lo esperado, el porcentaje de linfocitos T CD4+ que expresan CD38 no

disminuye con el TARc, los resultados no muestran diferencias significativas entre
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los grupos de estudio y tampoco al comparar los datos de los tiempos del estudio

con la toma basal de cada grupo (Fig. 9).
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Fig. 9 Efecto del TARc en el porcentaje de linfocitos T CD4+ que expresan
CD38. A) Porcentaje de células CD4+ gue expresan CD38 antes del inicio de TARc
y posterior al inicio de TARc en el transcurso de cuatro afios de seguimiento. B)
Grafica de la mediana del porcentaje de células CD4+ que expresan CD38 en los
grupos estudiados. Los puntos representan la mediana de cada grupo en los
tiempos indicados en la gréfica.

Los resultados relacionados con la expresion de HLA-DR en linfocitos TCD4+
mostraron que, en la toma basal, las personas que iniciaron TARc con mas de 350
CD4+ tienen un menor porcentaje de células HLA-DR+ comparado con las
personas que iniciaron TARc con menos de 350 CD4+, el porcentaje de células
HLA-DR+ de este grupo de estudio permanecié sin cambios aln después de
haber iniciado el TARc (Fig. 10). De manera importante, se observo una
disminucién en el porcentaje de células HLA-DR+ CD4+ en el grupo de personas

que inici6 TARc con menos de 350 CD4 a partir del afio de haber iniciado el

tratamiento (Fig. 10).
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Fig. 10. Efecto del TARc en el porcentaje de linfocitos T CD4+ gque expresan
HLA-DR. A) Porcentaje de células CD4+ que expresan HLA-DR antes del inicio de
TARCc y posterior al inicio de TARc en el transcurso de cuatro afios de seguimiento.
*p<0.01 con respecto a la toma basal. B) Grafica de la mediana del porcentaje de
células CD4+ que expresan HLA-DR en los grupos estudiados. Los puntos
representan la mediana de cada grupo en los tiempos indicados en la grafica.

Finalmente, el andlisis del porcentaje de células CD4+ CD38+HLA-DR+ no mostro
diferencia significativa al comparar los datos con la toma basal ni entre los grupos

de estudio (Fig. 11).
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Fig. 11 Efecto del TARc en el porcentaje de linfocitos T CD4+ que co-expresan
CD38 y HLA-DR. A) Porcentaje de células CD4+ que co-expresan CD38 y HLA-DR
antes del inicio de TARc y posterior al inicio de TARc en el transcurso de cuatro
afos de seguimiento. B) Grafica de la mediana del porcentaje de células CD4+ que
co-expresan CD38 y HLA-DR en los grupos estudiados. Los puntos representan la
mediana de cada grupo en los tiempos indicados en la gréafica.
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7.4 Expresion de marcadores de activacion en linfocitos T CD8+ después del
inicio del TARc.

Los resultados de la expresion de marcadores de activacion en linfocitos T CD8+
mostraron que el porcentaje de células CD8+ CD38+ es mayor al porcentaje de
células CD4+CD38+ en la toma basal y a los tres meses posteriores al inicio del
TARc (Fig. 12). Esta diferencia desparece después de los 6 meses de haber

iniciado el TARc (Fig. 12)
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Fig. 12 Efecto del TARc en el porcentaje de linfocitos T que expresan CD38.
Porcentaje de linfocitos T CD4+ 6 CD8+ que expresan CD38 antes del inicio de
TARc y posterior al inicio de TARc en el transcurso de 1 afio de seguimiento.
*

p<0.01.

No se encontraron diferencias en los porcentajes de células T CD8+ CD38+ de la
toma basal entre ambos grupos estudiados (Fig. 13). De manera importante se
encontré una disminucién rapida en el porcentaje de células CD8+CD38+ después
del inicio de TARc en ambos grupos a partir de los tres meses posteriores al inicio
del TARc hasta los cuatro afios de seguimiento en las personas que iniciaron

TARc con menos de 350 CD4+ y hasta el afilo de seguimiento en las personas que
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iniciaron TARc con mas de 350 CD4+, al compararlos con la toma basal (p<0.01

para todos los tiempos estudiados (Fig. 13). No encontramos diferencias en el

porcentaje de células CD8+ HLA-DR+ en ninguno de los tiempos estudiados

(datos no mostrados).
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Fig. 13 Efecto del TARc en el porcentaje de linfocitos T CD8+ que expresan CD38.
A) Porcentaje de células CD8+ que expresan CD38 antes del inicio de TARc y posterior
al inicio de TARc en el transcurso de cuatro afios de seguimiento. B) Grafica de la
mediana del porcentaje de células CD8+ que expresan CD38 en los grupos
estudiados. Los puntos representan la mediana de cada grupo en los tiempos

indicados en la gréfica.

Por dultimo, se observd que el porcentaje de células CD8+CD38+HLA-DR+

disminuye en ambos grupos de estudio, a partir del sexto mes en las personas que

iniciaron TARc con menos de 350 CD4+ y desde el tercer mes en las personas

gue iniciaron TARc con mas de 350 CD4+, al compararlos con la toma basal de

cada grupo (p<0.01 para todos los tiempos estudiados. Fig. 14).
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Fig. 14 Efecto del TARc en el porcentaje de linfocitos T CD8+ que co-expresan
CD38 y HLA-DR. A) Porcentaje de células CD8+ que co-expresan CD38 y HLA-DR
antes del inicio de TARc y posterior al inicio de TARc en el transcurso de cuatro afos
de seguimiento. B) Grafica de la mediana del porcentaje de células CD8+ que co-
expresan CD38 y HLA-DR en los grupos de estudio. Los puntos representan la
mediana de cada grupo en los tiempos indicados en la gréafica.

7.5 Expresién de marcadores de activacion en subpoblaciones de linfocitos
T CD4+y T CD8+ después del inicio del TARc.

Las células CD38+ o HLA-DR+ en subpoblaciones de linfocitos T, son importantes
predictores de la progresion de la infeccion por VIH. La disminucion de estas
células después del inicio del TARc, es un efecto esperado para las
subpoblaciones de linfocitos. Sin embargo, nuestros resultados sélo muestran la
disminucién de células positivas para CD38 y HLA-DR en ciertas subpoblaciones
de linfocitos T (Tablas 4-7). No se encontraron diferencias entre los porcentajes de
las células CD4+ CD38+ ni de los porcentajes de las células CD4+ HLA-DR+ de la
toma basal entre ambos grupos de estudio (Tabla 4 y 5, respectivamente).
Interesantemente, se observo una disminucion transitoria del porcentaje de células
CD38+CD4+ de memoria efectora entre el sexto mes y el segundo afio de TARc

en las personas que iniciaron TARc con menos de 350 CD4+ al compararlo con la
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toma basal del grupo (Tabla 4). Se observé una disminucién similar en el
porcentaje de células CD38+ de la subpoblacién de CD4 de memoria efectora al

afio después del inicio del TARc (Tabla 4).

Tabla No. 4. Cambios en el porcentaje de células CD38+ en las
subpoblaciones de linfocitos T CDA4.

Células CD38+ (% de células T CD4 virgenes)

Basal 3 meses 6 meses 1 afo 2anos 3 anos 4 afos
Grupo 1 (<350 CD 4) 22.4 35.7 32.5 30.9 40.6 41.5 46.9

Grupo 2 (>350 CD4) 21.8 18.0 155 216 N.D. N.D. N.D.

Células CD38+ (% de células T CD4 memoria central)

Basal 3 meses 6 meses 1afo 2anos 3anfos 4 afos
Grupo 1 (<350 CD 4) 20.1 20.1 15.1 16.3 6.3 20.9 17.7
Grupo 2 (>350 CD4) 10.0 11.0 8.3 3.8 N.D. N.D. N.D.

Células CD38+ (% de células T CD4 memoria efectora)

Basal 3 meses 6 meses 1afo 2anos 3 anos 4 afos
Grupo 1 (<350 CD 4) 14.2 10.1 6.3* 7.3 3.2% 11.5 10.2

Grupo 2 (>350 CD4) 13.2 7.3 51 4.9* N.D. N.D. N.D.

Células CD38+ (% de células T CD4 terminalmente diferenciadas)

Basal 3meses 6 meses 1afio 2 afos 3 afios 4 afos
Grupo 1 (<350 CD 4) 21.5 26.7 24.1 24.2 15.5 37.8 34.7

Grupo 2 (>350 CD4) 19.0 13.4 13.1 149 N.D. N.D. N.D.

*p<0.05 con respecto a la toma basal. N.D. No determinado

El analisis de la expresién de HLA-DR en las subpoblaciones de linfocitos T CD4+

mostrdé un mayor porcentaje de células HLA-DR+ en la subpoblacion de células
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CD4 de memoria efectora (Tabla 5). EI TARc no disminuye el porcentaje de
células HLA-DR+ en las células CD4 virgenes, de memoria central ni en las
terminalmente diferenciadas, Unicamente se observo una tendencia a disminuir la
expresion de HLA-DR en la subpoblacion de células de memoria efectora a partir

del afio de haber iniciado el tratamiento (Tabla 5).

Tabla No. 5. Cambios en el porcentaje de células HLA-DR+ en las
subpoblaciones de linfocitos T CD4

Células HLA-DR+ (% de células T CD4 virgenes)

Basal 3 meses 6 meses 1afio 2 afios 3 afios 4 afios
Grupo 1 (< 350 CD 4) 6.0 4.3 4.6 1.6 6.6 1.5 34
Grupo 2 (>350 CD4) 2.8 2.3 2.2 3.6 N.D. N.D. N.D.
Basal 3 meses 6meses lafio 2afios 3afos 4afios
Grupo 1(<350CD 4) 16.6 14.4 14.2 9.3 10.2 4.7 4.5
Grupo 2 (>350 CD4) 10.2 5.2 4.3 3.7 N.D. N.D. N.D.

Células HLA-DR+ (% de células T CD4 memoria efectora)

Basal 3 meses 6 meses 1afo 2anos 3 anos 4 afos
Grupo 1 (<350 CD 4) 32.3 34.8 27.9 16.7 15.3 12.1 11.85*

Grupo 2 (>350 CD4) 36.6 13.0 114 141 N.D. N.D. N.D.

Células HLA-DR+ (% de células T CD4 terminalmente diferenciadas)

Basal 3meses 6 meses 1afio 2 afos 3 afios 4 afos
Grupo 1 (<350 CD 4) 16.9 20.6 9.7 8.0 9.9 8.7 5.0

Grupo 2 (>350 CD4) 19.7 5.8 7.3 4.5 N.D. N.D. N.D.

*p<0.01 con respecto a la toma basal. N.D. No determinado
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El estudio de las moléculas de activacion en las subpoblaciones de linfocitos T
CD8 no mostré diferencias significativas al comparar los diferentes tiempos del
estudio entre los grupos. Sin embargo, existen diferencias en el porcentaje de
células CD38+ o HLA-DR+ de las subpoblaciones de linfocitos T CD8+ al
comparar los diferentes tiempos del estudio con la toma basal de cada grupo, lo
gue hace evidente el efecto del TARc en la disminucion de los marcadores de
activacion en las subpoblaciones de linfocitos T CD8+ (Tablas 6 y 7). Los
resultados mostraron una disminucion significativa del porcentaje de células
CD38+CD8+ virgenes después del inicio del TARc en las personas que iniciaron
TARc con menos de 350 CD4+ a patrtir del primer afio de tratamiento (p<0.01 con
respecto a la basal). El analisis de las otras subpoblaciones de linfocitos T CD8+
mostré una disminucion significativa de las células CD38+ CD8+ después del

inicio del TARc en ambos grupos de estudio (Tabla 6).
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Tabla No. 6. Cambios en el porcentaje de células CD38+ en las
subpoblaciones de linfocitos T CD8.

Células CD38+ (% de células T CD8 virgenes)

Basal 3 meses 6 meses 1afo 2afos 3afios 4 afios
Grupo 1 (< 350 CD 4) 22.8 22.9 14.3 12.5* 7.8* 13.7 11.5
Grupo 2 (>350 CD4) 24.3 17.3 14.25 134 N.D. N.D. N.D.
Células CD38+ (% de células T CD8 memoria central)

Basal 3 meses 6meses 1afio 2 afios 3 afios 4 afios
Grupo 1 (<350 CD 4) 60.3 28.8* 24.1* 17.1* 17.5% 12.9* 8.6*
Grupo 2 (>350 CD4) 61.0 34.7% 19.5*% 16.1%* N.D. N.D. N.D.
Células CD38+ (% de células T CD8 memoria efectora)

Basal 3meses 6 meses 1afio 2 aflos 3 afios 4 afios
Grupo 1 (<350 CD 4) 57.2 29.6* 19.0* 15.2%* 14.7* 14.3*  10.6*
Grupo 2 (>350 CD4) 65.9 31.0* 22.3* 18.3* N.D. N.D. N.D.
Células CD38+ (% de células T CD8 terminalmente diferenciadas)

Basal 3 meses 6meses lafio 2afios 3aflos 4 afios
Grupo 1 (<350 CD 4) 41.9 29.9*% 17.8* 14.6* 5.3* 27.6  12.5*

Grupo 2 (>350 CD4) 66.3 32.2* 25.9* 18..9* N.D. N.D. N.D.

*p<0.01 con respecto a la toma basal. N.D. No determinado

Finalmente, las células CD8+ HLA-DR+ de las subpoblaciones, no mostraron
diferencias significativas al comparar los datos de la toma basal de los grupos, ni
después del inicio del TARc. Interesantemente, solo se encontré una disminucién
significativa de las células CD8+ HLA-DR+ de memoria central, a partir de los seis
meses de haber iniciado el TARc, en el grupo personas que iniciaron TARc con

menos de 350 CD4+ (p<0.01 con respecto a la toma basal, tabla 7).



Tabla 7. Cambios en los porcentajes de células HLA-DR+ en subpoblaciones
de linfocitos T CD8.

Células HLA-DR+ (% de células T CD8 virgenes)

Basal 3meses 6 meses 1aho 2 aflos 3 afios 4 afos
Grupo 1 (< 350 CD 4) 11.3 7.1 9.8 5.8 7.6 4.9 4.0
Grupo 2 (>350 CD4) 7.1 5.4 4.6 6.2 N.D. N.D. N.D.
Basal 3meses 6meses lafio 2afios 3afios 4 afios
Grupo 1 (< 350 CD 4) 45.0 43.6 28.9% 28.0* 23.5% 13.6*  19.1*
Grupo 2 (>350 CD4) 55.0 27.2 211 127 N.D. N.D. N.D.
Basal 3meses 6meses lafio 2aflos 3afios 4 afios
Grupo 1 (< 350 CD 4) 49.0 46.4 28.1 245 20.5 14.4 19.9

Grupo 2 (>350 CD4) 65.2 23.3 28.7 22.0 N.D. N.D. N.D.

Células HLA-DR+ (% de células T CD8 terminalmente diferenciadas)

Basal 3 meses 6 meses 1 afio 2 afios 3 afios 4 afios
Grupo 1 (<350 CD 4) 36.3 38.0 22.35 15.0 16.1 17.9 12.4

Grupo 2 (>350 CD4) 48.1 12.6 141 138 N.D. N.D. N.D.

*p<0.01 con respecto a la toma basal. N.D. No determinado

7.6 Expresion de marcadores de activacion en células NK después del inicio

del TARcC.

Para determinar los cambios en la expresion de marcadores de activacion en las
células NK se realizaron graficas del porcentaje de células NK que expresan

marcadores de activacion como CD38, CD69 y HLA-DR. En general, no se
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encontré disminucion o cambios en los porcentajes de las células NK que
expresan marcadores de activacion a ningun tiempo analizado después del inicio
del TARc. No se encontraron diferencias de los porcentajes de células CD38+ de
las subpoblaciones de células NK entre los grupos de estudio (Fig. 15). Se
observéd también que el TARc Unicamente disminuye el porcentaje de células NK
disfuncionales CD38+ a patrtir del sexto mes después de iniciar el TARc y en el
grupo de personas con menos de 350 CD4, al compararlo con la toma basal (Fig.
15C). En contraste, esta disminucion no se observé en el grupo de personas que

iniciaron el TARc con mas de 350 CD4 (Fig. 15C).
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Fig. 15 Efecto del TARc en el porcentaje de células NK citotéxicas que
expresan CD38. A) Porcentaje de células NK citotoxicas que expresan CD38 antes
del inicio de TARc y posterior al inicio de TARc en el transcurso de cuatro afios de
seguimiento. B) Porcentaje de células NK inmunomoduladoras que expresan CD38
antes del inicio de TARc y posterior al inicio de TARc en el transcurso de cuatro
afos de seguimiento. C) Porcentaje de células NK disfuncionales que expresan
CD38 antes del inicio de TARc y posterior al inicio de TARc en el transcurso de
cuatro afios de seguimiento. *p<0.01 con respecto a la basal. Circulos negros =
grupo de personas que iniciaron TARc con menos de 350 CD4 céls /ul. Circulos
abiertos = grupo de personas que iniciaron TARc con mas de 350 CD4 céls /ul.

El analisis del porcentaje de las células CD69+ de las subpoblaciones de células
NK muestra que solo el 20% de células de cada subpoblacién expresa este
marcador y, a pesar de representar un bajo porcentaje de cada subpoblacién se
encontraron cambios importantes (Fig. 16). El porcentaje de células NK citotoxicas
CD69+ de la toma basal es mayor en las personas que iniciaron TARc con menos
de 350 CD4+ en comparacién con las personas que iniciaron TARc con mas de
350 CD4+ (Fig.16). Sin embargo, no se encontraron cambios en el porcentaje de
células NK CD69+ después del inicio del TARc (Fig.16). Tanto las células NK
inmunomoduladoras CD69+ como las células NK disfuncionales CD69+, no
muestran diferencias en la toma basal de los grupos de estudio y tampoco al
comparar los diferentes tiempos después del inicio de TARc con la toma basal, en

ambas subpoblaciones (Fig. 16).
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Fig. 16 Efecto del TARc en el porcentaje de células NK que expresan CD69. A)
Porcentaje de células NK citotoxicas que expresan CD69 antes del inicio de TARc y
posterior al inicio de TARc en el transcurso de cuatro afios de seguimiento. *p<
0.0465. B) Porcentaje de células NK inmunomoduladoras que expresan CD69 antes
del inicio de TARc y posterior al inicio de TARc en el transcurso de cuatro afios de
seguimiento. C) Porcentaje de células NK disfuncionales que expresan CD69 antes
del inicio de TARc y posterior al inicio de TARc en el transcurso de cuatro afios de
seguimiento. *p<0.01 entre los grupos de estudio. Circulos negros = grupo de
personas que iniciaron TARc con menos de 350 CD4 céls /ul. Circulos abiertos =
grupo de personas que iniciaron TARc con mas de 350 CD4 céls /pl.

menos de 350 céls/ul

Finalmente el porcentaje de células HLA-DR+ de las subpoblaciones de células

NK, no mostr6 diferencia significativa al hacer la comparacion entre los grupos de

estudio. Al comparar los porcentajes de células HLA-DR+ de los diferentes
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tiempos después del inicio del TARc con la toma basal, tampoco se encontr

diferencia significativa (Fig. 17).
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Fig. 17 Efecto del TARc en el porcentaje de células NK citotéxicas que
expresan HLA-DR. A) Porcentaje de células NK citotoxicas que expresan HLA-DR
antes del inicio de TARc y posterior al inicio de TARc en el transcurso de cuatro
afios de seguimiento. B) Porcentaje de células NK inmunomoduladoras que
expresan HLA-DR antes del inicio de TARc y posterior al inicio de TARc en el
transcurso de cuatro afios de seguimiento. C) Porcentaje de células NK
disfuncionales que expresan HLA-DR antes del inicio de TARc y posterior al inicio
de TARc en el transcurso de cuatro afios de seguimiento. Circulos negros = grupo
de personas que iniciaron TARc con menos de 350 CD4 céls /ul. Circulos abiertos =
grupo de personas que iniciaron TARc con méas de 350 CD4 céls /pl.
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8.0 Discusion de resultados.

Con el inicio del TARc en nuestros grupos de estudio se genero la reconstirucion
de los linfocitos T CD4+ aunque en uno de los grupos esta reconstitucion fue mas
apreciable, por otro lado el porcentaje de linfocitos T CD8+ y contrario a lo
esperado no disminuyo significativamente incluso después de un afio de haber
iniciado el TARc.

En cuanto a las células NK, se observé un incremento en elporcentaje de células
NK CD567/CD16" y que no disminuye después de varios afios de uso del TARc.

No se mostré una disminucion en el porcentaje de células T CD4 positivas para los
marcadores de activacion que estudiamos (CD38 y HLA-DR) después de la
administracion del TARc, ni después de varios afios de uso.

Sin embargo en linfocitos T CD8 se observd una clara disminucion del porcentaje
de las células positivas para CD38, lo que nos estaria indicando el éxito del TARCc.
Finalmente y de acuerdo a los resultados de esta tesis, al no ver una clara
disminucién de la activacién en linfocitos T CD4, podemos decir que el conteo de
linfocitos T CD4 con el que se inicie el TARc no impacta en la expresién de

marcadores de activacion de esta poblacion.
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8.1 Reconstitucion de linfocitos T y células NK

8.1.1 La reconstitucion de linfocitos T CD4+ después del inicio del TARc
depende del numero de linfocitos T CD4+ con el que se haya iniciado el
tratamiento.

Se ha considerado que para hablar de éxito en la terapia antirretroviral, el niUmero
de linfocitos T CD4+ tiene que aumentar entre 50 y 100 células/mL por afio
después del inicio del TARc hasta que el numero de linfocitos T CD4+ se
estabiliza varios afios después (WHO, 2000; OARAC, 2011). Este aumento es
mucho mas evidente en los primeros meses después de que se inicio el TARc por
la redistribucion de células T CD4+ de tejidos linfoides a sangre periférica por lo
que, en promedio, durante estos meses se ve un incremento de 100 a 150
células/mL (WHO, 2000; OARAC, 2011).

Se ha mostrado que, si el inicio del TARc es en etapas tempranas de la infeccion,
hay una mejor reconstitucion de células del sistema inmune (Jhonsson et.al.,
2011; Paci, et.al. 2011). En diversos estudios, se ha observado que al iniciar el
tratamiento con un conteo de linfocitos T CD4+ mayor a 350cel/uL se tiene una
mejor reconstituciéon al compararla con personas que iniciaron el tratamiento por
debajo de este numero (Egger, et.al., 2009; When To Start Consortium, 2009).

En esta tesis se observd una reconstitucion de linfocitos T CD4 posterior al inicio
del TARc en ambos grupos, sin embargo se mostr6 un mayor porcentaje de
linfocitos T CD4+ en el grupo con mas de 350 CD4+ a los tres meses después del
inicio del TARc (44.0%; 32.6%-60.9%), esta mejor reconstitucion se mantiene
hasta los 6 meses después del inicio del TARc (60.9%; 18.7-73.0%). El grupo con
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menos de 350 CD4+ mostré una reconstitucion menor alos tres y seis meses
después del inicio del TARc (20.6%; 7.5%-52.2% y 26.1%; 9.45%-60.2%
respectivamente).

Esta diferencia, puede deberse a: 1) una falla en el timo, sitio donde se generan
los linfocitos T. (Takahama, 2006) y 2) la activacion inmunoldgica cronica. Por un
lado, se sabe que en la infeccion por el VIH el timo presenta una disminucion en
su funcion, determinada por una disminucion de la proliferacion intratimica, asi
como de la liberacion de células nuevas a sangre periférica; aunque no se sabe la
causa exacta se piensa que la disminucion de su funcion esta asociada a la
replicacion del virus. (Dion, et.al., 2004). Esta disminucion funcional del timo
impacta directamente en la produccion de linfocitos T CD4 virgenes nuevos y, ésta
a su vez, en las demas subpoblaciones de linfocitos T CD4+ (Douek, 2004).
Aunque se ha demostrado que algunas personas recuperan la funcion timica
después del inicio del TARc, la recuperacién es progresiva por lo que, como
consecuencia, puede llevar a una reconstitucion mas lenta a personas con
infeccion avanzada (Benveniste, et.al., 2005).

Por otro lado, la activaciébn inmune cronica persiste aun después del inicio del
TARc y mantiene la sobreexpresion de factores de adhesion, impidiendo que los
linfocitos T CD4 sean liberados de tejidos linfoides secundarios a sangre periférica
(Piconi, et.al. 2010).

Cualquiera de estos factores puede interferir en la reconstitucion inmunolégica
después del inicio del TARc, es necesario por tanto realizar experimentos
especificos que ayuden a determinar cual de estos factores tienen mas peso en la
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reconstitucion de linfocitos T CD4, dependiendo del nimero de CD4 con que se
inicie el TARc. Se ha mostrado que la reconstitucion es mucho mas apreciable
afos después del inicio del TARc por lo que seria necesario un seguimiento por un
mayor numero de afios para observar como reconstituye cada grupo y si existen
diferencias entre ellos, para motivos de este trabajo el seguimiento que se dio fue

el adecuado.

8.1.2 Las infecciones oportunistas pueden contribuir al aumento de
linfocitos T CD8+ en la infeccion por el VIH.

En la infeccion por el VIH el aumento de los linfocitos T CD8 solo es apreciable
durante la fase aguda de la infeccibn, después de ésta disminuyen
considerablemente y se mantienen asi durante la fase crénica (Pantaleo et.al.,
1997). Durante una infeccion en el organismo se desarrolla la respuesta inmune
adaptativa, en la que los linfocitos T CD8 virgenes se diferencian hacia células de
memoria central y células efectoras (Wherry y Ahmed, 2004). Algunos de los
linfocitos T CD8 de memoria central proliferan y se diferencian en linfocitos T CD8
de memoria efectora, los cuales tienen una menor capacidad proliferativa y una
gran capacidad citotéxica (Kaech, et.al., 2002). Durante la fase aguda de la
infeccién por el VIH hay una gran cantidad de linfocitos T CD8 de memoria
efectora, lo cuales contribuyen importantemente con el control de la infeccion
durante esta fase (Addo, et.al., 2007). Sin embargo, al entrar a la etapa cronica
cuando se da el control parcial de la replicacion viral, el nimero de linfocitos T
CD8 de memoria efectora disminuye considerablemente, aunque hay una
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regeneracion constante de estos linfocitos y por este motivo se encuentran
aumentados al compararlos con personas sin VIH (Kalia, et.al., 2010).

Los linfocitos T CD8 en la infeccion por el VIH no han sido utilizados como
marcadores de progresion, ya que tienden a variar durante el transcurso de la
infeccion, aunque se ha visto que hay un incremento comparado con las personas
sin VIH, no se esperaba encontrar diferencias en el porcentaje de linfocitos T CD8
totales al comparar nuestros grupos de estudio. Sin embargo, se encontré un
mayor porcentaje de linfocitos T CD8 totales antes del inicio del TARc en el grupo
con menos de 350 CD4+, (64.2%; 34.7-87-7%) en comparacioén con el grupo con
mas de 350 CD4+ (42.6%; 27.4- 62.8%), que no concuerda con lo esperado.

Una posible explicacién a esto puede ser que, mientras mas avanza la infeccion
por el VIH, (grupo con menos de 350 CD4+), las personas son mas susceptibles a
gue se desarrolle una co-infeccion. Una de las mas estudiadas es la infeccion por
CVM (Citomegalovirus) que se manifiesta en la etapa tardia de la infeccién por el
VIH. Se estima que mas del 60% de la poblacion mundial ha estado expuesta a
este virus (Rafailidis, et.al.,2008), sin embargo en personas inmunocompetentes
no hay manifestaciones clinicas aparentes, por lo que regularmente pasa
desapercibido (Wreghitt, et.al., 2003). Por otro lado puede haber una reactivacion
de la infeccién cuando hay alguna inmunodeficiencia, y que es caracteristico en
personas con bajo conteo de linfocitos T CD4+ (Sinclair y Sissons, 2006). El
sistema inmune trata de controlar esta infeccion y hay un aumento de linfocitos T
CD8+ virus especificos para CMV (Batrret, et.al., 2012), por lo que en el grupo con
menos de 350 CD4+, esta contribucion por una posible infeccion con CMV, seria

74



la causa de encontrar un mayor porcentaje de linfocitos T CD8+, en comparacion

con el grupo con menos de 350 CD4.

8.1.3 El porcentaje de linfocitos T CD8+ totales no disminuye después del
inicio del TARc.

Después del inicio del TARc los linfocitos T CD8 totales tienden a disminuir
rapidamente, principalmente los linfocitos T CD8 de memoria efectora (Casazza,
et.al., 2001). Aunque se ha mostrado que la replicacion viral residual, que es la
minima replicacion viral que existe después del uso del TARc, contribuye con la
estimulacién de linfocitos T CD8 de memoria efectora (Benito, et.al., 2004).

Al mismo tiempo de la disminucién de los linfocitos T CD8 de memoria efectora se
observa la reconstitucion de linfocitos T CD8 virgenes, aunque esta reconstitucion
es lenta (Tiba, et.al., 2012). Estos dos sucesos, la disminucion de linfocitos T CD8
de memoria efectora y la reconstituciéon de linfocitos T CD8 virgenes, mantienen
estable el numero de linfocitos T CD8 totales después de que se inicio el TARCc.

En esta tesis se observo esta tendencia, una disminucién gradual del porcentaje
de los linfocitos T CD8 de memoria efectora aunado a la reconstitucién paulatina
de linfocitos T CD8 virgenes en ambos grupos de estudio, y no se mostraron
diferencias en el porcentaje de linfocitos T CD8+ totales, después de iniciar el

TARC.
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8.1.4 Las células NK CD56/CD16" aumentan conforme progresa la infeccion
por el VIH.

Las células NK CD56/CD16" que se han denominado como NK disfuncionales
son una poblacion de células NK que se genera so6lo en infecciones crénicas como
la causada por el VIH y que se ven aumentadas durante la fase crénica de la
infeccion (Alter, et.al., 2005). Las células NK disfuncionales tienen una menor
produccion de citocinas y menor capacidad citotoxica (Mavilio, et.al., 2005; Alter,
et.al., 2005; Lucia, et.al., 1995).

Lo anterior concuerda con nuestros resultados ya que en nuestros grupos de
estudio se observo una mayor cantidad de células NK CD56/CD16" comparadas
con personas sin VIH, asi mismo se observé una mayor cantidad de éstas células
en el grupo con menos de 350 CD4, grupo en etapas avanzadas de la infeccion.
Después del inicio del TARc, no se mostré una disminucion de células NK
disfuncionales lo que nos podria indicar que, a pesar del control de la infeccién, las
células NK tardan en recuperar su homeostasis y funcionalidad mas de 4 afos.
Pese a que otros estudios relacionan la pérdida de las células NK citotdéxicas con
el aumento de las células NK disfuncionales (De Maria, et.al., 2003), nuestros
resultados no mostraron claramente esta relacibn. Se observd una gran
variabilidad entre los datos, por lo que se ha considerado aumentar el nimero de

personas de cada grupo, asi como las personas sin VIH.
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8.2 Efecto del TARc en la activacion Cronica

8.2.1 Los linfocitos T CD4+CD38+ no disminuyen después del inicio del TARc
pero si los linfocitos T CD4+HLA-DR+.

Como se menciono en la introduccion, la activacion crénica es un marcador de la
cronicidad de la infeccion por VIH (Boasso y Shearer, 2008). La expresion HLA-
DR y de CD38 en linfocitos TCD8 y CD4 se correlaciona positivamente con la
carga viral en personas sin TARc (Coetzee, et.al., 2009). Al dia de hoy, también se
ha propuesto que, aun en personas con TARcC existe una activaciéon cronica
residual (Jain et.al., 2013). La causa y funcion de la expresion de HLA-DR y de
CD38 en linfocitos, durante la infeccion por VIH es aun desconocida. Los linfocitos
T CD4+ expresan transitoriamente moléculas de HLA-DR en su superficie cuando
se encuentran activados. Aunque no se sabe a ciencia cierta la funcion de HLA-
DR en los linfocitos T CD4+ (Holling, et.al., 2002). Al iniciar el TARc, hay una
disminucién en la expresion de HLA-DR que esta asociada al control de la
replicacion viral (Uglietti,et.al., 2012).

Por otro lado CD38 es una ectoenzima que genera compuestos necesarios para la
movilizacion de calcio intracelular, necesario para proceso de activacion y
proliferacion celular. Normalmente en células en reposo expresa en muy bajas
cantidades, sin embargo en linfocitos activados aumenta su expresion en
membrana plasmatica (Savarino, et.al., 2000). Se ha mostrado que, en infecciones
cronicas como la producida por el VIH, los linfocitos T sobre-.expresan CD38 y
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esta expresion correlaciona positivamente con la progresion de la infeccion (Chun,
et.al., 2003).

Existe discrepancia en cuanto a la expresion de estas moléculas, después del
inicio del TARc; por un lado se ha mostrado una disminucién importante en la
cantidad de células positivas para esta molécula (Almeida, et,al., 2004), mientras
que, por otro lado, reportes distintos han mostrado que la expresion de estas
proteinas permanece aumentada después del inicio del TARc al compararse con
personas sin VIH (1. Hunt, et.al., 2003; 2.Uglietti, et.al., 2012;).

Mientras que los primeros autores indican que la estimulacién antigénica es la
principal causa de la activacion celular, y que por lo tanto el control de la viremia
después del inicio del TARc logra disminuir la activacion celular (James, et.al.,
2000). Otros autores han mostrado que, después del inicio del TARc, hay una
sobreproduccion de citocinas que contribuyen con la activacion celular (Brazille,
et.al., 2003; Imami, et.al., 1999). Se han propuesto otros factores que contribuyen
a la activacion residual durante el TARc, como las co-infecciones y posiblemente
la constante translocacion de productos bacterianos debido a una restauracion
incompleta de la mucosa intestinal, (Guadalupe, et.al., 2006; Marchietti, et.al.,
2008; Gonzalez, et.al., 2009; Villacres, et.al., 2001).

En esta tesis pudimos observar solo la disminucion de linfocitos T CD4+HLA-DR+
a diferencia de los linfocitos CD4+CD38+ que no mostraron cambios, aunque aun
no encontramos una posible explicacion a este fendmeno, pues la expresion de
ambos marcadores es inducida practicamente por las mismas moléculas, dentro
de ellas citocinas como el Interferon-gamma (INF-y) e Interleucina 4 (IL-4) asi
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como por la estimulacién antigénica (Sandoval y Santos, 2005). Por lo que

continuamos en la busqueda de una explicacion.

8.2.2 El porcentaje de linfocitos T CD8+CD38+ disminuye al igual que en las
subpoblaciones.

Al perderse la estimulacion antigénica por el uso del TARc, la disminucién de la
activacion en las células del sistema inmune es un efecto esperado. Como se ha
mostrado en otros reportes, el porcentaje de linfocitos T CD8+CD38+ y de CD38
en sus subpoblaciones después del inicio del TARc disminuye significativamente
(Benito, et.al., 2005). A pesar de que la expresiéon de CD38 en linfocitos T CD8+
se ha asociado con el éxito o la falla del TARc (Tilling, et.al., 2002; Onlamoon,
et.al., 2005), se ha mostrado que, aun después de varios afios de tomar el TARc,
hay un mayor porcentaje de células CD8+CD38+ en comparacion con personas
sin VIH (Benito, et.al., 2004).

En esta tesis pudimos observar la disminucion de las células CD8+CD38+
después del inicio del TARc lo que podria deberse, como ya se menciond, a la
pérdida de la estimulacién antigénica por el control de la infeccion derivada del
TARc. Los resultados de este trabajo también muestran que hay una mayor
cantidad de células T CD8+CD38+ después del inicio del TARc, en ambos grupos
de estudio en comparacion con personas sin VIH. Por lo que nuestros resultados

concuerdan con lo ya reportado.
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8.2.3 El momento en el que se inicie el TARc no afecta la expresion de
marcadores de activacion en linfocitos T CD4+.

De acuerdo a los resultados de este trabajo, hemos llegado a la conclusion de que
el momento en el que se inicie el TARc, no impacta de forma clara en la activacion
de los linfocitos T CD4, en nuestros grupos de estudio, aunque se haya visto la
disminucién de células HLA-DR+ de esta poblacion. Por otro lado se vio una clara
disminucién en la activacion de linfocitos T CD8+, relacionado con la disminucion
de células CD38+ de esta poblacion. Por lo que concordando con varios estudios,
la células CD8+CD38+ pueden indicarnos, antes del tratamiento la progresion de
la infeccion por el VIH y posterior al tratamiento, el éxito o la falla del mismo.

Es importante mencionar que incluso después del uso del TARc, hay una gran
cantidad de células activadas, como ya se menciond, que pueden contribuir con la
falla del TARc, afectar la reconstitucion e incluso contribuir con la progresion hacia
SIDA. Por lo que en afios recientes se ha determinado iniciar el TARc, con un
conteo de linfocitos T CD4+ por arriba de las 500 cél/uL, con la finalidad de evitar
primero, una gran pérdida de linfocitos T CD4 y segundo la activaciébn inmune

cronica.
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9.0 Conclusion

El momento en el que se inicia el TARc tiene impacto en la reconstitucion de
células del sistema inmune, mientras mas temprano en la infeccion se inicie, se
observa una reconstitucion mas rapida. Principalmente observamos un aumento
de linfocitos T CD4+ totales, de linfocitos T CD4+ virgenes y de memoria central.
Contrariamente no encontramos relacién entre el momento en que se inicié el
TARc y una disminuciébn mas rapida de la hiper-activacion celular, por lo que
iniciar el TARc con mas de 350 CD4+ o menos de éste niUmero no tiene relevancia
en los cambios mostrados en la activacion celular.

La activacion en células NK no mostr6 cambios incluso al compararlo con la
muestra sin VIH, debido a que las células NK presentan altos niveles basales de
las moléculas de activacion estudiadas.

Hay un aumento de células NK disfuncionales en ambos grupos de estudio,
podemos decir que la infeccion crénica por el VIH provoca la pérdida de
funcionalidad de células NK y éstas no recuperan su funcionalidad incluso varios
afos después de haber iniciado el TARc.

El aumento en el nimero de personas reclutadas para cada grupo de afios podria
ayudar a disminuir la variabilidad entre los resultados. El seguimiento por un

mayor numero de afios nos permitiria una mejor observacion de los cambios

mostrados tanto en la reconstitucibn como en la activacion celular.
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