mNIlP.lUNM AUTONOMA § 1 )
My 7 L g |

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
PROGRAMA DE DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS

PAPEL DE LA ESTIMULACION POR TLRs EN EL
ESTABLECIMIENTO DE LA RESPUESTA INMUNE CITOTOXICA
EN LA INFECCION POR VIH-1

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

PRESENTA:
LETICIA KURI CERVANTES

TUTOR PRINCIPAL:
DR. GUSTAVO REYES TERAN
FACULTAD DE MEDICINA

COMITE TUTOR:
DR. ENRIQUE ORTEGA SOTO
DR. EDUARDO GARCIA ZEPEDA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

MEXICO, D.F. MAYO DE 2014



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



a continual Ylight from wonden.

Albert Einstein

you'll land among the stans. "

Norman Vincent Peale



Agradecimientos

Dr. Gustavo Reyes Teran... Gracias por darme la oportunidad de volver y el orgullo de
formar parte de tu grupo de trabajo. Gracias por tu apoyo y confianza siempre... que este
sea el inicio de muchos éxitos en conjunto.

Dr. Santiago Avila y Biol. Gonzalo Salgado... Santi y Gonz, muchisimas gracias por su
apoyo, critica, discusioén, orientacién, correccion, conocimiento y, sobre todo, confianza.
Esto no se podria haber hecho (y deshecho) sin ustedes.

A los médicos del CIENI, en particular al Dr. Akio Murakami, Dr. Paul Flores, Dr. Fernando Silva,
Dra. Maria Gémez-Palacio, Dra. Karla Romero y Dra. Yetlanezi Vargas, por su apoyo en el
reclutamiento de pacientes. A la Dra. Perla del Rio por el manejo de los individuos controladores
estudiados en este trabajo.

A todo el departamento de diagnéstico virologico, recepcién y personal administrativo por su apoyo
en el manejo del Protocolo, toma y procesamiento de muestras, compras e innumerables tramites
que solo pudieron realizarse con su ayuda. En especial, mil gracias Zeidy, Sandra Zamora y Lalo.

A Christopher Ormsby, Candela Iglesias y Joel Vazquez por su apoyo, critica, discusion y revision
de mi trabajo.

A los estudiantes y técnicos del CIENI —mis amigos- por su increible ayuda en procesamiento de
muestras, seminarios e incontables horas de compafiia y apoyo.

Al Dr. Enrique Ortega Soto y Dr. Eduardo Garcia Zepeda por su asesoria académica como parte de
mi comité tutoral. Dr. Enrique, gracias en especial por su apoyo a lo largo de tanto tiempo.

A los miembros del jurado por su revision, comentarios y discusion de este trabajo.

A la Universidad Nacional Autébnoma de México y al Programa de Doctorado en Ciencias
Biomédicas por su apoyo en la realizacién de este trabajo.

Al Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias donde se realizo este trabajo.

A CONACYT por su apoyo econémico (Becario #221564).

A todas las personas que voluntariamente decidieron formar parte de esta
investigacion. Este trabajo es para ustedes.

Este trabajo fue financiado por CONACYyT, Fundacion México Vivo, ICyTDF (PIRIVE09-18) y la
Comision de Equidad y Género de la H. Camara de Diputados.



Abreviaturas Utiles

APC, aloficoeritrina

ACTB, B-actina

CD, cluster de diferenciacion

CV, carga viral

DC, célula dendritica

DNA, acido desoxirribonucleico

FITC, fluorescein isotiocianato

GALT, tejido linfoide asociado a mucosa intestinal
HLA, antigeno leucocitario humano

HPRT, hipoxantina-guanin fosforribosiltransferasa
IFN, interferon

IL, interleucina

IP-10, proteina inducida por interferon

LPS, lipopolisacarido

NCR, receptores de citotoxicidad natural

NK, (células) asesinas naturales

PAMP, patrén molecular asociado a patégenos
PBMCs, células mononucleares de sangre periférica
PE, ficoeritrina

RNA, &cido ribonucleico

MRNA, acido ribonucleico mensajero

gRT-PCR, reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa
sCD14, CD14 soluble

SIDA, sindrome de inmunodeficiencia adquirida
SIV, virus de inmunodeficiencia de simios

TAR, tratamiento antirretroviral

TGF, factor de crecimiento tumoral

TLR, receptor tipo Toll

TNF, factor de necrosis tumoral

VIH, virus de la inmunodeficiencia humana



Indice

indice de Figuras
indice de Tablas

- Resumen
1 Introduccion
1.1 Infeccion por VIH y SIDA
1.1.1 Impacto global
1.1.2 VIH-1: Ciclo de replicacion
1.1.3 Historia natural y respuesta inmunologica
1.2 Activacion inmunoldgica
1.3 Receptores tipo Toll y su papel en la infeccion por VIH-1/SIDA
1.4  Células NK
1.4.1 Generalidades
1.4.2 Papel de las células NK en la infeccion por VIH-1
1.4.3 Cambios en las células NK durante la infeccion por VIH-1
2 Planteamiento del problema
3 Hipotesis
4 Objetivos
4.1  Objetivo General
4.2  Objetivos Particulares
5 Metodologia
6 Resultados
6.1  Caracteristicas de la cohorte estudiada
6.2  Frecuencias de subpoblaciones leucocitarias: inmunofenotipificacion
6.3  Expresion de TLRs
6.3.1 Cuantificacion de mRNA en PBMC totales
6.3.2 Expresion en subpoblaciones leucocitarias: inmunofenotipificacion
6.4  Caracterizacion del estado inflamatorio
6.4.1 Expresion de marcadores de activacion en subpoblaciones
leucocitarias: inmunofenotipificacion
6.4.2 Cuantificacién de biomarcadores de inflamacién y translocacién
bacteriana
6.4.3 Cuantificacion de citocinas
6.4.4 Asociacion entre la expresion de TLRs, activacion inmunoldgica e
inflamacion
6.4.5 Perfiles inflamatorios y progresion a SIDA
7 Discusion
7.1 Lainfeccion por VIH-1 afecta la frecuencia de poblaciones leucocitarias
7.2 Expresion diferencial de TLRs en poblaciones leucocitarias

17

18

18

19

24
26

34
35

47

60
63
69
75

81
82



10

11

7.3
7.4

Activacion inmunolégica
Caracterizacion del estado inflamatorio en la infeccién por VIH-1.:
desregulaciéon inmunolégica

Conclusiones

Perspectivas

Referencias

Apéndices

111
11.2
11.3

Resultados detallados de analisis multivariado

Resultados detallados de la cuantificacion de citocinas

Publicacion: Kuri-Cervantes, L. Salgado Montes-de Oca, G., Avila-Rios,
S., Hernandez-Juan, R., Reyes-Teran, G. 2014. NK cell activation is
associated with HIV-1 disease progression. J Leukoc Biol. 2014 Jan 7.
[Epub ahead of print]

95
104

112

117

119

138
141

143

Vi



Indice de Figuras

#  Descripcion Pag.
1.1 Prevalencia de adultos que viven con VIH a nivel mundial 1
1.2 Genomadel VIH-1 2
1.3  Esquema de la estructura de VIH-1 2
1.4  Representacion esquematica del ciclo de replicacion del VIH-1 3
1.5  Historia natural de la infeccion por VIH-1 6
6.1  Caracteristicas clinicas de los individuos con VIH-1 analizados. A) Distribucion 25

de valores de CV. B) A) Cuentas de linfocitos T CD4". C) Correlacion de CV y
cuentas de linfocitos T CD4". D) Correlacion de meses en TAR con cuentas de
linfocitos T CD4"en el grupo de individuos TAR".

6.2  Distribucion de DC convencionales y plasmacitodes en individuos con VIH-1y 27
donadores sin VIH-1. A) Estrategia de andlisis de citometria de flujo. B) Frecuencia
de DC convecionales y C) plasmacitoides.

6.3  Distribucion de células NK en individuos con VIH-1y donadores sin VIH-1. A) 29
Estrategia de andlisis de citometria de flujo. B) Frecuencia de células NK CD56%"™
CD16". C) Frecuencia de células NK CD56™" CD16". D) Frecuencia de células NK
CD56° CD16".

6.4  Distribucion de linfocitos T CD4" y CD8" en individuos con VIH-1y donadores 31
sin VIH-1. A) Estrategia de andlisis de citometria de flujo. B) Porcentaje de
linfocitos T CD4". C) Porcentaje de linfocitos T CD8".

6.5  Distribucion de subpoblaciones de linfocitos T CD4" y CD8" en con VIH-1y 32
donadores sin VIH-1.

6.6  Expresion relativa de mRNA de TLRs en PBMC totales de individuos 34
infectados con VIH-1 vs. donadores sin VIH-1.

6.7  Expresion de TLRs en DC en con VIH-1y donadores sin VIH-1. 36

6.8  Expresion de TLRs en células NK CD56°™ CD16" en con VIH-1 y donadores sin 38
VIH-1.

6.9 Expresion de TLRs en células NK CD56°"™ CD16  en individuos con VIH-1y 39
donadores sin VIH-1.

6.10 Expresion de TLRs en células NK CD56° CD16" en individuos con VIH-1y 40
donadores sin VIH-1.

6.11 Expresion de TLRs en linfocitos T CD4" en individuos con VIH-1y donadores 43
sin VIH-1.

6.12 Expresion de TLRs en linfocitos T CD8" en individuos con VIH-1 y donadores 44
sin VIH-1.

6.13 Asociacion de células TLR3" y meses de TAR en células citotdxicas. 47

6.14 Expresion de marcadores de activacion en linfocitos T CD4" y CD8" en 48
individuos con VIH-1y donadores sin VIH-1.

6.15 Expresion de marcadores de activacion en subpoblaciones de linfocitos T CD4" 50
y CD8" en individuos con VIH-1y donadores sin VIH-1.

6.16 Expresion de marcadores de activacion en DC convencionales y plasmacitodes 50
en individuos con VIH-1y donadores sin VIH-1.

6.17 Expresion de marcadores de activacion en individuos con VIH-1 y donadores 53
sin VIH-1.. Ejemplos representativos de la expresion de CD86 en DC
convencionales (A), y CD80 (B) y CD86 en DC plasmacitoides (C).

6.18 Expresion de marcadores de activacion en células NK en individuos con VIH-1 56

y donadores sin VIH-1.. Porcentaje de células NK CD38" (A), CD38" HLA-DR"
(B), HLA-DR* (C) y CD69" (D).

vii



6.19

6.20

6.21

6.22

6.23

6.24

6.25

6.26

8.1

8.2

8.3

Al.

Expresion de CD38 en subpoblaciones de células NK en individuos con VIH-1y
donadores sin VIH-1.. A) Porcentaje de células NK CD38" en subpoblaciones. (B)
Ejemplos representativos de la expresion de CD38 en diferentes subpoblaciones de
células NK.

Marcadores de inflamacién y activacion inmunolégica innata en individuos
infectados con VIH-1 y donadores sin VIH-1. A) Niveles de proteina C reactiva.
B) Niveles de fibrindgeno. C) Niveles de sCD14.

Asociacién entre sCD14 y marcadores de progresion a SIDA en individuos con
VIH-1sin TAR. Correlaciones de Spearman entre la cantidad de sCD14 en plasma y
cuentas de linfocitos T CD4" (A) o CV (B).

Cambio en los niveles de citocinas en plasma de individuos infectados con VIH-1
vs. donadores sin VIH-1.

Asociacion entre marcadores de activacion en DC plasmacitoides y células NK
CD56%™ CD16" con marcadores de progresion a SIDA y translocacion
bacteriana en individuos con VIH-1 sin TAR. A-C) Correlaciones de Spearman
entre porcentaje de linfocitos T CD8" CD38" HLA-DR’, DC plasmacitoides CD80" y
células NK CD56™ CD16" CD38" con cuentas de linfocitos T CD4*, CV y sCD14.
Dy E) Correlaciones de Spearman d entre porcentaje de DC plasmacitoides CD80" y
células NK CD56"™ CD16" CD38" con linfocitos T CD8" CD38" HLA-DR'. F)
Correlacion de Spearman entre el porcentaje DC plasmacitoides CD80" y células NK
CD56"" CD16" CD38".

Asociacion entre cantidad circulante de IP-10 y marcadores cllinicos de
progresion a SIDA, activaciéon inmunoldgica, translocacion bacteriana y
citocinas proinflamatorias en individuos conVIH-1 sin TAR. Correlaciones de
Spearman entre la cantidad de IP-10 y con cuentas de linfocitos T CD4", (A), CV
(B), sCD14 (C), porcentaje de linfocitos T CD8" CD38" HLA-DR™ (D), células NK
CD56%™ CD16" CD38" (E) y DC plasmacitoides CD80" (F), y cantidad en plasma de
IL-1a (G), IL-6 (H)y TNF-a (1).

Asociacion entre cantidad circulante de IL-10 y marcadores cllinicos de
progresion a SIDA, activacion inmunolégica, translocacién bacteriana y
citocinas proinflamatorias en individuos con VIH-1 sin TAR. Correlaciones de
Spearman entre la cantidad de IP-10 y con cuentas de linfocitos T CD4", (A), CV
(B), sSCD14 (C), porcentaje de linfocitos T CD8" CD38" HLA-DR" (D), células NK
CD56%™ CD16" CD38" (E) y DC plasmacitoides CD80" (F), y cantidad en plasma de
IL-1a (G), IL-6 (H)y TNF-a (1).

Figura 6.26. Heatmap de los marcadores de activacion en leucocitos y de
inflamacion en personas con VIH-1y donadores sin VIH-1.

Modelo global de la infeccion por VIH-1 el efecto del TAR

Papel de IP-10 e IL-10 como indicadores de desregulacion inmunolégica en la
inmunopatogénesis de la infeccion por VIH-1.

Marcadores asociados al control o progresion de la infeccion por VIH-1

Niveles de citocinas en plasma de individuos infectados con VIH vs. donadores
sin VIH-1.

58

61

62

68
73

76

77

79

114

115

116

viii



Indice de Tablas

#

Descripcion

Pag.

1.1

2.1

6.1
6.2

6.3

6.4

Al

A2.

A3.

A4,

Descripcion de TLRs humanos.
Paneles utilizados para la inmunofenotipificacion.

Poblacion de estudio.

Correlaciones entre la activacion en DC y marcadores de progresion a SIDA en
individuos con VIH-1 sin TAR.

Correlaciones entre la activacion en subpoblaciones de células NK y marcadores de
progresion a SIDA en individuos con VIH-1 sin TAR.

Asociaciones entre la expresion de citocinas y marcadores de progresion,
inflamacin, activacion y TLRs en individuos con VIH-1 sin TAR.

Andlisis multivariado considerando el porcentaje de DC plasmacitoides TLR9" como
variable dependiente y el porcentaje de linfocitos T CD8" CD38" HLA-DR,
porcentaje células NK CD56“™ CD16" CD38", porcentaje células NK CD56™ CD16"
CD38", cantidad de IL-10 y cantidad de IFN-o como variables independientes en un
modelo de regresion maltiple en individuos con VIH-1 sin TAR. _

Anélisis multivariado considerando el porcentaje de células NK CD56“™ CD16"
CD38" como variable dependiente y como variables dependientes a la CV, cuentas
de linfocitos T CD4", cantidad de sCD14, porcentaje de linfocitos T CD4" y CD8"
CD38" HLA-DR', IL-1q, IP-10, TNF-a, IL-12, IL-15 y MCP-1 en un modelo de
regresion maltiple en individuos con VIH-1 sin TAR.

Analisis multivariado considerando la cantidad de IP-10 (pg/ml) como variable
dependiente y la CV, cuentas de linfocitos T CD4", cantidad de sCD14, cantidad de
PCR, porcentaje DC plasmacitoides CD80", porcentaje de linfocitos T CD8" CD38"
HLA-DR" y porcentaje células NK CD56%™ CD16* CD38" como variables
independientes en un modelo de regresion multiple en individuos con VIH-1 sin
TAR.

Analisis multivariado considerando la cantidad de IL-10 (pg/ml) como variable
dependiente y la CV, cuentas de linfocitos T CD4", cantidad de sCD14, porcentaje de
linfocitos T CD8" CD38" HLA-DR" y porcentaje células NK CD56“™ CD16" CD38"
como variables independientes en un modelo de regresién maltiple en individuos con
VIH-1sin TAR.

21

24
54

59

66

138

138

139

140



RESUMEN

Antecedentes. Una de las caracteristicas principales de la infeccién por VIH-1 es la activacion
inmunoldgica crénica (principalmente en linfocitos T CD8"). Entre las posibles causas de este
fendmeno, ademas del efecto directo de la viremia, se encuentran la translocacion de productos
bacterianos que podria inducir la activacion de diferentes poblaciones celulares a través de la
estimulacién por receptores innatos como los TLRs y el ambiente inflamatorio exacerbado
(caracterizado por la sobreexpresion de citocinas proinflamatorias y biomarcadores inflamatorios).
El efecto de la sefalizacion por TLRs en el establecimiento de la respuesta inmunolégica citotoxica
y sus consecuencias en la activacién inmunoldgica, entorno inflamatorio y progresion de la
infeccion por VIH-1 han sido poco estudiados.

Meétodos. En este trabajo se analizo la expresién de TLRs y marcadores de activacion en diferentes
subpoblaciones leucocitarias por gqRT-PCR y citometria de flujo multiparamétrica, y se estudio el
entorno inflamatorio de personas que viven con VIH-1 que controlan la viremia (controladores
virémicos y controladores elite), progresores cronicos y personas con SIDA, en comparacién con un
grupo control. Ademas, se estudié efecto del tratamiento antirretroviral en la expresion de estos
marcadores e indicadores inflamatorios. Se realizaron anélisis multivariados para identificar
patrones especificos a los diferentes grupos de progresion y asociacion entre la expresion de TLRs,
activacion e inflamacion.

Resultados. Se encontr6 que la expresion de TLRs es particular a cada grupo de estudio y
dependiente de la subpoblacion leucocitaria analizada. No se encontraron patrones generales en la
expresion de TLRs asociados a la progresion de la infeccion por VIH-1. Sin embargo, se observé
que la activacion inmunolégica afecta de manera importante a células NK CD56"™ CD16" y DC
plasmacitoides, asociadas a la carga viral, cuentas de linfocitos T CD4" y activacion de linfocitos T
CD8". Ademas, se identifico a la expresion de CD38 en células NK CD56“™ CD16" como un nuevo
marcador de progresién de la infeccion por VIH-1. Paralelamente, se encontré un incremento en la
cantidad circulante de citocinas proinflamatorias (en particular TNF-a, IL-1a IP-10) y de la citocina
antiinflamatoria IL-10 en personas que progresan a SIDA pero no en controladores, que
correlacionan con marcadores clinicos de progresion.

Conclusiones. Estos datos sugieren una relacién importante entre la activacion inmunolégica
cronica observada en progresores, asociada con la translocacion bacteriana y el entorno
inflamatorio, pero no con la expresion de TLRs. Ademas, los resultados observados sugieren el uso
de nuevos marcadores inmunoldgicos como indicadores de progresion y han permitido identificar
factores inflamatorios que pueden estar asociados con la disfuncionalidad del sistema

inmunolédgico, la activacion inmunoldgica cronica y la progresién de la enfermedad por VIH-1.



1. INTRODUCCION

1.1 La Infeccion por VIH

1.1.1 Impacto Global

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) es un retrovirus que infecta a las células
CD4" mediante su receptor CD4 y los co-receptores de quimiocinas CXCR4 en células T 'y
CCR5 en macrofagos y células T. La infeccion por VIH-1 resulta en un estado de
activacion cronica, que causa la disfuncionalidad del sistema inmunoldgico y resulta en la
progresion hacia el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) [1]. Las principales
rutas de transmision del virus son la via sexual, por transfusién sanguinea y de madre a
hijo. EI mas reciente reporte de ONUSIDA mostr6 que aproximadamente 33.3 millones
[31.4-35.3 millones] de personas viven infectadas a nivel mundial (Figura 1.1), y que en
2007 hubo 2 millones [1.8-2.3 millones] de muertes a causa del SIDA (UNAIDS, 2014). El
reporte de CENSIDA en 2013 mostr6 que habia 170 000 personas infectadas con VIH-1y
aproximadamente 5 000 defunciones por SIDA en México en 2012 (CENSIDA, 2013).
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Figura 1.1. Prevalencia de adultos que viven con VIH a nivel mundial. Se consideran adultos a personas

que de entre 15-49 afios de edad.

1.1.2 VIH-1: Ciclo de replicacion

Se han identificado dos tipos de VIH, el VIH-1 y el VIH-2, siendo el VIH-1
(principalmente grupo M) el mas prevalente [2]. EI VIH-2 es considerado menos virulento
que el VIH-1 ya que esta asociado a menor replicacion viral y baja activacion inmunologica

[3]. El genoma del VIH-1 estd formado por dos cadenas de acido ribonucleico (RNA)



positivo de 9 749 nucledtidos de longitud. Contiene nueve genes (env, gag, pol, tat, rev,

nef, vif, vpr y vpu) que codifican para 15 proteinas (Figuras 1.2 y 1.3) [4, 5].

LTR vif vpu env nef

|_ |

] |

gag pol vpr rev tat

'

Figura 1.2. Genoma del VIH-1. LTR: long terminal repeat, necesario para el inicio de la transcripcion. env:
proteina de envoltura (gp160), se disocia en gp120 (SU: superficie) y gp4l (TM: transmembranal). gag:
poliproteina procesada por proteasa para formar la proteina de matriz (p17), proteina de la capside (p24),
proteina de la nucleocapside (p7) y p6. pol: polimerasa, poliproteina que codifica para enzimas virales
proteasa (p10), retrotranscriptasa y RNAsa H (p66/51) e integrasa (p32). tat: activador transcripcional (p14).
rev: regulador de la expresion de genes virales (p19). nef: efector negativo (p27). vif: factor de infectividad
viral (p23). vpr: proteina viral R (p15). vpu: proteina viral U. Adaptado de Greene & Peterlin, 2002 [6].
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Figura 1.3. Esquema de la estructura del VIH-1 y localizacién de proteinas importantes. Adaptado de
Turner & Summers, 1999 [7].



Durante el proceso de entrada, la proteina de envoltura gp160 reconoce al receptor CD4 en
la célula blanco. Gp160 se compone de dos proteinas, gp120 y gp41, que se ensamblan en
trimeros en la membrana del virus. Gpl20 se asocia con CD4 induciendo cambios
conformacionales que permiten su unién al receptor de quimiocinas. Posteriormente,
ocurren cambios en gp4l que exponen una region hidrofébica que contiene al péptido
fusiogénico. Este se inserta en la membrana celular y permite la fusion con la membrana
viral [7-9]. Por otra parte, las células dendriticas (DC) de la mucosa expresan un receptor
tipo lectina C llamado DC-SIGN que tiene gran afinidad por gp120 [10]. La interaccion
entre estas moléculas no permite la fusion pero facilita la endocitosis del virus hacia el
interior de la DC [6, 10-12]. Después de la fusion de las membranas (o endocitosis en DC
de mucosa), el RNA viral es desenvuelto y posteriormente se transcribe a acido nucleico
complementario (cDNA) mediante la retrotranscriptasa viral, llamado provirus [6, 13, 14].
El cDNA proviral se integra al genoma de la célula y ésta sintetiza las poliproteinas virales,
que se procesan y ensamblan en el virién inmaduro [15, 16]. La poliproteina Gag-Pol es
cortada por la proteasa viral generando viriones maduros infecciosos [4, 17]. La Figura 1.4

muestra una representacion esquematica del ciclo de replicacion del VIH-1.
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Figura 1.4. Representacion esqueméatica del ciclo de replicacién del VIH-1. a) Union y fusién del virus a
la membrana celular mediante la interaccién de la proteina de envoltura gpl160 con el receptor CD4 y co-
receptor de quimiocinas CCR5/CXCR4. b) Transcripcién reversa del RNA viral a cDNA mediante la
retrotranscriptasa viral. c) Integracién del cDNA proviral al genoma celular. d) Sintesis de proteinas virales en
el citoplasma celular. €) Ensamblaje y exocitosis del virién inmaduro. f) Corte de la poliproteina mediado por
la proteasa viral y maduracion del virién. Adaptado de Simon et al, 2006 [17].



1.1.3 Historia Natural de la Infeccion por VIH-1y Respuesta inmunoldgica

La infeccion por el VIH-1 consta de tres fases: aguda, cronica y SIDA [17-19] (Figura 1.5).
La etapa inicial de la infeccion estd caracterizada por niveles altos de replicacion viral en
las células CD4" (linfocitos T, macrofagos y DC) en sangre periférica y en la lamina propia
de las superficies mucosas, por la interaccion con células que expresan el co-receptor CCR5
[18-22]. Una vez establecidas en los tejidos linfoides, las células infectadas migran a
nodulos linfoides secundarios, afectando principalmente el tejido linfoide asociado a
mucosa intestinal (GALT), lo que resulta en una pérdida preferencial de linfocitos T CD4"
de memoria efectora [19, 20, 23-25]. La mayoria de las células T efectoras en los tejidos
linfoides expresan CCR5, por lo que son blanco importante del virus durante la infeccion
aguda [26]. Solamente el ~15% de las células T de memoria efectora en sangre y nédulos
linfoides son CCR5", por lo que la disminucion masiva de células T CD4" en mucosas no
se ve reflejada en las cuentas de linfocitos T CD4" en sangre periférica [27]. A pesar de la
administracion de tratamiento antirretroviral (TAR), la pérdida preferencial de células T
CD4" en el GALT permanece, a diferencia de las células T CD4" de sangre periférica que
se recuperan parcialmente [19]. La infeccion a través de CXCR4 es més frecuente en etapas
tardias de la infeccion. Los virus CXCR4-trépicos se han asociado con mayor virulencia y

progresion mas rapida de la enfermedad [28, 29].

Durante la fase aguda, una proporcion importante de DC de la mucosa genital son blanco
del VIH-1 por su expresion de CD4 y/o DC-SIGN [30]. Estas células migran a tejidos
linfoides induciendo una respuesta inmunoldgica eficiente mediante la presentacion
antigénica y produccion de citocinas, pero a la vez mediando la transmision del virus a las
células T [31, 32].

El establecimiento de una respuesta inmunoldgica eficiente disminuye la carga viral (CV)y
recupera parcialmente el nimero de linfocitos T CD4" en circulacion. La respuesta innata
representa la primera linea de defensa contra el VIH-1 mediante la lisis del virus, el
bloqueo de la fusion del virus mediante competencia por el co-receptor CCR5 por la
proteina inflamatoria de macréfagos (MIP)-1a (CCL-3), MIP-1p (CCL-4) y RANTES

(CCL-5), activacion de ceélulas asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés) por



interferones (IFN) tipo I, interleucina (IL)-2, IL-12, IL-15 e IL-18, produccién de citocinas
proinflamatorias e IFN-y y polarizacion de la respuesta inmunoldgica hacia una respuesta
antiviral [31, 33-36]. Las lectinas de union a manosa y el complemento pueden lisar
directamente al VIH-1 asi como inducir la fagocitosis de células infectadas. La produccion
de citocinas por las DC polariza la respuesta adaptativa hacia Th1/Th2, y recluta y activa a
otras células. El factor de necrosis tumoral (TNF)-a y los IFNs afectan la replicacion del
VIH-1 en células infectadas [37]. Los IFNs tipo I inducen la activacion de células NK,
aumentan la produccion de IFN-y de los linfocitos T CD4" y promueven la respuesta Thi.
Las células NK son las primeras células citotoxicas que responden durante la infeccidn
aguda y su activacion resulta en la reduccion inicial de los niveles de viremia en plasma
[35, 38]. Dentro de las primeras tres a cuatro semanas post-infeccion se establece la
respuesta especifica de los linfocitos T CD8" citotdxicos y la produccion de anticuerpos
anti-VIH-1, lo que resulta en la disminucion de la CV y la recuperacion parcial de linfocitos
T CD4" en sangre periférica [18, 21, 38, 39]. Sin embargo, estas respuestas no son capaces

de eliminar al virus, que permanece latente durante la fase crdnica de la infeccion [19].

La fase cronica de la infeccidn dura aproximadamente entre 8-10 afios y se caracteriza por
el equilibrio entre la CV y la respuesta inmunoldgica [40]. Durante la infeccion por VIH-1,
el sistema inmunoldgico se activa cronicamente [18, 19, 21, 40, 41]. La activacion cronica
resulta en la disfuncionalidad el sistema inmunolégico y culmina en la progresion de la
enfermedad hacia el SIDA. La etapa cronica de la infeccion causa altas tasas de apoptosis y
muerte de linfocitos T CD4" y T CD8", aumento de los linfocitos T que expresan
marcadores de activacién y fenotipo de memoria o senescente, pérdida de linfocitos T,
células NK y otras células accesorias (mediada principalmente por la via de Fas-Fas
ligando), disminucion en la poblacion de DC plasmacitoides, pérdida de funcionalidad de
células citotoxicas (tanto NK como T CD8") y en un aumento en la produccion de citocinas

proinflamatorias [19, 41-51].

Durante la etapa de SIDA existe un estado de inmunodeficiencia severa por la accion
directa del virus y la activacién inmunoldgica cronica que permite la co-infeccion con

microorganismos oportunistas, y puede culminar en la muerte de un individuo en ausencia



de TAR [41], [52]. De acuerdo con la duracion de la fase cronica de la infeccion por VIH,
se han definido tres historias naturales: progresion lenta (individuos controladores),
progresion intermedia o tipica y progresion rapida hacia SIDA [53]. Un porcentaje pequefio
de la poblacion de personas que viven con VIH tiene la capacidad de mantener CV muy
bajas en ausencia de tratamiento (controladores virémicos, <5%) o indetectables
(controladores avirémicos, <1%) [54]. Estos individuos, ademés, pueden tener fases
cronicas mayores a 10 afios sin progresar a SIDA [53-55].
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Figura 1.5. Historia natural de la infeccion por VIH. GALT, tejido linfoide asociado a mucosa

gastrointestinal. Adaptado de Grossman et al, 2006 [19].

La variabilidad en la progresion de la enfermedad depende de diversos factores como la
patogenicidad intrinseca del virus, factores genéticos propios del hospedero y la eficiencia
en la respuesta inmunolégica contra el VIH-1 [56]. Es cada vez mas evidente que la calidad
de la respuesta inmunoldgica contra la infeccion juega un papel importante en la historia
natural de la infeccion [34, 35, 38, 39, 56-58]. En particular, la respuesta de células
citotoxicas como NK y los linfocitos T CD8" ha mostrado tener un papel central en el
control de la infeccion [34, 35, 38, 39, 56-58]. Existen multiples evidencias de la
centralidad del polimorfismo de los genes del antigeno leucocitario humano (HLA) de clase

| en el caso de las células T CD8" y de los genes KIR en las NK que conducen a una
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progresion mas rapida o lenta de la enfermedad, demostrando la importancia de la eficacia
de la respuesta inmunoldgica —en particular citotdxica- para la progresion hacia SIDA [56,
59, 60].

1.2 Activacion Inmunoldgica

La activacion inmunoldgica cronica es una de las caracteristicas mas particulares de la
infeccion por VIH-1 [52]. Es uno de los mejores parametros para predecir la progresion
hacia SIDA, esta asociada a la baja reconstitucion inmunoldgica en pacientes con TAR y es
un factor critico que distingue la infeccion patogénica y no patogénica por virus de
inmunodeficiencia de simios (SIV) en primates no humanos [41, 61-67]. Los monos
mangabey ahumado (“sooty mangabey” Cercocebus atys), hospederos naturales del SIVsm,
no progresan a SIDA y no presentan activacion inmunolégica, a pesar de mostrar altos
niveles de replicacion viral [68]. Sin embargo, los macacos rhesus (Macaca mulatta) SIV*
que presentan una pérdida progresiva de células T CD4" y progresan a SIDA de manera
similar a los humanos infectados con VIH-1 estan caracterizados por una fuerte activacién
de los linfocitos T [63, 68]. Por otra parte, los individuos infectados con VIH-2, un virus
menos patogénico y asociado a progresion lenta de la enfermedad, presentan menor
replicacion viral, respuesta inmunolégica mas eficiente, asi como niveles de activacion
inmunoldgica significativamente menores a los observados en individuos infectados con
VIH-1 [41, 69, 70].

Algunas de las manifestaciones de la activacion inmunoldgica incluyen la activacién
policlonal de linfocitos B, el aumento de recambio (turnover) de células T, aumento en la
frecuencia de células T con fenotipo activado e incremento en los niveles de citocinas y

quimiocinas proinflamatorias en suero [71-74].

Una consecuencia benéfica de la activacion inmunoldgica es la restauracion de las células T
CD4" de memoria en tejidos por induccion de la proliferacion [75]. Sin embargo, son mas
los efectos negativos asociados a la activacion inmunologica cronica en individuos con
VIH-1 [52]. El alto recambio de linfocitos T CD4"y CD8" afecta los mecanismos de



homeostasis de estas células, lo que resulta en una disminucion en su vida media y en
agotamiento clonal [46, 72, 76, 77]. También se han observado cambios en la arquitectura
de los nodulos linfoides por fibrosis mediada por el factor de crecimiento tumoral (TGF)-p
a causa de la inflamacion [78-80]. De manera importante, la activacion inmunologica
resulta en la generacion de células T activadas, blancos para la infeccion directa del virus
permitiendo la replicacion viral [20, 23, 81]. Por lo anterior, el VIH-1 es un virus que
induce la proliferacion de sus células hospederas a través de la activacién inmunoldgica
[82].

1.3 Receptores Tipo Toll y su Papel en la Infeccion por VIH-1/SIDA

Una de las formas mas importantes de la respuesta ante la infeccion por VIH-1 estd dada
por el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP), la cual se
da mediante receptores de reconocimiento de patrones como los receptores tipo Toll (TLR)
expresados en células inmunes [83, 84]. La exposicion de estas células a ligandos de TLRs
induce rapidamente la expresion de genes involucrados en la inflamacion y el
establecimiento de la respuesta inmunologica [85]. Las células presentadoras de antigeno y
fagocitos, asi como las células citotoxicas NK y T CD8", expresan de manera heterogénea
diversos TLRs que reconocen PAMPs asociados al VIH-1 [83, 86, 87].

Hasta ahora se han identificado 11 genes para TLR en humanos (Tabla 1.1) [88]. Los TLRs
que se han asociado mas recientemente en la respuesta a estimulacién durante infecciones
virales son los TLRs 7 y 8, que comparten un alto grado de similitud estructural. Se
encuentran en la membrana de los endosomas y reconocen RNA viral de cadena sencilla,

como es el caso del genoma del VIH-1 [89, 90].

La inmunopatogénesis de la infeccion por VIH-1 resulta en la liberacion a la sangre de
PAMPs de origen bacteriano provenientes de la flora intestinal [91]. La replicacion del
virus en el GALT vy la pérdida de linfocitos T CD4" de la mucosa intestinal resulta en la
pérdida de la inmunidad celular local y en la alteracion de la barrera epitelial [82, 91]. Lo

anterior genera un aumento en la permeabilidad intestinal y la translocacion de productos



bacterianos hacia la circulacion sistémica, principalmente lipopolisacarido (LPS), que

pueden funcionar como ligandos de TLRs y contribuir a la activacion inmunolégica [19,

38, 41, 54, 86, 91-95].

Tabla 1.1. Descripcién de TLRs humanos. Adaptada de Kumar et al, 2009 [96].

TLR Localizacién PAMPS reconocidos por el TLR Citocinas efectoras inducidas
TLR1/2 Membrana celular Triacil lipopéptidos (bacterias y Citocinas inflamatorias: TNF-a,
(superficie) micobacterias) IL-6, etc.
Peptidoglicano (bacterias gram-
Membrana celular po§|t|vas), |.poarab|noman.ar_10 Citocinas inflamatorias: TNF-a,
TLR2 - (micobacterias), hemaglutinina,
(superficie) ) L - IL-6, etc.
fosfolipomanana, glicosilfosfatidil
inositol mucina
RNA viral de cadena sencilla, RNA
de cadena doble, virus sincicial Citocinas inflamatorias: TNF-a,
TLR3 Endosoma . L . .
respiratorio, citomegalovirus IL-6, etc. Interferones tipo |
murino
Lipopolisacarido (bacterias gram-
Membrana celular nggatlyas), m.ar.larla, . Citocinas inflamatorias: TNF-a,
TLR4 (superficie) glicosilfosfatidil inositol IL-6, etc. Interferones tipo |
P fosfolipidos, proteinas de T P
membrana virales
Membrana celular . . Citocinas inflamatorias: TNF-
TLR5 . Flagelina (bacterias) *
(superficie) IL-6, etc.
T . . Citocinas inflamatorias: TNF-a,
TLR6/2 Membr_mja celular I?lacn_ Ilpopeptldos, acido IL-6, etc,
(superficie) lipoteicoico
. . Citocinas inflamatorias: TNF-
TLRY Endosoma RNA viral de cadena sencilla ocinas | ' . %
IL-6, etc. Interferones tipo |
. . Citocinas inflamatorias: TNF-
TLR8 Endosoma RNA viral de cadena sencilla ocinas | ' . %
IL-6, etc. Interferones tipo |
DNA viral de doble cadena, Citocinas inflamatorias: TNF-a,
TLR9 Endosoma . . . .
motivos CpG de bacterias y virus IL-6, etc. Interferones tipo |
M lul
TLR10 embr.ar?a celular 2
(superficie)
. L Citocinas inflamatorias: TNF-a,
Membrana celular Bacterias uropatogeénicas,
TLR11 - , . . IL-6, etc.
(superficie) moléculas tipo profilina

Estudios recientes han mostrado el aumento en la expresion de RNA mensajero de TLRs 6,
7'y 8 en PBMC totales durante la fase cronica de la infeccion por VIH-1, y de los TLRs 2,
3,4,6,7,y 8en laetapa de SIDA [87]. Ademas, se ha reportado que la estimulacién de

PBMC totales con RNA de cadena sencilla del VIH-1 asi como con LPS (ambos ligandos



frecuentes en la infeccion por VIH-1) aumenta la capacidad de respuesta y produccion de
TNF-a [87]. En el caso particular de las DC plasmacitoides, el RNA viral induce la
expresion de moléculas de HLA, marcadores de maduracion, produccién de IFNs tipo | y
TNF-o mediante la estimulacion de TLR7 [86]. La estimulacion de PBMC con ligandos de
TLR7/8 promueve la actividad anti-VIH-1 mediada especificamente por las células
citotoxicas NK y T CD8" [38, 97, 98]. La activacion y respuesta de las células NK y T
CD8" es dependiente de la estimulacion de las DC por sus TLRs a través de la produccion
de citocinas como IFNs tipo I, TNF-a, IL-2, IL-15 e IL-18 y de la presentacién antigénica
[38, 98]. Ademas, el uso de ligandos de TLRs 7 y 8 como adyuvantes para en macacos

rhesus inmunizados con VIH-gag potencia la respuesta de linfocitos T CD8" de memoria.

Por otra parte, se ha observado que la sefializacion y respuesta por TLRs esta asociada con
cambios en la progresion a la enfermedad. Las DC plasmacitoides de primates no humanos
que no presentan activacion inmunoldgica y que no progresan a SIDA (mangabeys
ahumados) producen IFN-a en respuesta al SIV y a otros ligandos de los TLR7 y 9 en
menor cantidad que los macacos rhesus y los humanos que si progresan a SIDA [93]. Por
ello, una baja produccién de factores proinflamatorios en respuesta a la infeccion viral
podria estar contribuyendo a la falta de activacion inmunoldgica cronica y progresion a
SIDA. Ademas, estudios inmunogenéticos han demostrado que polimorfismos en los TLRs
7 y 8, implicados en el reconocimiento del RNA viral de cadena sencilla, asi como en
TLR9, implicado en el reconocimiento de motivos de DNA no metilado de virus y
bacterias, estan asociados con cambios en la progresion hacia SIDA. Se ha identificado que
los polimorfismo de TLR8 A1G (rs3764880) y de TLR9 1635A/G confieren proteccion
[99, 100], mientras que la presencia del polimorfismo del TLR7 GInllLeu, uno de los mas
frecuentes en poblacidn africana, se asocia con altas cargas virales y progresion rapida
hacia SIDA [101]. Las PBMC positivas para este polimorfismo secretan significativamente
menor cantidad de IFN-a en respuesta al estimulo por TLR7, pero su produccion de IL-6 no
se encuentra afectada. Polimorfismos en TLR9 (1635A/G y +1174G/A) también se han
asociado con progresion rapida hacia SIDA [102]. Estos estudios sugieren un papel
importante de la estimulacién por TLRs en la respuesta inmunolégica contra el VIH-1y en

la progresion de la enfermedad.
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1.4 Células Asesinas Naturales (NK)

1.4.1 Generalidades

Las células NK son linfocitos granulares derivados de médula Osea, originalmente
caracterizadas por su papel en respuestas anti-tumorales que no requieren inmunizacion
previa [103]. Las células NK representan aproximadamente entre el 10-15% de los
leucocitos circulantes y difieren de los linfocitos B y T por a la falta de expresion de
receptores de antigeno especificos, como el receptor de células T (TCR) y las
inmunoglobulinas de superficie, asi como de otros marcadores linfocitarios (e.g. CD4%,
CD3yde) [103, 104]. Las celulas NK son un componente importante de la respuesta
inmunoldgica innata, ya que representan la primera linea de defensa contra las infecciones
virales [33, 105-107].

El principal marcador que identifica a las células NK es CD56 en humanos [108] y su
anadlogo NK1.1 en ratones [109]. Se han caracterizado dos subpoblaciones de NK en sangre
con base en la expresion de CD56 y CD16 en su superficie [110, 111]. Aproximadamente
el 90% de las células NK en sangre periférica son CD56%™ CD16" y se caracterizan por una
alta capacidad citotoxica, baja produccién de IFN-y, alta expresion de receptores
inhibidores y tienen un importante papel efector por citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos. A esta subpoblacion se le ha llamado células NK “citotoxicas™. Las células
NK CD56%™ CD16" también expresan los receptores de quimiocinas CXCR1 y CX3CR1

exclusivamente y migran predominantemente hacia fractalina e IL-8 [112].

La poblacion de células NK “inmunomoduladoras™ representa el 10% de las NK de sangre

69™" Las NK inmunomoduladoras son

periférica y se caracteriza por ser CD56°CD1
productoras eficientes de citocinas, principalmente IFN-y, expresan el receptor de IL-2 de
alta afinidad y tienen baja capacidad citotoxica. Estas células expresan el receptor de
quimiocinas CCR7 exclusivamente y L-selectina (CD62L), por lo que migran hacia MIP-

3B y nodulos linfoides secundarios [112]. Su migracién esté dirigida preferencialmente a

! Se ha reportado la existencia de una poblacién de células NK CD4*. Esta subpoblacién se encuentra
principalmente en ganglios linfaticos y es menor al ~1% de las NK (Campbell et al, 2001; Valentin et al
2002)

? Las poblaciones funcionales de células NK citotoxicas e inmunomoduladoras se han nombrado de manera
analoga a las poblaciones de linfocitos T CD8" citotoxicos y T CD4" inmunomoduladores.
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zonas de células T en los nodulos linfoides secundarios, donde reciben factores derivados
de los linfocitos T (e.g. IL-2) que inducen su maduracion [113] y donde contribuyen al
reclutamiento de la respuesta inmunoldgica adaptativa [114, 115]. Recientemente se ha
caracterizado una tercera subpoblacion CD56" CD16" en individuos infectados con VIH-1
[42, 116].

La respuesta de las células NK es reclutada principalmente por la produccion de IFN-a/B en
DC y otras citocinas proinflamatorias inducida por infecciones virales. Al ser activadas, las
células NK tienen dos funciones efectoras principales en la respuesta inmunologica: lisis de
celulas blanco, ya sea de manera directa o dependiente de anticuerpos, y la liberacion de
citocinas, principalmente IFN-y [117]. Tienen la capacidad de eliminar células blanco
mediante la liberacidn de granulos de perforina y granzima, o por la induccién de apoptosis
utilizando FAS ligando, TNF o el ligando inductor de apoptosis asociado a TNF (TRAIL)
[114]. Ademas, las células NK son capaces de producir IFN-y, TNF-a, IL-3, factor
estimulador de colonias de monocitos y granulocitos (GM-CSF), MIP-1a (CCL-3), MIP-18
(CCL-4), RANTES (CCL-5), IL-8 (CXCR-8) [33, 103, 115, 117]. Ademas de tener
funciones antivirales directamente, la produccién de factores solubles juega un papel
importante en el reclutamiento y regulacion de la respuesta inmunol6gica adaptativa.
Adicionalmente, pueden participar como inmunomoduladoras por su capacidad de co-
estimulacion dependiente de contacto con las células T debido su expresién de moléculas
co-estimuladoras como CD40 ligando y OX40 ligando [115]. Las deficiencias en células

NK estan asociadas a un incremento en la susceptibilidad a infecciones virales [117, 118].

Las células NK expresan una amplia diversidad de receptores reguladores [119]. La funcion
de las células NK esta regulada por un balance de sefiales inhibidoras y activadoras. Se han
caracterizados tres grupos principales de receptores de células NK capaces de reconocer
moléculas clasicas y no clasicas de HLA clase I: receptores de citotoxicidad natural (NCR),
receptores de muerte tipo inmunoglobulina (KIR) y los receptores tipo lectina C [119-122].
Los NCR conforman un grupo de receptores activadores compuesto por NKp30, NKp40 y
NKp44. Sus ligandos aun no han sido caracterizados, sin embargo se ha visto que

reconocen hemaglutinina viral [115, 123]. En humanos, los KIR reconocen el HLA clase I -
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A, -B y -C. En ratones, Ly49 reconoce H-2D/K [122, 124]. Los receptores tipo lectina C,
principalmente la familia NKG2/CD94, reconocen HLA-E y HLA-G en humanos, y Qalb
en ratones [122, 125-127]. La pérdida de expresion de moléculas de HLA clase | causada
por infecciones virales o transformacion en células tumorales resulta en la induccion de la
actividad citotdxica y/o la liberacion de citocinas en las células NK a través de la

sefializacion por receptores inhibidores [128-130].

Adicionalmente, las células NK expresan CD16 (FcyRIIl), un receptor de baja afinidad para
la porcion Fc de la inmunoglobulina G (IgG). CD16 les permite identificar células
infectadas recubiertas con anticuerpos y complejos inmunes induciendo la produccién de
citocinas, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y la induccion de apoptosis via
Fas-Fas ligando [110, 119, 131]. La expresion de CD16 en la superficie de las células NK

correlaciona con su actividad citotdxica inducida por anticuerpos [132].

1.4.2 Papel de las Células NK en la Infeccién por VIH-1

Existen diversas evidencias que sugieren un papel importante de las células NK en la
proteccién contra el VIH-1. Las poblaciones de células NK tienen cambios tanto en nimero
como en fenotipo y funcionalidad durante la infeccion por VIH-1 [43]. Se ha reportado una
disminucion en el namero de células NK durante la infeccion aguda [38]. Sin embargo, su
actividad se ve incrementada significativamente en presencia de niveles altos de viremia y
disminuyen cuando se establece la respuesta VIH-especifica de los linfocitos T CD8*
resultando en la reduccion de la viremia [38, 39, 133]. Ambas poblaciones citotdxicas
cooperan durante la fase cronica de la infeccion [38]. Ademas, se ha reportado que la
habilidad de las células NK para controlar la infeccion por VIH-1 es igualmente potente
que la de los linfocitos T CD8" [134].

Las células NK producen una gran cantidad de citocinas y quimiocinas que tienen efectos
antivirales directos sobre células infectadas por VIH-1 y que participan en el reclutamiento
y potenciacion de la respuesta inmunoldgica innata [117]. Las células NK secretan

activamente niveles altos de IFN-y y TNF-a durante la infeccion con VIH-1 [133]. MIP-1a
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(CCL-3), MIP-1p (CCL-4) y RANTES (CCL-5), quimiocinas liberadas por las células NK,
bloguean la entrada y fusion del VIH-1 por inhibicion competitiva por el co-receptor CCR-
5 [34, 135]. Se ha demostrado que los efectos supresores de las células NK en la replicacion
viral estdn mediados predominantemente por la secrecion de estas quimiocinas, sin

embargo, otros factores aun no identificados podrian estar contribuyendo [134, 136].

Ademés de la produccion de citocinas y quimiocinas, las células NK son una fuente
importante de a-defensinas, péptidos antimicrobianos que tienen un importante papel
antiviral [137]. Sin embargo, reportes recientes han mostrado que algunas defensinas
contribuyen a la infeccion de células CD4" en el tracto genitourinario mediante interaccion
directa con el virus en presencia de otras infecciones oportunistas [138, 139]. Por lo
anterior, la produccion de defensinas mediada por NK y otras células del sistema
inmunoldgico puede estar contribuyendo tanto a la proteccion como a la patogenia del
VIH-1.

La infeccion de células T CD4" se caracteriza tanto por la disminucion en la expresion del
receptor CD4 como en la pérdida de expresion de moléculas HLA-A y HLA-B mediada por
Nef, como un mecanismo de evasion de la respuesta especifica de linfocitos T CD8" [128,
140, 141] Esta perdida de expresion de moléculas de HLA clase | hace que las células
infectadas se vuelvan susceptibles a la citotoxicidad mediada por células NK inducida por
los KIR. Sin embargo, Nef no tiene ningun efecto sobre las moléculas de HLA-C ni HLA-
E, reconocidas por otros receptores como NKG2/CD94, LIR1/ILT2 y KIR2DL1/2 [128].
Por lo anterior, las células NK tienen una capacidad limitada de eliminar células infectadas,
dependiente principalmente de su expresion de las moléculas HLA-C y -E [105, 142, 143].

Existen factores genéticos que confieren proteccion mediada por células NK contra el VIH-
1. Se ha encontrado una asociacion entre la expresion especifica de algunos KIR con alelos
de HLA-I. La combinacion de la expresion de KIR3DS1 y HLA-B conteniendo el motivo
serologico Bw4 con una isoleucina en la posicion 80, favorece la activacion de las NK y se
ha relacionado con progresion retardada hacia SIDA y enfermedades oportunistas

relacionadas con SIDA [59, 144, 145]. Se ha reportado que la expresion especifica de
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alotipos de KIR3DS1 también juega un papel importante en el reconocimiento y

eliminacion de células infectadas con VIH-1 mediante la interaccion con Bw4 [38, 144].

El agotamiento inmune causado por la infeccion cronica con VIH-1 esta asociado con una
disminucion significativa de células NK en la sangre. Aunque la razén de esta pérdida
celular se desconoce, se han propuesto diversas posibilidades. A) las personas con VIH-1
tienen niveles significativamente menores de 1L-15 e IL-12 en plasma, citocinas esenciales
para el desarrollo y proliferacion de las células NK, en comparacion con individuos sanos
[146-148]. B) Las células NK son mas susceptibles a entrar en apoptosis como un efecto
bystander inducido por los linfocitos T CD4" [149]. C) Una poblacion pequefia de células
NK que expresa CD4, CCR-5 y CXCR-4 pueden ser infectadas directamente por el virus
[150-152]. D) La activacién inmunoldgica induce la regulacion positiva de la expresion del
co-receptor CCR5 en las células NK, lo que causa que éstas se redistribuyan hacia sitios de
replicacion viral activa y, por lo tanto, la disminucion del porcentaje de estas células en
sangre periférica [134]. E) La exposicion de las células NK a las proteinas de envoltura del
VIH-1 resulta en la disminucidon en su proliferacion y en la induccion de apoptosis mediada
por FAS (CD95) [45, 153]. Los puntos A) y B) son un efecto indirecto de la infeccion por
VIH-1, mientras que C), D) y E) son resultado directo de la infeccion viral.

1.4.3 Cambios en las Células NK Durante la Infeccion por VIH-1

Las poblaciones de células NK se ven afectadas en numero, fenotipo y funcionalidad
durante la infeccion por VIH-1 [43]. Se ha observado que las células NK de pacientes
infectados con VIH-1 tienen menor cantidad de perforina intracelular, lo que genera una
baja eficiencia para la eliminacién de células infectadas o un agotamiento temprano en su
capacidad citolitica [154, 155]. Ademas, se han observado cambios importantes en la
expresion de los receptores de las células NK asociados a la pérdida de funcionalidad de
esta poblacion [42, 44, 116, 134, 156-160]. Particularmente, se ha visto un incremento en la
expresion de receptores inhibidores directamente relacionada con la viremia [44, 134]. Por
otra parte, la expresion de NCRs se encuentra disminuida significativamente en las NK de

sangre periférica de individuos con VIH-1 virémicos, en particular NKp30 y NKp46 [157].
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La expresion de NKp30 en células NK correlaciona positivamente con la citotoxicidad y

negativamente con la CV en personas con VIH-1 [159].

Se han caracterizado dos subpoblaciones de células NK dependiendo de su expresion en
membrana de CD56 y CD16: la poblacion citotéxica CD56%™ CD16* y la poblacion
inmunomoduladora CD56*CD16%™" [110, 111]. En los individuos VIH-1 se ha descrito
una tercera poblacion altamente disfuncional con un fenotipo CD56  CD16" [42, 116]. Esta
subpoblacion se encuentra sobrerrepresentada en los individuos con VIH-1 virémicos y
presenta actividad citotoxica reducida asi como baja capacidad de produccion de citocinas
[42]. Estos defectos en funciones efectoras se han asociado a altos niveles de expresion de
receptores inhibidores y baja expresion de receptores activadores [105, 142, 153, 156, 161].

El TAR activo logra recuperar los numeros de las células NK y su funcion citotoxica. En
los individuos con VIH-1 con TAR también se recuperan los niveles normales de
receptores inhibidores y activadores de las células NK. Sin embargo, la produccion de IFN-
v producida por IL-12 se mantiene suprimida en personas con VIH-1 aln en presencia de
TAR [137, 162, 163].
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El impacto de la sefalizacion por TLR en el establecimiento de respuestas de NK y
linfocitos T CD8" ha sido poco caracterizado. Sin embargo, se ha identificado variabilidad
en la efectividad de las respuestas de células NK para controlar al VIH, dependiendo de
interacciones KIR/HLA especificas, resultando en una progresion lenta o rapida hacia la
enfermedad [59]. De manera analoga, se ha reportado que las respuestas de linfocitos T
CD8" restringidas por alelos HLA especificos y dirigidas hacia diferentes epitopos virales
presentan diferente capacidad para controlar la replicacion viral [60], pero ain no se ha
explorado si la respuesta a traves de estimulacion por TLR, pudiera tener un papel en la

efectividad de respuestas de linfocitos T CD8",

Se ha reportado que la estimulacién por TLRs 7 y 8 que detectan PAMPSs virales, mediada
por células presentadoras de antigeno como las DC, culmina en respuestas anti-VIH
mediadas por células NK y T CD8" [98], y que los agonistas de TLR pueden influenciar la
magnitud y calidad de las respuestas de células T [164]. Reportes recientes han mostrado
que determinados polimorfismos en TLR7 y en TLR8 estan asociados con cambios en la
progresion de la enfermedad, acelerando o restringiendo la progresion, respectivamente
[99, 101]. En el contexto de la infeccion por VIH-1, se ha propuesto la activacion
inmunoldgica provocada por ligandos de TLR (PAMPs virales y bacterianos) como un
mecanismo central en la inmunopatogénesis de la infeccion [92, 165, 166]. Ante esta
disyuntiva, es importante aclarar el papel de la estimulacion por TLR que detectan PAMPs
virales o bacterianos en el establecimiento y efectividad de respuestas citotoxicas por
células T CD8" o NK. Por lo tanto, en este proyecto se propone investigar si las diferentes
respuestas de células T CD8" y NK, debidas a las diferencias en la capacidad de

estimulacion por TLR, pueden influenciar la velocidad de progresion hacia SIDA.
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3. HIPOTESIS

La expresion de TLRs en poblaciones leucocitarias sera mayor en individuos con VIH-1 en

comparacion con donadores sanos e individuos que controlan la infeccion y estara asociada

con marcadores de progresion, activacion e inflamacion.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General
Determinar las asociaciones de la expresion de TLRs y marcadores de activacion con

marcadores inflamatorios y de progresion de la infeccion por VIH-1.

4.2 Objetivos Particulares

Cuantificar la expresion de mRNA de TLRs en PBMC totales.
Realizar estudios de inmunofenotipificacion en subpoblaciones de DC, células NK y
linfocitos T para cuantificar:

- frecuencias de cada poblacion

- laexpresionde TLR2,3,4,6y9

- la expresién de marcadores de activacion. DC: CD80 y CD86; células NK:

CD38, HLA-DR y CD69; linfocitos T: CD38 y HLA-DR

Cuantificar marcadores de inflamacion: fibrindgeno, proteina C reactiva y citocinas en
plasma/suero.
Cuantificar sCD14 como marcador de activacion inmunoldgica innata e indicador
indirecto de translocacion de productos bacterianos en plasma.
Analizar el efecto del TAR en la expresion de TLRs, marcadores de activacion,
inflamacion y translocacion bacteriana en individuos con VIH-1.
Realizar andlisis correlativo para identificar asociaciones entre la expresion de TLRs en
diferentes subpoblaciones celulares, activacion, inflamacion y translocacion bacteriana

asociados con la infeccién por VIH-1.
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5. METODOLOGIA

Uso de laboratorios de Bioseguridad Nivel 3. El proyecto se realizé después de completar
el entrenamiento adecuado para trabajar en los laboratorios de Bioseguridad Nivel 3 en el
Centro de Investigacion de Enfermedades Infecciosas (CIENI) en el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER).

Grupos de estudio y Muestras sanguineas. Se reunié una cohorte de 166 adultos, de los
cuales 132 se encontraban infectados por VIH. Los individuos con VIH-1 fueron
subdivididos en grupos considerando su CV y cuentas de linfocitos T CD4" y presencia o
ausencia de TAR en: a) controladores virémicos (CV 40-2 000 copias/ml, linfocitos T
CD4" >350 cels/pl, sin TAR); b) controladores “élite” (CV <40 copias/ml, linfocitos T
CD4" >350 cels/ul, sin TAR); ¢) individuos en fase cronica (CV >10 000 copias/ml,
linfocitos T CD4" >200 cels/pl, sin TAR); d) individuos en SIDA (CV >10 000 copias/ml,
linfocitos T CD4" <200 cels/pl, sin TAR); e) individuos que reciben TAR (TAR", CV <40
copias/ml). Ninguno de los individuos con VIH-1 se presentd con enfermedades
oportunistas aparentes. Se incluy6 un grupo de individuos sin VIH-1 libre de enfermedades

oportunistas aparentes, hepatitis B-negativos y hepatitis C-negativos como grupo control.

Los controladores virémicos y controladores élite fueron analizados como grupos
independientes, de manera que ningun individuo fue incluido en ambos grupos. Los

criterios de inclusion para estos grupos han sido publicados previamente [55, 167, 168].

En los analisis de correlacion se incluyeron seis individuos bajo TAR con CV de entre 2
000 y 10 000 copias/ml (no considerados en los analisis categdricos), con una mediana de
CV de 5 026 copias/ml y de conteo de linfocitos T CD4" de 510 cels/ul.

Todos los experimentos fueron realizados a partir de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) obtenidas a partir de muestras de sangre de los individuos con VIH-1y
donadores sin VIH-1. Las muestras fueron procesadas una vez otorgado el consentimiento
informado escrito de los participantes de acuerdo con las reglamentaciones del Comité de

Ciencia y Bioética del INER. Las muestras de sangre se colectaron en tubos vaccutainer
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con heparina o EDTA (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) y las PBMC fueron obtenidas
por separacion por gradiente de densidad con Lymphoprep (Axis-Shield, Norton, MA,
USA). Se separaron muestras de suero y plasma para cuantificar marcadores de inflamacion

y citocinas, las cuales fueron almacenadas a -80°C hasta su uso.

Se realizaron pruebas de cuantificacion de células T CD4" y CV para todos los individuos
con VIH-1. Se cuantifico la CV de citomegalovirus (CMV) y herpes virus humano-8
(HHV-8) en todos los participantes. La CV de VIH-1 y CMV se determinaron mediante
PCR en tiempo real (QPCR) automatizado utilizando el sistema m2000 (Abbott, Abbott
Park, IL). Las cuentas de células T CD4" fueron obtenidas por citometria de flujo utilizando
el kit Trucount en un citémetro FACSCanto Il (BD Biosciences, San Jose, CA). La CV de
HHV-8 se determind por gPCR utilizando el kit Roche LightMix Kit en un termociclador
LightCycler (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA).

Tincién de citometria de flujo para fenotipificacion de expresion de TLRs. Las DC, células
NK vy linfocitos T CD8" y CD4" fueron analizadas a partir de PBMC frescas por citometria
de flujo multiparamética utilizando tres paneles diferentes, y realizando dos combinaciones
de tincion para cada subpoblacion (Tabla 2.1). Se utiliz6 el marcador de viabilidad
Live/Dead Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) para excluir
células muertas. Los anticuerpos utilizados fueron: CD80 Horizon-V450, CD86 APC,
Lineage cocktail-1-FITC, CD11c-PE-Cy5, CD123-PerCP-Cy5.5, HLA-DR-APC Cy7,
CD4-FITC, CD4-APC-Cy7, CD8-Alexa Fluor 700, streptavidina-V450, CD3-V450, CD14-
Pacific Blue, CD56-FITC, CD16-APC-Cy7, HLA-DR-PE-Cy7, CD38-PerCP-Cy5.5,
estreptavidina-PE-Texas Red (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), CD69-PE-Cy7,
TLR2-Alexa Fluor 700, TLR3-PE, TLR4-Alexa Fluor 700, TLR6 biotina y TLR9-PE
(eBiosciences, San Diego, CA,USA). Todos los anticuerpos fueron titulados previamente

para optimizar la concentracion utilizada.

Brevemente, se resuspendieron 10° células en buffer PBS (Phosphate Buffered Saline,
Sigma, St. Louis, MO, USA) para la tincion de viabilidad. Se lavaron y resuspendieron las

células con PBA (PBS, 1% albimina de suero bovino, 0.1% azida de sodio) y se realizo la
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tincion extracelular incubando a 4°C durante 15 minutos. Se lavaron y resuspendieron las

células con PBA vy se realizd la tincion indirecta con estreptavidina durante 15 minutos a

4°C. Se lavaron y resuspendieron las células con Permwash 1X ((BD Biosciences) y se

incubaron con 250 ul de solucion permeabilizadora Cytofix/Cytoperm ((BD Biosciences)

durante 20 minutos a 4°C en la oscuridad. Se lavaron y resuspendieron las células con

Permwash 1X y se tifid con los anticuerpos intracelulares durante 30 minutos a 4°C. Se

lavaron nuevamente las células con Permwash 1X y se fijaron con 1% de formaldehido en

PBS. Las DC fueron adquiridas en un citdmetro FACS Aria (BD Biosciences) dentro de las

primeras 24 horas después de la tincion. Las células NK y linfocitos T fueron adquiridos en

un citometro LSR Il Fortessa (BD Biosciences) dentro de las primeras 24 horas después de

la tincién. El andlisis de datos se realizé utilizando el software FlowJo V7.5.2 (Tree Star,
San Carlos, CA, USA).

Tabla 2.1. Péneles utilizados para la inmunofenotipificacion.

Células NK Linfocitos T
1 2 1 2 1 2
LIN-1 LIN-1 CD56 CD56 CD4 TLR4
FITC FITC FITC FITC FITC AF488
TLR6 Biot + CD80 CD3 CD3 CD3 CD3
Spv V450 V450 V450 V450 V450 V450
CD1lc CDllc CD69 HLA-DR CD45RA CD45RA
PE Cy5 PE Cy5 PE Cy7 PE Cy7 PE Cy5 PE Cy5
TLR2 TLR4 CD38 CD38 CCR7 CCR7
AF700 AF700 PerCP Cy5.5 PerCP Cy5.5 PE Cy7 PE Cy7
CD123 CD123 CD16 CD16 CD38 CD38
PerCP-Cy5.5 PerCP-Cy5.5 APC Cy7 APC Cy7 PerCP Cy5.5 PerCP Cy5.5
HLA-DR HLA-DR TLR2 TLR4 HLA-DR CD4
APC Cy7 APC Cy7 APC AF700 APC Cy7 APC Cy7
CD86 CD86 TLR6 Biot + TLR2
APC APC Spv PE-Tx APC
TLR3 TLR9 TLR3 TLR9 TLR6 Biot +
PE PE PE PE Spv PE-Tx
Viabilidad Viabilidad Viabilidad Viabilidad TLR3 TLR9
Aqua Blue Aqua Blue Aqua Blue Aqua Blue PE PE
Viabilidad Viabilidad
Aqua Blue Aqua Blue

Spv, estreptavidina; AF, Alexa Fluor; Biot, biotina; PE-Tx, PE-Texas Red
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Tincion de citometria de flujo para fenotipificacion de marcadores de activacion en células
NK y linfocitos T. Las células NK y linfocitos T fueron analizadas a partir de PBMC frescas
por citometria de flujo multiparamética utilizando dos paneles diferentes. 1) Células NK:
CD3-V450, CD14-Pacific Blue, CD56-FITC, CD16-APC-Cy7, HLA-DR-PE-Cy7, CD38-
PerCP-Cy5.5, (BD Biosciences), CD69-PE-Cy7 (eBiosciences). 2) Linfocitos T: CD3-
V450, CD4-FITC, CD8-Alexa Fluor 700, HLA-DR-APC-Cy7 and CD38-PerCP-Cy5.5
(BD Biosciences). Se utilizd el marcador de viabilidad Live/Dead Fixable Aqua Dead Cell
Stain Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) para excluir células muertas. Todos los anticuerpos
fueron titulados previamente para optimizar la concentracion utilizada. Brevemente, se
resuspendieron 10° células en buffer PBS (Phosphate Buffered Saline, Sigma, St. Louis,
MO, USA) para la tincidn de viabilidad. Se lavaron y resuspendieron las células con PBA y
se realizo la tincion extracelular incubando a 4°C durante 30 minutos. Se lavaron y
resuspendieron las células con PBA y se fijaron con 1% de formaldehido en PBS. Las
celulas fueron adquiridas en un citémetro LSR 1l Fortessa (BD Biosciences) dentro de las
primeras 24 horas después de la tincion. El andlisis de datos se realizd utilizando el
software FlowJo VV7.5.2 (Tree Star).

gRT-PCR para cuantificacién de RNAm de TLRs. Se conservaron 107 células en 300 pl de
RNAIlater (Applied Biosystems, Life Technologies, Grand Island, NY, USA) a -80 °C. La
extraccion de RNA se realizd con columnas QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. La reaccion de
retrotranscripcion (RT) se realiz6 a partir de 100 ng de RNA con el kit RT2? Easy First
Strand Kit (SABiosciences, Frederick, MD, USA). El cDNA se diluy6 en 91 pl de agua y
posteriormente se llevo a cabo una PCR cuantitativa utilizando placas disefiadas con
primers especificos para los TLRs 1-10, Custom RT? Profiler PCR Array (SABiosciences)
y con la mezcla de reaccién RT2 SYBR Green ROX gPCR Mastermix (SABiosciences) de
acuerdo con las especificaciones del fabricante, en un termociclador AB7500 (Applied
Biosystems). Se utilizaron como genes enddgenos de referencia B-actina (ACTB, expresion
intermedia) e hipoxantina-guanina fosforribosil-transferasa (HPRT, expresion baja). La
expresion relativa se calculd utilizando el método comparativo de AACy, en donde el

primer ACt = Ct gen de interés — Ct del gen enddgeno, es decir, ACt = Ct TLR — Ct
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HPRT/ACTB. El segundo AACt= ACt muestra de interés - AC+ calibrador. En este caso,
se consideré como calibrador a la mediana del grupo control sin VIH-1. Finalmente, la

expresion relativa se calculé como 2747

Cuantificacion de proteina C reactiva y fibrindgeno. En el laboratorio clinico del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias se cuantifico proteina C reactiva como marcador
de inflamacion a partir de suero de los individuos analizados. En el departamento de
hematologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién se cuantificd
fibrindgeno como marcador de inflamacidn a partir de plasma de los individuos analizados.

Ambos marcadores fueron cuantificados por nefelometria.

Cuantificacion de CD14 soluble. Como marcador indirecto de translocacion bacteriana y
marcador de activacién inmunoldgica innata de monocitos/macréfagos se midié por ELISA
la cantidad de sCD14 a partir de muestras de plasma congelado (diluido 1:400) de acuerdo
a las indicaciones del fabricante (Human sCD14 Quantikine ELISA Kit, R&D Systems,
Minneapolis, MN).

Cuantificacién de citocinas y quimiocinas. Utilizando un panel de Multiplex, se cuantificd
un panel de 26 citocinas y quimiocinas a partir de plasma congelado: eotaxina, G-CSF,
GM-CSF, IFN-a, IFN- v, IL-1a, IL-1B, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10,
IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17, IP-10, MCP-1, MIP-10, MIP-1B, TNF-a y
TNF-B (Milliplex MapKit, Millipore, Billerica, MA) de acuerdo con las indicaciones del
fabricante, utilizando un equipo Luminex200 (Luminex, Austin, TX). Los datos se

analizaron con el software Milliplex Analyst (VigeneTech, Carlisle, MA).

Analisis estadistico. El analisis estadistico se realizd con StatView 5.2.1 (SAS Institute,
Cary, NC, USA) y Prism 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Se utilizaron
pruebas no paramétricas U-Mann Whitney, correlaciones de Spearman, pruebas de
Kruskal-Wallis corregidas con posttest de Dunnet para correccion por mdaltiples

comparaciones. Los analisis multivariados se realizaron por analisis de regresion multiple.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas de la Cohorte Estudiada

Se analizaron transversalmente muestras de 166 individuos, 26 donadores sin VIH-1 (VIH-
en Figuras) y 140 individuos con VIH-1 divididos en grupos como se especificd en la
seccion de Metodologia con base en su CV, cuentas de linfocitos T CD4" y presencia o
ausencia de TAR en: controladores élite, controladores, progresores cronicos, SIDA y con
TAR (TAR+ en Figuras). En los analisis de correlacion se incluyeron seis individuos sin
TAR con CV de entre 2 000 y 10 000 copias/ml (no considerados en los analisis

categoricos), catalogados como progresores cronicos con viremia baja (Tabla 6.1).

Tabla 6.1. Poblacién de estudio.

n Género T CD4" CcVv Nadir T CD4®  Meses
(cels/ul) (copias/ml) (cels/ul) en TAR
VIH-1"
Controladores 8 3H 1,124 40 853 NA
élite 5M (849-1,285) (40-68)* (689-971)
Controladores 14 8H 605 495 478 NA
6 M (472-822) (124-1,773) (365-589)
Progresores 6 6 H 510 5,026 405 NA
crénicos con oM (458-549) (3,540-7,412) (341-521)
viremia baja
Progresores 35 35H 356 35,568 331 NA
cronicos oM (284-511) (18,200-161,135) (255-484)
SIDA 18 15H 41 187,278 33 NA
3M (13-41) (59,470-360,098) (12-33)
TAR" 59 52H 394 <40 112 22
™ (284-537) (32-229) (9-52)
VIH-1
Controles 26 18H - - - NA
VIH-1 8 M

H, hombres; M, mujeres; NA, no aplica; TAR, tratamiento anti-retroviral. Los datos de CV, nimeros de
células T CD4" y meses de tratamiento se muestran en mediana y 1%-3* cuartiles sefialados entre paréntesis.
“Dos individuos presentaros blips® de CV en la fecha de la toma de muestra [169].

En el grupo de individuos que mantienen CV baja o indetectable de manera natural

(controladores y controladores élite) se encontr0 una mayor proporcion de mujeres,

* Se entiende por un blip en la CV a un episodio intermitente de bajos niveles de viremia detectable que
vuelven espontaneamente a la indetectabilidad sin necesidad de cambios en TAR.
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mientras que en los grupos de progresores crénicos y SIDA la poblacién fue
mayoritariamente masculina, de acuerdo a lo que se ha reportado en poblacién mexicana.
Sin embargo, a pesar de las diferencias de entre los grupos estudiados, no se encontro

ninguna asociacion entre el género y la expresion de los marcadores analizados en el
estudio.
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Figura 6.1. Caracteristicas clinicas de los individuos con VIH-1 analizados. A) Distribucion de valores de
CV. B) A) Cuentas de linfocitos T CD4". C) Correlacion de Spearman de CV y cuentas de linfocitos T CD4".
D) Correlacion de Spearman de meses en TAR con cuentas de linfocitos T CD4"en el grupo de individuos con
TAR. Las diferencias entre los grupos se calcularon mediante una prueba de Kruskal-Wallis corregida para
comparaciones multiples con prueba posthoc de Dunn. Las cajas muestran los valores dentro del rango

intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los percentiles 10-90. Los puntos representan datos
fuera del percentil 10-90. La linea indica la mediana del grupo.
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En la Figura 6.1, se muestran las diferencias en las distribuciones de cuentas de linfocitos T
CD4" y de CV en los individuos con VIH-1 reclutados. Como se esperaba, no se
encontraron diferencias entre las cuentas de linfocitos T CD4" de los controladores élite y
controladores y éstas fueron menores que los progresores crénicos y en SIDA (p<0.01 en
todos los casos, Figura 6.1A). Se observo una recuperacion parcial de linfocitos T CD4"
con el inicio del TAR, aunque no se alcanzaron niveles similares a otros individuos con
viremia indetectable (p=0.0004). Las CV de todos los grupos fueron significativamente
diferentes entre si (Figura 6.1B). Se observo una correlacion negativa tipica entre la CV 'y
las cuentas de linfocitos T CD4" en los individuos con VIH-1 libres de TAR (Figura 6.1C),
mostrando que a menor cantidad de linfocitos T CD4" se encuentra una CV mayor (r= -
0.6721 p<0.0001). En el grupo con TAR, se observo una correlacion positiva entre el
tiempo de TAR y el nimero de linfocitos T CD4", indicando que a mayor tiempo de
tratamiento se hay un incremento en las cuentas linfocitarias (r=0.401 p=0.0019, Figura
6.1D).

6.2 Frecuencias de subpoblaciones leucocitarias: Inmunofenotipificacion

Células Dendriticas. Se caracterizd a las DC como células negativas para marcadores de
linaje de linfocitos B/T, monocitos/macrofagos y células NK, que expresan moléculas
presentadoras de antigenos (HLA-II). Las subpoblaciones se identificaron con base en su
expresion de CD11c y CD123 como DC convencionales y DC plasmacitoides siguiendo la
estrategia de analisis que se muestra en la Figura 6.2A [170, 171]. De acuerdo a reportes
anteriores [172-174], se encontr6 una disminucion significativa en la frecuencia de DC
convencionales en individuos con infeccion avanzada (p=0.05 en crénicos y p=0.0045 en
SIDA) con respecto a los donadores sin VIH-1 (Figura 6.2B). La frecuencia de DC
convencionales fue menor en individuos en SIDA, aln en comparacion con el grupo de
progresores cronicos (p=0.0448) y controladores (p=0.017), pero no con los controladores
élite. EI TAR incremento la frecuencia de DC convencionales alcanzando niveles cercanos
a los del grupo control. En individuos infectados con VIH-1 sin TAR, se observd que la
frecuencia de DC convencionales correlaciond positivamente con las cuentas de linfocitos

T CD4" (r=0.3663 p=0.002), pero no con otros marcadores clinicos de progresion de la
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infeccion como CV y cantidad de linfocitos T CD8" CD38" HLA-DR®. Tampoco se

observaron asociaciones entre el tiempo de tratamiento y la frecuencia de DC

convencionales en individuos con TAR.
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Figura 6.2. Distribucion de DC convencionales y plasmacitodes en individuos con VIH-1 y donadores
sin VIH-1. A) Estrategia de analisis de citometria de flujo: se seleccionaron las células no agregadas, vivas,
granulocitos identificados por su morfologia (FSC-A vs. SSC-A), células HLA DR", linaje (CD3, CD14,
CD16, CD19, CD20, CD56)- negativas. Se identificaron las DC convencionales o plasmacitoides con base en
su expresion de CD11c y CD123, definiéndolas como ¢cDC CD11c* CD123", y pDC CD123". B) Frecuencia
de DC convecionales y C) plasmacitoides. Las diferencias entre los grupos se calcularon mediante una prueba
de Kruskal-Wallis corregida para comparaciones multiples con prueba posthoc de Dunn. Las cajas muestran
los valores dentro del rango intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los percentiles 10-90. La
linea indica la mediana del grupo. Total de individuos analizados por grupo: sin VIH-1 (n=19), controladores
élite (n=7), controladores (n=12), cronicos (n=18), SIDA (n=15), con TAR (n=15).
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Por otra parte, la disminucién en la frecuencia de DC plasmacitoides (Figura 6.2C) se
observo en todos los individuos con VIH-1 con viremia detectable en comparacion con los
donadores sin VIH-1 (p<0.01 en todos los casos). Los controladores élite mantuvieron
frecuencias similares al grupo control y mayores a los individuos en etapa tardia de la
infeccion (crénicos y SIDA, p=0.0272 y p=0.0012, respectivamente). Los individuos en
SIDA tuvieron una frecuencia significativamente menor de DC plasmacitoides que los
controladores y progresores cronicos (p=0.0005 en ambos casos). De manera similar a lo
observado en las DC convencionales y en concordancia con publicaciones anteriores [173,
175], el TAR incrementd la frecuencia de DC plasmacitoides con respecto al grupo en
SIDA (p=0.0032), pero no se alcanzaron niveles similares a los del grupo control
(p=0.0126).

De manera interesante, la frecuencia de DC plasmacitoides correlaciond con todos los
marcadores clinicos de progresion a la infeccion por VIH-1. De acuerdo con publicaciones
anteriores [176, 177], se encontrd una correlacion positiva con el nimero de linfocitos T
CD4" (r=0.489 p=0.0001) y nadir de linfocitos T CD4" (r=0.535 p<0.0001) y negativa con
la CV (r= -0.476 p=0.0002) y porcentaje de linfocitos T CD8* CD38" HLA-DR™ (r= -0.394
p=0.0029). Al analizar al grupo con TAR, no se observé una asociacion entre el tiempo de

tratamiento y la frecuencia de DC plasmacitoides.

Los resultados obtenidos indican que, de acuerdo a lo esperado, el avance de la infeccion
por VIH-1 afecta la frecuencia de DC. En particular, la disminucién en la frecuencia de DC
plasmacitoides fue mayor y correlacion6 con marcadores clinicos de progresion de modo

que a mayor avance de la infeccion hay una menor proporcion de estas células.

Células NK. Para el analisis de células NK se seleccionaron los linfocitos CD3" CD14  para
excluir células T y monocitos/macrofagos. Con base en su expresion de CD56 y CD16 se
identificaron tres subpoblaciones: CD56°"¢" CD16°, CD56%™ CD16" y CD56" CD16" [42,
110] (Figura 6.3A). De acuerdo con publicaciones anteriores [110, 111, 178], se
encontraron cambios en las frecuencias de células NK en individuos con VIH-1 en las tres
subpoblaciones celulares (Figura 6.3B-D). Las frecuencia de células NK CD56™ CD16" se
encontro disminuida en los individuos con VIH-1 e infeccion avanzada (crénicos y SIDA,
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p<0.01 en ambos casos) con respecto a donadores sanos, y se recupero en los individuos
con TAR en comparacion con los individuos en SIDA, alcanzando niveles similares a los
del grupo control (Figura 6.3B). Por el contrario, la frecuencia de las células NK CD56""9"
CD16 se encontré aumentada en los individuos en SIDA en comparacion con los grupos de
cronicos y con TAR (Figura 6.3C). Como se esperaba, la frecuencia de las células NK
disfuncionales CD56° CD16" fue significativamente mayor en todos los individuos con
VIH-1 independientemente de su CV y del TAR (Figura 6.3D, p<0.01 en todos los casos).
Sin embargo, la frecuencia de esta subpoblacion disminuyo parcialmente con el TAR con

respecto a los individuos en SIDA (p<0.0001).
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Figura 6.3. Distribucion de células NK en individuos con VIH-1 y donadores sin VIH-1. A) Estrategia de
andlisis de citometria de flujo: se seleccionaron las células no agregadas, vivas, linfocitos identificados por su
morfologia (FSC-A vs. SSC-A), linfocitos CD3” CD14". Se identificaron las subpoblaciones de células NK
con base en su expresion de CD56 y CD16, definiéndolas como CD56™"9" CD16", CD56"™ CD16" y CD56"
CD16". B) Frecuencia de células NK CD56“™ CD16". C) Frecuencia de células NK CD56""" CD16". D)
Frecuencia de células NK CD56° CD16". Las diferencias entre los grupos se calcularon mediante una prueba
de Kruskal-Wallis corregida para comparaciones multiples con prueba posthoc de Dunn. Las cajas muestran
los valores dentro del rango intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los percentiles 10-90. La
linea indica la mediana del grupo. Total de individuos analizados por grupo: sin VIH-1 (n=21), controladores
élite (n=8), controladores (n=13), crénicos (n=26), SIDA (n=15), con TAR (n=58).
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No se encontraron asociaciones entre las frecuencias de las subpoblaciones de células NK 'y
marcadores de progresion de la infeccion por VIH-1 en individuos sin TAR. Sin embargo,
la frecuencia de células NK CD56 CD16" en el grupo con TAR correlaciond
negativamente con el tiempo en tratamiento (r=-0.4986 p<0.0001), lo que indica que a

mayor tiempo de tratamiento disminuye la frecuencia de esta subpoblacion.

De acuerdo con publicaciones anteriores, nuestros resultados muestran que la distribucion
de subpoblaciones de células NK se ve afectada durante la infeccion por VIH-1. Las
diferencias fueron més notorias en individuos con infeccion avanzada, mientras que la
proporcion de células NK CD56°"" CD16™ y CD56%™ CD16" en controladores élite y
controladores se mantuvieron similares a las del grupo control. EI TAR revertio las
proporciones de las subpoblaciones a los niveles observados en personas sin VIH-1 excepto
en la subpoblacion CD56 CD16".

Linfocitos T. Los linfocitos T se caracterizaron como células CD3* CD4" 6 CD8" (Figura
6.4A). Como se esperaba, se observo una disminucion en el porcentaje de linfocitos T
CD4" en todos los individuos con VIH-1 con viremia detectable en comparacion con el
grupo control (p<0.05 en todos los casos, Figura 6.4B). Ademas, la frecuencia de linfocitos
T CD4" fue significativamente menor en individuos con infeccion avanzada (cronicos y
SIDA) en comparacién con los controladores y controladores élite (p<0.01 en todos los
casos). Los individuos en SIDA tuvieron un porcentaje menor que los progresores crénicos
(p=0.009). El TAR recupero parcialmente la frecuencia de linfocitos T CD4" con respecto a
progresores crénicos y en SIDA (p<0.01 en ambos casos), pero no se alcanzaron los niveles
basales (p<0.0001).

En el caso de los linfocitos T CD8" se encontr6 un fendmeno opuesto al observado con los
CD4" (Figura 6.4C). Se observé un incremento en el porcentaje de linfocitos T CD8" en
todos los individuos con viremia detectable en comparacion con el grupo control y los
controladores élite (p<0.01 en todos los casos). Los progresores cronicos y en SIDA
también tuvieron mayores frecuencias de linfocitos T CD8" en comparaciéon con los
controladores (p<0.05 en ambos casos). EI TAR disminuyé parcialmente las frecuencias de

linfocitos T CD8" observadas en los individuos en fase avanzada de la infeccion (crénicos y
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SIDA), pero no se alcanzaron niveles similares a los observados en el grupo control
(p=0.0004).

A Linfocitos T
CD8*

SSC-A
CD8

x |5 <
8 e &) &)
(7] 9]
[V N7 w
>~ >~ ~ >~ ~
FSC-A Viabilidad FSC-A cD3 cD4 b
Linfocitos T
CD4'
cp4* CD§*
p=0.0004
I 1
p=0.0028 p=0.0027
I 11 1 -
p<0.0001 . p=0.0033 .
I 1
p=0.011 p=0.0062
p<0.0001 p<0.0001 : 0 ,
f U 1 p=0.0004
p<0.0001 p=0.0009 T ]
B r i 1 c p<0.0001 p=0.0012
=z r L} 1
. p=0.0241 ; p<0.0001 . | 0<0.0001 |
=0.0038
pr—| p=0.0119 p=0.0157
— 100- 1009 000426 |
= 804 1 T B 80
o e
‘c _
= 604 ool 60
(] e T
o 404 L _L . 404 T o
o 204 JL 204 o
e l 1
o 1
o 0 1 I 1 L} L) O 1 Ll L] L) 1 L)
¢ X2 $ o et x & X2 5 (o] \'ed x
K & ¥ @ O & N A A
3 ‘Ql O\b o(‘\ q,\ «V‘ ) ‘Ql o\’bb o(‘\ q,\ «V’
o & & © & (&
S o &
N o o o
Y Y
& &
(€) (&)

Figura 6.4. Distribucion de linfocitos T CD4" y CD8" en individuos con VIH-1 y donadores sin VIH-1.
A) Estrategia de andlisis de citometria de flujo: se seleccionaron las células no agregadas, vivas, linfocitos
identificados por su morfologia (FSC-A vs. SSC-A), linfocitos T CD3* CD4" 6 CD8". B) Porcentaje de
linfocitos T CD4". C) Porcentaje de linfocitos T CD8". Las diferencias entre los grupos se calcularon
mediante una prueba de Kruskal-Wallis corregida para comparaciones multiples con prueba posthoc de Dunn.
Las cajas muestran los valores dentro del rango intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los
percentiles 10-90. La linea indica la mediana del grupo. Total de individuos analizados por grupo: sin VIH-1
(n=25), controladores élite (n=8), controladores (n=12), crénicos (n=25), SIDA (n=15), con TAR (n=55).
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Figura 6.5. Distribucion de subpoblaciones de linfocitos T CD4" y CD8" en individuos con VIH-1 y
donadores sin VIH-1. A) Dot plots representativos de las subpoblaciones de linfocitos T CD4" en un
donador sin VIH-1y un individuo en SIDA (izquierda). Distribucion de subpoblaciones de linfocitos T CD4"
(derecha). B) Dot plots representativos de las subpoblaciones de linfocitos T CD8" en un donador sin VIH-1y
un individuo en SIDA (izquierda). Distribucion de subpoblaciones de linfocitos T CD8" (derecha). EI nimero
dentro del cuadrante indica el porcentaje de linfocitos T que corresponden a la subpoblacion. Se recuadra en
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rojo el cuadrante correspondiente a los linfocitos T néive. Las diferencias entre los grupos se calcularon
mediante una prueba de Kruskal-Wallis corregida para comparaciones maltiples con prueba posthoc de Dunn.
Las cajas muestran los valores dentro del rango intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los
percentiles 10-90. Los puntos representan datos fuera del percentil 10-90. La linea indica la mediana del
grupo. Total de individuos analizados por grupo: sin VIH-1 (n=26), controladores élite (n=8), controladores
(n=12), crénicos (n=19), SIDA (n=14), con TAR (n=15).

Se identificaron las diferentes subpoblaciones de maduracion de linfocitos T CD4" y CD8"
con base en su expresion de CCR7 y CD45RA. Se definieron como: a) células néive
CD45RA" CCR7", b) memoria efectora CD45RA™ CCR7’, ¢) memoria central CD45RA
CCRT7", y d) terminalmente diferenciadas CD4* CD45RA" CCR7 o de memoria efectora
CD45RA" (TEMRA) en linfocitos T CD8" CD45RA" CCR7 . En la Figura 6.5 se muestra
la distribucion de las subpoblaciones de linfocitos T en los diferentes grupos de estudio y
ejemplos representativos del cambio en las frecuencias de las subpoblaciones en un
individuo sin VIH-1 y un individuo en SIDA. Como se esperaba, tanto en linfocitos T
CD4" (Figura 6.5A) como CD8" (Figura 6.5B) se encontré una disminucion en el
porcentaje de células nédive en los individuos en SIDA con respecto al grupo control
(p<0.05 en ambos casos). Las proporciones de células néive en individuos sin VIH-1,
controladores y controladores élite fueron similares para linfocitos T CD4" y CD8".
Adicionalmente, en los individuos T CD8" se encontr6 un menor porcentaje de células
naive en el grupo de progresores cronicos con respecto a los donadores sin VIH-1
(p=0.0251). El TAR recupero la proporcion de linfocitos T CD8" niive en comparacion con
los individuos en SIDA (p=0.0049), alcanzando frecuencias similares a las del grupo
control. Esto no se observo en los linfocitos T CD4". No se encontraron diferencias

significativas en las otras subpoblaciones de linfocitos T CD4" 6 CD8".

Los resultados en las frecuencias de las subpoblaciones leucocitarias observados en la
cohorte fueron consistentes con los reportados, mostrando como el avance de la
enfermedad afecta de manera progresiva no solo a los linfocitos T CD4", blanco directo de

la infeccion por VIH-1, sino a otras poblaciones celulares.
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6.3. Expresion de TLRs
6.3.1 Expresion de TLRs: Cuantificacion de mRNA en PBMC totales
Como primer andlisis del papel de los TLRs en la infeccion por VIH-1, se caracterizo la

expresion de mRNA de los 10 TLRs en PBMC totales por gRT-PCR. Se realiz6 la
cuantificacion de expresion relativa utilizando dos genes enddgenos como referencia de
expresion: ACTB de expresion intermedia y HPRT de expresion baja. Dados los niveles de
expresion del mRNA de TLRs, se seleccion6 HPRT como gen de preferencia para los
analisis. Como se muestra en la Figura 6.6, no se encontraron diferencias significativas
entre grupos en la expresion de los TLRs 1, 2, 5, 6, 7, 9 y 10. Se observé menor expresion
de TLR3 en individuos con SIDA en comparacion con los progresores crénicos (p=0.0332).
Por el contrario, la expresion relativa de TLR4 (receptor que reconoce a LPS [84, 96, 166])
en controladores élite fue significativamente menor que en los donadores sin VIH-1
(p=0.0278), controladores e individuos en SIDA (p=0.0234 en ambos casos). De manera
interesante, se encontrd que el grupo de progresores cronicos tuvo mayor expresion de
TLR8 (receptor que reconoce al RNA del VIH-1 [84, 96, 164, 166]) con respecto a los
controladores (0.0403), pero no los individuos en SIDA que también viremia alta.
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Figura 6.6. Expresion relativa de mRNA de TLRs en PBMC totales de individuos infectados con VIH-1
vs. donadores sin VIH-1. Se midio la expresion relativa de mRNA de los TLRs 1-10 a partir de PBMC
totales con respecto al gen endogeno HPRT de expresion baja por gRT-PCR. La expresion relativa se calculo
utilizando el método comparativo de AAC+. Las diferencias entre los grupos se calcularon mediante una
prueba de Kruskal-Wallis corregida para comparaciones mdaltiples con la prueba posthoc de Dunn. Las cajas
muestran los valores dentro del rango intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los percentiles
10-90. La linea indica la mediana del grupo. *p=0.05
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Dado que los TLRs se expresan en diferentes subpoblaciones celulares [83], el analisis
sobre PBMC totales resultd poco especifico para la cuantificacion de la expresion de estos
receptores. Por ello, se realiz6 la fenotipificacion por citometria de flujo de TLRs en

subpoblaciones leucocitarias especificas.

6.3.2 Expresion de TLRs en subpoblaciones leucocitarias: Inmunofenotipificacion
Con base en la disponibilidad de anticuerpos y configuraciones de los citdbmetros utilizados,
se midid la expresion de los TLRs extracelulares 2, 4 y 6, e intracelulares 3 y 9 en

subpoblaciones de DC, células NK y linfocitos T.

Células Dendriticas. Siguiendo la estrategia de andlisis descrita en la Figura 6.2A, se
cuantificé la frecuencia de DC convencionales que expresan TLR2, 3, 4 y 6 (Figura 6.7A-
D) y DC plasmacitoides que expresan TLR9 (Figura 6.7E). No se encontraron diferencias
entre grupos en la frecuencia de células TLR2", pero el porcentaje de porcentaje de DC
convencionales que expresan TLR2 en individuos infectados con VIH-1 sin TAR
correlacion6 negativamente con la activacion en linfocitos T CD8" (r= -0.2904 p=0.03)*. El
porcentaje de DC convencionales TLR4" se encontré incrementado en los grupos de
controladores élite, cronicos y SIDA en comparacion con los individuos sin VIH-1 y con
VIH-1 en TAR (p<0.02 en todos los casos, Figura 6.7B). Resulta interesante recalcar que
los controladores conservaron porcentajes similares al grupo control y al grupo con TAR,
siendo el porcentaje de células positivas cercano a cero (medianas de 0.143% y 0.04%,
respectivamente). Aun en los grupos donde se encontré incremento de células TLR4", los
porcentajes se mantuvieron por debajo del 1.5% (1.1% mediana de controladores élite,
0.8% mediana de cronicos). El porcentaje de células TLR6" fue significativamente menor
en los controladores en comparacion con donadores sin VIH-1, progresores cronicos, en
SIDA y con TAR (p<0.05 en todos los casos, Figura 6.7C). Se observé una tendencia al
incremento en la frecuencia de DC convencionales TLR6" en progresores cronicos pero no
alcanzé significancia estadistica. En el caso de los TLRs intracelulares, se encontrd un
incremento en las DC convencionales TLR3" en los individuos en SIDA en comparacion

con los donadores sin VIH-1, controladores élite y progresores cronicos (p<0.05 en todos

* Los resultados detallados de la activacién de linfocitos T CD8" se muestran en la Figura 6.14.
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los casos), pero no con los controladores (Figura 6.7D). EI TAR disminuyé de manera
significativa la proporcion de DC convencionales TLR3" en comparacion con individuos en
SIDA (medianas de 4.3% y 27.4%, respectivamente, p=0.0024) alcanzando valores
cercanos a los del grupo control (mediana del 7.9%). Los controladores, controladores élite
y los progresores crénicos mantuvieron frecuencias similares de DC convencionales TLR3"
a los individuos sin VIH-1. Con la excepcion de las células TLR2", no se encontraron
asociaciones entre los porcentajes de DC convencionales que expresan TLRs y marcadores
clinicos de progresion a SIDA (CV, cuentas de linfocitos T CD4" y activacion

inmunoldgica medida como el porcentaje de linfocitos T CD8" CD38" HLA-DR).
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Figura 6.7. Expresion de TLRs en DC en individuos con VIH-1 y donadores sin VIH-1. Porcentaje de
DC convencionales que expresan TLR2, 3, 4 y 6 (A-D) y DC plasmacitoides que expresan TLR9 (E). Las
diferencias entre los grupos se calcularon mediante una prueba de Kruskal-Wallis corregida para
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comparaciones multiples con prueba posthoc de Dunn. Las cajas muestran los valores dentro del rango
intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los percentiles 10-90. La linea indica la mediana del
grupo. Total de individuos analizados por grupo: sin VIH-1 (n=19), controladores élite (n=7), controladores
(n=12), crénicos (n=18), SIDA (n=15), con TAR (n=15).

En las DC plasmacitoides, se observd una tendencia a la disminucion del porcentaje de
células TLR9" en individuos con infeccion avanzada (mediana de: 17.4% en cronicos y
16.5% en SIDA) con respecto a los controladores (mediana de 60%) y controladores élite
(mediana de 30.5%), aunque no se alcanzd significancia estadistica (Figura 6.7E).
Solamente se encontrd una menor proporcion de DC plasmacitoides TLR9" en progresores
cronicos comparados con controladores (p=0.0328). No se encontraron asociaciones entre
la frecuencia de DC plasmacitoides TLR9" y marcadores clinicos de progresion a SIDA.
Adicionalmente, en el grupo con TAR se observo una menor frecuencia de células TLR9"
(mediana de 22.3%) en comparacion con los progresores crénicos y en SIDA (p<0.01 en

ambos casos) pero esta disminucion no correlacion6 con los meses de tratamiento (p=0.23).

Células NK. Reportes anteriores han mostrado la expresion de mRNA de TLRs en células
NK, pero no se conoce especificamente la expresion de estos receptores en membrana ni si
hay diferencias entre subpoblaciones de NK [83]. Por ello, se cuantifico el porcentaje de
células NK TLR2", 3", 4%, 6" y 9" en las tres subpoblaciones definidas con base en su
expresion de CD56 y CD16 como se muestra en la Figura 6.3A. Las frecuencias de células
NK TLR2" y 4" fueron similares entre grupos de estudio en las tres subpoblaciones (Figura
6.8Ay B, Figura 6.9Ay B, Figura 6.10Ay B). Sin embargo, de manera similar a lo
observado en DC convencionales, la frecuencia de células NK CD56° CD16" TLR2"
correlaciond negativamente con el porcentaje de linfocitos T CD8" que expresan

marcadores de activacion (r=-0.34 p=0.0213).

La expresion de TLR4 fue muy baja en la mayoria de los grupos, quedando con medianas
menores al 1% v, en el caso de las células NK CD56"" CD16", la mediana de células
TLR4" en los grupos de controladores, progresores cronicos y con TAR fue cero (Figura

6.9B). A pesar de que no se encontraron diferencias entre grupos en la expresion de TLR4,
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el porcentaje de células NK CD56~ CD16" TLR4" correlaciond positivamente con la
cantidad de sCD14 (r=0.36 p=0.0172) en el analisis de individuos con VIH-1 sin TAR. Esta
asociacion resulta particularmente interesante debido a que tanto la frecuencia de esta
subpoblacion de células NK como la cantidad de sCD14 se encuentran incrementadas con

la progresion de la infeccion.
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Figura 6.8. Expresion de TLRs en células NK CD56%™ CD16" en individuos con VIH-1 y donadores sin
VIH-1. Porcentaje de células NK CD56"™ CD16" que expresan TLRs extracelulares: 2, 4 y 6 (A-C) e
intracelulares: 3y 9 (D, E). Las diferencias entre los grupos se calcularon mediante una prueba de Kruskal-
Wallis corregida para comparaciones multiples con prueba posthoc de Dunn. Las cajas muestran los valores
dentro del rango intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los percentiles 10-90. La linea
indica la mediana del grupo. Total de individuos analizados por grupo: sin VIH-1 (n=21), controladores élite
(n=8), controladores (n=12), cronicos (n=20), SIDA (n=15), con TAR (n=13).
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Figura 6.9. Expresion de TLRs en células NK CD56""™ CD16" en individuos con VIH-1 y donadores sin
VIH-1. Porcentaje de células NK CD56™" CD16™ que expresan TLRs extracelulares: 2, 4 y 6 (A-C) e
intracelulares: 3y 9 (D, E). Las diferencias entre los grupos se calcularon mediante una prueba de Kruskal-
Wallis corregida para comparaciones multiples con prueba posthoc de Dunn. Las cajas muestran los valores
dentro del rango intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los percentiles 10-90. La linea
indica la mediana del grupo. Total de individuos analizados por grupo: sin VIH-1 (n=21), controladores élite
(n=8), controladores (n=12), crénicos (n=20), SIDA (n=15), con TAR (n=13).

Solamente variaron los porcentajes de células NK TLR6" en la subpoblacién CD56° CD16"
(Figura 6.10C). El grupo de controladores tuvo significativamente mas células TLR6" que
el grupo control (p=0.158) y que los individuos en SIDA (p=0.0068) (medianas de: 30.3%,
14.6% y 14.4%, respectivamente). Adicionalmente, la frecuencia de células NK CD56
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CD16" TLR6" correlaciond positivamente con las cuentas de linfocitos T CD4" (r=0.34
p=0.0207) en los individuos con VIH-1 sin TAR. Por otra parte, el grupo con TAR tuvo
una mediana de 59.1% de células TLR6", mayor que en el grupo sin VIH-1, controladores

élite (mediana de 23.6%) y controladores.
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Figura 6.10. Expresion de TLRs en células NK CD56° CD16" en individuos con VIH-1y donadores sin
VIH-1. Porcentaje de células NK CD56™ CD16" que expresan TLRs extracelulares: 2, 4 y 6 (A-C) e
intracelulares: 3y 9 (D, E). Las diferencias entre los grupos se calcularon mediante una prueba de Kruskal-
Wallis corregida para comparaciones multiples con prueba posthoc de Dunn. Las cajas muestran los valores
dentro del rango intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los percentiles 10-90. La linea
indica la mediana del grupo. Total de individuos analizados por grupo: sin VIH-1 (n=21), controladores élite
(n=8), controladores (n=12), crénicos (n=20), SIDA (n=15), con TAR (n=13).
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La proporcion de células NK CD56%™ CD16" TLR3" (Figura 6.8D) fue similar entre
individuos sin VIH-1, controladores y controladores élite (medianas de 15.8%, 25.8% y
12.1%, respectivamente). En contraste, el porcentaje de células TLR3" fue mayor en el
grupo en SIDA (mediana de 9.56%) en comparacién con los progresores cronicos (mediana
de 6.9%), controladores y personas sin VIH-1 (p<0.05 en todos los casos). En individuos
con VIH-1 sin TAR la frecuencia de células NK CD56"™ CD16" TLR3" correlacion6
negativamente con el nimero de linfocitos T CD4" (r=.0.33 p=0.0096). Aunque el TAR no
afecto la proporcion de células NK CD56%™ CD16" que expresan TLR3, se encontré que a
mayor tiempo de tratamiento hay una menor proporcion de células TLR3" en esta
subpoblacién (r=0.697 0=0.0082). En las subpoblaciones CD56""¢" CD16*y CD56™ CD16"

no se encontraron diferencias en los porcentajes de células TLR3" (Figuras 6.9D y 6.10D).

Tanto en células NK CD56%™ CD16* como CD56"9"™ CD16 se encontraron diferencias en
la frecuencia de células TLR9" (Figuras 6.8E y 6.9E). Las células NK CD56%™ CD16" de
controladores élite (mediana de 41%) y de individuos en SIDA (mediana de 26.5%)
tuvieron mayor cantidad de células TLR9* en comparacion con los donadores sin VIH-1
(mediana de 10.5%, p<0.05 en ambos casos). Contrariamente, el grupo de progresores
crénicos tuvo un porcentaje menor de células NK CD56%™ CD16" TLR9" (mediana de
9.1%) en comparacion con controladores élite (p=0.0035), SIDA (=0.0018) y TAR"
(mediana de 16%, p=0.0193). En la subpoblacion CD56" CD16 se observé una
disminucion en la proporcion de células TLR9" en controladores, progresores crénicos e
individuos en SIDA con respecto al grupo control (medianas de: 15.2%, 5.86%, 7.7% y
36.9%, respectivamente, p<0.02 en todos los casos). El porcentaje de células CD56""
CD16™ TLR9" fue alin mas bajo en controladores en comparacion con los controladores
élite (mediana de 40.8%, p=0.0287). EI TAR no afectd el nimero de células TLR9" en
comparacion con los otros grupos en la subpoblacion CD56°™" CD16". No se encontraron
asociaciones entre los porcentajes de células NK TLR9" y marcadores de progresion a

SIDA en ninguna de las subpoblaciones.
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Linfocitos T. Siguiendo la estrategia de analisis que se muestra en la Figura 6.4A, se
cuantificaron las frecuencias de linfocitos T CD4" y CD8" que expresan TLRs (Figuras
6.11 y 6.12). No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en los
porcentajes de linfocitos T CD8" TLR™ para ninguno de los receptores analizados (Figura
6.12). Sin embargo, la frecuencia de linfocitos T CD8" TLR6" correlaciond positivamente
con el nadir de linfocitos T CD4" (r= 0.28 p=0.0339) y negativamente con el porcentaje de
linfocitos T CD8" activados (r= -0.26 p=0.0406) en los individuos con VIH-1 sin TAR. Por
otra parte, de manera similar a lo observado en las células NK CD56%™ CD16", el
porcentaje de linfocitos T CD8" TLR3" disminuye a mayor tiempo de TAR (r=0.612
p=0.0199).

En los linfocitos T CD4" solamente se encontraron variaciones entre grupos en TLR6 y
TLR9 (Figura 6.11 C y E). A pesar de las diferencias en los porcentajes de células TLR*
entre grupos, no se encontraron asociaciones con marcadores clinicos de progresion de la
infeccion por VIH-1 (CV y cuentas de linfocitos T CD4") ni con activacion inmunol6gica
en ningln caso. Los progresores cronicos tuvieron un porcentaje menor de linfocitos T
CD4" TLR6" que los donadores sin VIH-1, controladores élite y SIDA (medianas de: 2.1%
en progresores cronicos, 4% en personas sin VIH-1, 10.6% en controladores élite y 4% en
SIDA). No se encontraron diferencias entre ninguno de los otros grupos (Figura 6.11C). A
diferencia de TLR6, el grupo con TAR mostré un mayor porcentaje de linfocitos T CD4*
TLR9" (mediana de 28.9%) con respecto al grupo control sin VIH-1 (mediana de 2.7%,
p=0.0009), controladores (mediana de 3.7%, p=0.032) y progresores cronicos (mediana de
11.2%, p=0.028) (Figura 6.11E), y la frecuencia de células TLR9" no correlacion6 con el
tiempo de TAR (p=0.8). Las frecuencias de linfocitos T CD4" TLR9" fueron similares entre
los individuos sin VIH-1, controladores y controladores élite. No se encontraron diferencias
significativas entre individuos libres de tratamiento independientemente de la CV.
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Figura 6.11. Expresion de TLRs en linfocitos T CD4" en individuos con VIH-1 y donadores sin VIH-1.
Porcentaje de linfocitos T CD4" que expresan TLRs extracelulares: 2, 4 y 6 (A-C) e intracelulares: 3y 9 (D,
E). Las diferencias entre los grupos se calcularon mediante una prueba de Kruskal-Wallis corregida para
comparaciones multiples con prueba posthoc de Dunn. Las cajas muestran los valores dentro del rango
intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los percentiles 10-90. La linea indica la mediana del
grupo. Total de individuos analizados por grupo: sin VIH-1 (n=25), controladores élite (n=8), controladores
(n=11), crdnicos (n=21), SIDA (n=15), con TAR (n=13).
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Figura 6.12. Expresion de TLRs en linfocitos T CD8" en individuos con VIH-1 y donadores sin VIH-1.
Porcentaje de linfocitos T CD8" que expresan TLRs extracelulares: 2, 4 y 6 (A-C) e intracelulares: 3y 9 (D,
E). Las diferencias entre los grupos se calcularon mediante una prueba de Kruskal-Wallis corregida para
comparaciones multiples con prueba posthoc de Dunn. Las cajas muestran los valores dentro del rango
intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los percentiles 10-90. La linea indica la mediana del
grupo. Total de individuos analizados por grupo: sin VIH-1 (n=25), controladores élite (n=8), controladores
(n=11), crdnicos (n=21), SIDA (n=15), con TAR (n=13).

En conjunto, los resultados de citometria de flujo muestran que dependiendo de la
subpoblacion leucocitaria cada TLR se expresa de manera diferente. Se ha reportado la
variabilidad en la expresion de mRNA de TLRs en diferentes poblaciones leucocitarias
[83], sin embargo, no se han realizado estudios de citometria de flujo donde se observe la
expresion de los receptores en la superficie celular en donadores sanos ni en personas

infectadas con VIH-1. En individuos con VIH-1 se ha reportado un incremento en la
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expresion de mRNA de TLR2, 3, 4, 6, 7 y 8 en PBMC totales, pero no se analizo
especificamente en subpoblaciones celulares [87]. Siendo que las DC son células
presentadoras de antigenos, se habria esperado una mayor cantidad de expresion de TLRs
con respecto a las células NK y linfocitos T. Los resultados muestran que Unicamente en el
caso de TLR2 se observan porcentajes mas altos de DC convencionales que expresan el
receptor con respecto a los linfocitos T (tanto CD4" como CD8") y a las células NK. TLR2,
ademas, fue el Unico TLR en el que no se encontraron diferencias entre grupos en ninguna
de las poblaciones estudiadas. A pesar de lo anterior, los analisis de correlacion en
individuos con VIH-1 sin TAR mostraron que tanto en DC convencionales como en células
NK CD56 CD16" el porcentaje de células TLR2" disminuye conforme la activacion

inmunoldgica en linfocitos T CD8" aumenta.

Contrariamente a lo esperado, los porcentajes de linfocitos T CD4" y CD8" que expresan
TLR4 fueron mayores que en DC convencionales y células NK, independientemente del
grupo de estudio, posiblemente como una consecuencia del desarrollo de tolerancia a
endotoxina [179]. También es interesante recalcar que si se observaron diferencias entre
grupos en los porcentajes de células positivas para TLRs, en particular TLR6 y TLR9, en
linfocitos T CD4" mientras que no hubo variaciones en los porcentajes de linfocitos T
CcD§8".

Otro resultado interesante es que los porcentajes de células TLR* para los receptores
intracelulares fueron mucho mas altos que en los extracelulares, alcanzando medianas de
hasta 30% de células TLR* como es el caso de TLR9 los linfocitos T CD8" en individuos
con TAR contra medianas del 0% en TLR2 6 TLR4 la células NK CD56""™ CD16" en el
grupo control sin VIH-1.

Dada la variabilidad observada en la expresion los TLR en cada una de las subpoblaciones
analizadas y en los diferentes grupos de estudio no fue posible distinguir patrones de
expresion por receptor, subpoblacion ni grupo de estudio. Sin embargo, en los
controladores se observé una disminucion consistente en el porcentaje de células TLR6" en
DC convencionales (Figura 6.7C), linfocitos T CD4" (Figura 6.11C), y células NK
CD56”"" CD16” TLR9" (Figura 6.9E) con respecto a los demés grupos de estudio. Por otra

parte, el TAR parece tener un efecto en la expresion de TLRs en varias subpoblaciones. En
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el caso de las DC, tanto para el porcentaje de DC convencionales que expresan TLR3 y
TLR4 como en las DC plasmacitoides que expresan TLR9, se observd que el TAR
disminuyd el porcentaje de células TLR™ con respecto a individuos con infeccion avanzada
(Figura 6.7B, D y E). En las DC plasmacitoides, el TAR disminuy0 el porcentaje de células
TLR9" alin por debajo de lo observado en el grupo control (Figura 6.7E). En linfocitos T, el
grupo TAR™ mostrd un incremento de células TLR9® con respecto a los otros grupos,
aunque sélo se alcanzd significancia estadistica en los CD4" (Figuras 6.11E y 6.12E).
Ademas, el TAR incrementd los porcentajes de células TLR6" en linfocitos T CD4", que se
ven disminuidos en individuos con infeccion avanzada, alcanzando valores similares a los
del grupo control (Figura 6.11C). Finalmente, en células NK, el TAR incrementd los
porcentajes de células CD56~ CD16" TLR6" alin por encima de los valores observados en
individuos sin VIH-1. En la subpoblacién CD56™™ CD16", también se encontré que el
TAR recuper6 el porcentaje de células TLR9" que se observaban disminuidas en
progresores crénicos e individuos en SIDA, alcanzando niveles similares a los del grupo
control (Figura 6.9E).

Los resultados sugieren que el TAR tiene un efecto importante en la variacion de la
expresion de los TLRs en las diferentes subpoblaciones celulares. Aunque, como Yya se ha
mencionado, cada TLR se expres6 en cada subpoblacion de manera particular, se
encontraron casos interesantes como el efecto en el porcentaje de células TLR6" en
linfocitos T CD8" y células NK CD56%™ CD16". Es interesante que, al margen de no
encontrar diferencias en los porcentajes de células TLR6" y los otros grupos de estudios en
ambas subpoblaciones celulares, éste se asociara negativamente con el tiempo de TAR
(Figura 6.13). Este resultado es especialmente interesante dadas las similitudes entre ambas
poblaciones celulares: tanto los linfocitos T CD8* como las células NK CD56%™ CD16"
tienen una funcién primordialmente citotdxica, y sus frecuencias y porcentajes de células

activadas se ven incrementadas con el avance de la infeccion.
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Figura 6.13. Asociacion de células TLR3" y meses de TAR en células citotoxicas. Correlacion de
Spearman del porcentaje de linfocitos T CD8" (circulos grises) o células NK CD56%™ CD16" (rectangulaso
negros) que expresan TLR3 contra tiempo de tratamiento.

6.4 Caracterizacion del Estado Inflamatorio

Como primer andlisis para caracterizar el estado inflamatorio en el que se encontraban los
individuos en cada uno de los grupos de estudio, se cuantifico el porcentaje de DC, células
NK vy linfocitos T que expresan marcadores de activacién por citometria de flujo.
Posteriormente, se midieron los biomarcadores de inflamacion PCR en suero y fibrindgeno
en plasma de los participantes del estudio, y citocinas pro- y anti-inflamatorias a partir de
plasma congelado. Como marcador de activacion de monocitos/macréfagos y marcador
indirecto de translocacion bacteriana, se cuantific6 sCD14 en plasma.

6.4.1 Expresion de marcadores de activacion en subpoblaciones leucocitarias:
Inmunofenotipificacion

Linfocitos T. Una de las caracteristicas particulares de la infeccion por VIH-1 es el
incremento en la activacion inmunologica observada en linfocitos T (expresion de CD38 y
co-expresion de CD38 y HLA-DR) [19, 41, 61]. Por ello, se cuantifico la expresion de
marcadores de activacion en linfocitos T CD4" y CD8" totales (Figura 6.14) y en
subpoblaciones de éstos (Figura 6.15). Como se esperaba, los porcentajes de linfocitos T
CD4" activados fue similar en los dos grupos de controladores y donadores sin VIH-1 tanto
en células totales como en subpoblaciones (Figuras 6.14A y 6.15A). En general, se
encontrd un incremento en la proporcion de linfocitos T CD4" CD38" HLA-DR™ en los

individuos crénicos y en SIDA en comparacion con los el grupo control. El grupo con TAR
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tuvo porcentajes menores de células activadas que los individuos en infeccion avanzada,
alcanzando significancia estadistica solamente en las células terminalmente diferenciadas
CD45RA" CCR7" y de memoria efectora CD45RA™ CCR7, pero significativamente
mayores a los observados en individuos sin VIH-1, controladores élite y controladores. Este
mismo fendmeno se observé en linfocitos T CD4" totales. De acuerdo a lo esperado, la
proporcion de linfocitos T CD4" activados correlacion6 de manera positiva con la CV y
negativa con la cuenta de linfocitos T CD4" en los individuos con VIH-1 sin TAR (r=0.65
p<0.0001 y r= -0.42 p<0.0001, respectivamente). Ademas, a mayor tiempo de TAR, se
observé una disminucion en el porcentaje de linfocitos T CD4" CD38" HLA-DR" (r= -0.44
p=0.0008).
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Figura 6.14. Expresion de marcadores de activacion en linfocitos T CD4" y CD8" en individuos con
VIH-1y donadores sin VIH-1. Porcentaje de linfocitos T CD4" (A) y CD8" (B) que co-expresan HLA-DR Y
CD38. Las diferencias entre los grupos se calcularon mediante una prueba de Kruskal-Wallis corregida para
comparaciones multiples con prueba posthoc de Dunn. Las cajas muestran los valores dentro del rango
intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los percentiles 10-90. La linea indica la mediana del
grupo. Total de individuos analizados por grupo: sin VIH-1 (n=25), controladores élite (n=7), controladores
(n=12), crdnicos (n=18), SIDA (n=15), con TAR (n=15).
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En los linfocitos T CD8" se observo el incremento en la frecuencia de células CD38" HLA-
DR™ en todos los individuos con viremia detectable en comparacion con el grupo control
(p<0.01 en todos los casos, Figura 6.14B), no asi en los controladores élite. En el caso de
células naive CD45RA" CCR7" y terminalmente diferenciadas CD45RA™ CCR7’, también
hubo una mayor proporcion de linfocitos T CD8" activados en los controladores élite con
respecto a los donadores sin VIH-1 (Figura 6.15B). En particular, resulta interesante el
incremento en la proporcion de células naive CD45RA™ CCR7* CD38" HLA-DR™ en todos
los individuos con VIH-1. Siendo que la subpoblacién de linfocitos T ndive no han sido
previamente expuestos a su antigeno especifico, no se esperaria la expresion de marcadores
de activacion. Este fendmeno forma parte de la activacion inmunoldgica caracteristica en la
infeccion por VIH-1 [180]. Tanto en linfocitos T CD8" como en subpoblaciones se observd
una mayor frecuencia de células CD38" HLA-DR™ en los individuos con infeccion
avanzada en comparacion con controladores élite y controladores. Como se esperaba, el
porcentaje de linfocitos T CD8" CD38" HLA-DR™ correlaciond con los marcadores clinicos
de progresion a SIDA (r= -0.4156 p=0.0005 para cuenta de linfocitos T CD4" y r= 0.5254
p<0.0001 para CV, Figura 6.23A) en individuos con VIH-1 sin TAR. Aungue el TAR
redujo los porcentajes de células activadas con respecto a los grupos de individuos cronicos
y en SIDA, las células CD38" HLA-DR" fueron significativamente mayores que en el
grupo control tanto en linfocitos T CD8" totales como en subpoblaciones niive CD45RA"
CCR7-, memoria efectora CD45RA™ CCR7  y terminalmente diferenciadas CD45RA"
CCR7" (p<0.0001 en todos los casos). Adicionalmente, se observé que a mayor tiempo de

TAR disminuyo la proporcién de linfocitos T CD8" activados (r= -0.62 p=0.0199).

De acuerdo a lo esperado, los resultados muestran que la frecuencia de linfocitos T
activados son similares entre individuos que controlan la viremia (controladores élite y
controladores) y personas sin VIH-1. Los progresores cronicos y personas en SIDA tienen
mayores cantidades de linfocitos T que expresan marcadores de activacién y, en general, el

TAR redujo parcialmente la proporcién de estas células activadas.
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Figura 6.15. Expresion de marcadores de activacion en subpoblaciones de linfocitos T CD4" y CD8" en
individuos con VIH-1 y donadores sin VIH-1. Porcentaje de linfocitos T CD4* (A) y CD8" (B) que co-
expresan HLA-DR Y CD38 por subpoblacién. Las diferencias entre los grupos se calcularon mediante una
prueba de Kruskal-Wallis corregida para comparaciones multiples con prueba posthoc de Dunn. Las cajas
muestran los valores dentro del rango intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los percentiles
10-90. Los puntos representan datos fuera del percentil 10-90. La linea indica la mediana del grupo. Total de
individuos analizados por grupo: sin VIH-1 (n=26), controladores élite (n=8), controladores (n=12), crénicos
(n=19), SIDA (n=14), con TAR (n=15).

Células Dendriticas. Como marcadores de activacion de las DC se utilizaron las moléculas
co-estimuladoras CD80 y CD86 en DC convencionales y plasmacitoides [181]. No se
encontraron diferencias significativas en los porcentajes de DC convencionales que
expresan CD80 (Figura 6.16A). Contrariamente, se observé que los progresores crénicos y
en SIDA tienen mayor proporcién de DC convencionales CD86" que los donadores sin
VIH-1 (p<0.0001 y p=0.0167, respectivamente, Figura 6.16B y Figura 6.17A). A pesar del

incremento en la frecuencia de DC convencionales activadas en individuos con infeccién
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avanzada con respecto a donadores sin VIH-1, no se encontraron asociaciones entre la
proporcion de DC convencionales CD86" con marcadores clinicos de progresion a SIDA
(Tabla 6.2). EI TAR disminuyo el porcentaje de células que expresan CD86 con respecto a
progresores cronicos (p<0.0001) y en SIDA (p=0.0072), alcanzando valores similares a los
observados en el grupo control (medianas de: 1.11% en personas sin VIH-1 y 0.1% con
TAR). De manera interesante, en los controladores élite también se observé un incremento
en el porcentaje de DC convencionales CD86" con respecto al grupo control y al grupo con
TAR (p=0.0152 en ambos casos), manteniendo valores similares a los observados en los
individuos con infeccidon avanzada (medianas de: 5.6% en controladores é€lite, 6.7% en
progresores cronicos y 4.2% en SIDA). Aunque el TAR disminuy6 el porcentaje de DC
convencionales CD86", no se encontrd una asociacion entre la proporcion de estas células y

el tiempo de tratamiento (p=0.65).

A diferencia de lo observado en las DC convencionales, los individuos en SIDA tuvieron
un porcentaje mayor de DC plasmacitoides CD80" (mediana de 2.7%) que los donadores
sin VIH-1 (mediana de 0.1%), controladores élite (mediana de 0.1%), controladores
(mediana de 0.1%) e individuos con TAR (mediana de 0.4%) (p<0.05 en todos los casos,
Figura 6.16C y Figura 6.17B). El incremento en la frecuencia de DC plasmacitoides CD80"
se observo también en los progresores cronicos (mediana de 1%) comparados con el grupo
control (p=0.036). Los individuos que mantienen CV bajas o indetectables de manera
natural (controladores y controladores élite) mantuvieron porcentajes de DC plasmacitoides
CD80" similares a los de los donadores sin VIH-1, con medianas de expresion cercanas o
iguales a cero. Ademas, la frecuencia de DC plasmacitoides que expresan CD80
correlacion6 con marcadores clinicos de progresion a SIDA y con activacion de linfocitos T
CD8" y células NK (Tabla 6.2, Figura 6.23B) en individuos con VIH-1 sin TAR. Aunque el
TAR disminuyd el porcentaje de DC plasmacitoides CD80", no se encontré una asociacion

entre la proporcion de estas células y el tiempo de tratamiento (p=0.57).

Como se muestra en las Figuras 6.16D y 6.17C, los progresores cronicos y en SIDA
también tuvieron un porcentaje mayor de DC plasmacitoides que expresan CD86 con
respecto al grupo control (p<0.01 en ambos casos, medianas de: cronicos 1%, SIDA 1.9%,
sin VIH-1 0.5%). El TAR también disminuy6 la frecuencia de DC plasmacitoides CD86"
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(mediana de 0%) en comparacion con los individuos en SIDA (p=0.0307). A diferencia de
las DC convencionales, los porcentajes de DC plasmacitoides CD86" fueron similares entre
donadores sin VIH-1, controladores y controladores élite (medianas de: 0.6% en
controladores élite y 1% en controladores). En el caso de CD86, la frecuencia de DC
plasmacitoides activadas en individuos con VIH-1 sin TAR no tuvo ninguna asociacion con

marcadores clinicos de progresion a SIDA ni con activacion de linfocitos T CD8" (Tabla
6.2).
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Figura 6.16. Expresion de marcadores de activacién en DC convencionales y plasmacitodes en
individuos con VIH-1 y donadores sin VIH-1. Porcentaje de DC que expresan CD80 (Ay C) y CD86 (B y
D). Las diferencias entre los grupos se calcularon mediante una prueba de Kruskal-Wallis corregida para
comparaciones multiples con prueba posthoc de Dunn. Las cajas muestran los valores dentro del rango
intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los percentiles 10-90. La linea indica la mediana del
grupo. Total de individuos analizados por grupo: sin VIH-1 (n=19), controladores élite (n=7), controladores
(n=12), crénicos (n=18), SIDA (n=15), con TAR (n=15).
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Figura 6.17. Expresién de marcadores de activacion en DC de individuos con VIH-1 y donadores sin
VIH-1. Ejemplos representativos de la expresion de CD86 en DC convencionales (A), y CD80 (B) y CD86 en
DC plasmacitoides (C). EI nimero dentro del plot indica el porcentaje de células positivas para el marcador
de activacién correspondiente.

En general, los resultados muestran que la proporcion de DC activadas incrementa en
personas con VIH-1 con infeccion avanzada, en particular en las DC plasmacitoides.
Ademas, el TAR reduce la frecuencia de DC activadas alcanzando niveles similares a los

observados en el grupo control independientemente del tiempo de tratamiento.
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Tabla 6.2. Correlaciones entre la activacion en DC y marcadores de progresion a
SIDA en individuos con VIH-1sin TAR.

Ccv T CD4" % T CD8" % NK CD38* 3
(copias/ml) (cels/pl) CD38" HLA-DR*  CDs6%" cp1e* SCP14
DC convencionales
% CD80" r 0.04921 -0.03445 0.1251 0.1887 0.0331
0.7187 0.801 0.3629 0.1636 0.814
ns ns ns Ns Ns
% CD86" r 0.1071 0.1043 0.01696 0.1197 0.02842
p 0.4319 0.4441 0.9022 0.3797 0.8399
ns ns ns ns ns
DC plasmacitoides
% CD80" r 0.4039 -0.3639 0.3507 0.446 0.3274
p 0.002 0.0058 0.0087 0.0006 0.0167
% CD86" r 0.1982 -0.1207 0.1215 0.324 0.2115
p 0.1432 0.3755 0.377 0.0149 0.1284
ns ns ns * ns

Resultados de correlaciones de ns, no significativo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
$Los resultados detallados de activacion en linfocitos T CD8" y células NK y la cuantificacion de sCD14 se
muestran en las Figuras 6.13, 617 y 6.19, respectivamente.

Células NK. Como marcadores de activacion para células NK se utilizaron las moléculas
CD69, CD38 y HLA-DR. CD69 indica la activacién temprana en linfocitos y se ha
utilizado frecuentemente en estudios de estimulacion de células NK in vitro [160, 182-184].
CD38 es una glicoproteina con accién de ectoenzima que regula los niveles de calcio
intracelular y acta como una molécula de adhesion que se expresa en células NK activadas
[185, 186]. HLA-DR se ha utilizado como marcador de activacion en células NK (y otras
células que no son presentadoras profesionales de antigenos), lo que sugiere la posibilidad

de que estas células puedan presentar antigenos [184, 187].

Las frecuencias de células CD38" fueron similares entre donadores sin VIH-1,
controladores y controladores élite en las tres subpoblaciones (medianas de: 73% de
CD56%™ CD16", 49% de CD56"" CD16™ y 57% de CD56  CD16" en controladores élite;
medianas de 59% de CD56%™ CD16", 44% de CD56"" CD16"y 44% de CD56  CD16" en
controladores; medianas de 72% de CD56%™ CD16", 55% de CD56""9" CD16™y 59% de
CD56 CD16" en personas sin VIH-1; Figura 6.18A y 6.19). Las proporciones de células
NK CD56%™ CD16" y CD56™" CD16™ CD38" fueron significativamente mayores en
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progresores cronicos e individuos en SIDA en comparacion con los controladores élite,
controladores y grupo control (medianas de: progresores crénicos 94% de CD56“™ CD16"
y 84% de CD56™"" CD16", SIDA 99% de CD56%™ CD16" y 95% de CD56™" CD16,
p<0.01 en todos los casos). Ademas, los individuos en SIDA tuvieron una mayor frecuencia
de células CD56%™ CD16" CD38" que los progresores crénicos (p=0.0246). En la
subpoblacion de células NK CD56° CD16" también se observé un mayor porcentaje de
células CD38" en individuos en SIDA en comparacion con los controladores élite,
controladores y donadores sin VIH-1 (p<0.01 en todos los casos). EI TAR redujo la
proporcion de células NK CD38" en las subpoblaciones CD56%™ CD16* y CD56” CD16%,
pero no en las CD56""
(medianas en TAR": 91% de CD56"™ CD16", 81% de CD56°"™ CD16" y 69% de CD56"

CD16%), aunque no se alcanzaron niveles similares a los observados en las personas sin

CD16" en comparacion con lo observado en el grupo en SIDA

VIH-1, controladores y controladores élite.

Los porcentajes de células NK HLA-DR" y CD38" HLA-DR" también fueron similares
entre controladores élite, controladores e individuos sin VIH-1 en las tres subpoblaciones
(Figura 6.18B y C). Ademas, las frecuencias de células NK CD56%™ CD16" HLA-DR" y
CD38" HLA-DR" en progresores cronicos e individuos en SIDA fueron mayores que en el
grupo control (p<0.01 en todos los casos). El porcentaje de células NK CD56%™ CD16"
HLA-DR" y CD38" HLA-DR" en el grupo de SIDA también fue mayor que en los dos
grupos de controladores (p<0.04 en todos los casos), y que los progresores cronicos en el
caso de HLA-DR (p=0.0082). EI TAR redujo de manera significativa la cantidad de células
NK CD56%™ CD16" HLA-DR* y CD38" HLA-DR" en comparacion con los individuos en
SIDA, pero no se alcanzaron los niveles basales observados en el grupo control. No se
encontraron diferencias significativas en los porcentajes de células NK HLA-DR* y CD38"
HLA-DR" en la subpoblacién CD56°"9" CD16". Contrariamente, la frecuencia de células
NK CD56 CD16" CD38" HLA-DR" se observo incrementada en progresores cronicos en
comparacion con donadores sin VIH-1, controladores élite y controladores. A diferencia de
los resultados en células CD56“™ CD16", en el grupo con TAR se mantuvo elevada la
proporcion de células CD56° CD16" CD38" HLA-DR" en comparacion con los donadores

sin VIH-1y los controladores (p=0.0062 y p=0.0172, respectivamente).
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Figura 6.18. Expresion de marcadores de activacion en células NK de individuos con VIH-1 y
donadores sin VIH-1. Porcentaje de células NK CD38" (A), CD38" HLA-DR" (B), HLA-DR" (C) y CD69"
(D). Las diferencias entre los grupos se calcularon mediante una prueba de Kruskal-Wallis corregida para
comparaciones multiples con prueba posthoc de Dunn. Las cajas muestran los valores dentro del rango
intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los percentiles 10-90. La linea indica la mediana del
grupo. Total de individuos analizados por grupo: sin VIH-1 (n=21), controladores élite (n=8), controladores
(n=13), crdnicos (n=26), SIDA (n=15), con TAR (n=58).
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Finalmente, los porcentajes de células NK CD56%™ CD16" CD69" no cambiaron entre los
grupos estudiados (Figura 6.18D). De manera interesante y contraria a los otros
marcadores, en la subpoblacién CD56™" CD16 se encontré una disminucién en la
frecuencia de células NK CD69" en todos los individuos con VIH-1 con respecto al grupo
control, independientemente de su CV y del TAR (p<0.05 en todos los casos). De manera
similar, los porcentajes de células NK CD56° CD16" CD69" también se encontraron
reducidores en los controladores élite, controladores, progresores crénicos y TAR™ (p<0.01
en todos los casos), pero no en el grupo de individuos en SIDA, con respecto al grupo

control.

Dado que las frecuencias de células NK CD38" fueron significativamente mayores en
individuos en SIDA en las tres subpoblaciones, se compararon las proporciones de células
NK CD38" en las subpoblaciones CD56%™ CD16", CD56”"" CD16" y CD56° CD16"
(Figura 6.19). Para ello, se consideraron a todos los individuos con VIH-1 libres de TAR
independientemente de su viremia. Se encontré que la subpoblacién de células NK CD56%™
CD16" tiene mayor proporcion de células CD38" en comparacion con las CD56”"™ CD16
y CD56" CD16" (p<0.0001 en ambos casos). Ademas, las células NK CD38* CD56" "
CD16 también fueron mas abundantes que las CD38" CD56™ CD16" (p=0.0024). En la
Figura 6.19B se muestran ejemplos representativos de las frecuencias de células CD38"

para las tres subpoblaciones en los diferentes grupos de estudio.

Como se muestra en la Tabla 6.3, la frecuencia de células NK CD38" correlacion6 con
todos los marcadores clinicos de progresién a SIDA en individuos con VIH-1 sin TAR:
CV, cuentas de linfocitos T CD4", nadir de linfocitos T CD4" y activacion de linfocitos T
CD8" (p<0.01 en todos los casos, la Figura 6.23C muestra las correlaciones con la
subpoblacién CD56%™ CD16%). En el caso de las subpoblaciones CD56%™ CD16" y
CD56™"" CD16™ también se observé que a mayor sCD14, marcador indirecto de
translocacion bacteriana, hay una mayor proporcién de células que expresan CD38.
Ademas, para la poblacion CD56%™ CD16" se encontré que la frecuencia de células
activadas correlaciona con marcadores clinicos de progresion de la infeccion,

independientemente del marcador de activacion. Estas asociaciones se mantienen ain con
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la proporcion de células CD69", a pesar de no haber encontrado diferencias significativas
entre los grupos. Finalmente, en los andlisis de correlacion en el grupo con TAR se observo
que a mayor tiempo de tratamiento disminuy6 la frecuencia de células NK CD56%™ CD16"
CD38"y CD69" (r= -0.493 p<0.0001 y r= -0.0321 p=0.0169). Esta asociacion no se observo

en la expresion de HLA-DR ni en su co-expresion con CD38.
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Figura 6.19. Expresion de CD38 en subpoblaciones de células NK de individuos con VIH-1y donadores
sin VIH-1. A) Porcentaje de células NK CD38". Las diferencias entre los grupos se calcularon mediante una
prueba de Kruskal-Wallis corregida para comparaciones mdultiples con prueba posthoc de Dunn. Las cajas
muestran los valores dentro del rango intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los percentiles
10-90. Los puntos representan datos fuera del percentil 10-90. La linea indica la mediana del grupo. (B)
Ejemplos representativos de la expresion de CD38 en diferentes subpoblaciones de células NK. EI nimero
dentro del plot indica el porcentaje de células CD38".
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Tabla 6.3. Correlaciones entre la activacion en subpoblaciones de células NK vy

marcadores de progresion a SIDA.

cv T CcD4* % T CD8" Nadir T «CD14}
(copias/ml) (cels/ul) CD38" HLA- DR* CD4*
CD56"™CD16*
% CD38" r 0.731 -0.7292 0.5608 -0.6769 0.3468
P <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0082
**k%* *%%* **k%* **k%* *%
% CD38'HLA-DR* r  0.4358 -0.4475 0.2537 -0.4633 0.0716
p  0.0004 0.0002 0.0505 0.0001 0.61
*Kk*k *Kk*k nS **k*k NS
% HLA-DR* r  0.4117 -0.4638 0.2062 -0.516 0.2799
0.0008 0.0001 0.1139 <0.0001 0.0423
**k%* **k%* ns **k%* *
% CD69" r  0.3552 -0.3527 0.03229 -0.3774 0.3501
P 0.0032 0.0034 0.8 0.0018 0.0076
*%* *%* ns *%* *%*
CD56”" CD16"
% CD38" r  0.5608 -0.4588 0.5281 -0.4397 0.4489
P <0.0001 0.0006 <0.0001 0.0012 0.0025
*k*k *k*k *k*k ** **
% CD38'HLA-DR* r  0.2976 -0.2408 0.1611 -0.2943 0.2202
p 0.04 0.0992 0.2905 0.0423 0.278
* ns ns * ns
% HLA-DR* r  0.01358 -0.0862 -0.111 -0.1452 -0.03614
p  0.927 0.5602 0.468 0.3247 0.8271
ns ns ns ns ns
% CD69" r  0.08102 0.04368 0.0303 -0.01049 0.2045
0.568 0.7585 0.8363 0.9417 0.1884
ns ns ns ns ns
CD56 CD16"
%CD38" r 04944 -0.4542 0.3847 -0.4134 0.1091
P <0.0001 0.0001 0.0017 0.0006 0.4193
**k%* **k%* *%* **k%* ns
% CD38"HLA-DR" 0.3346 -0.2748 0.2201 -0.272 0.1248
0.0164 0.051 0.1329 0.535 0.431
* ns ns ns ns
% HLA-DR" r -0.2171 0.1553 -0.141 0.09073 -0.09814
P 0.1259 0.2765 0.3392 0.5266 0.5364
ns ns ns ns ns
% CD69" r -0.03289 -0.1708 -0.0863 -0.09591 -0.06247
p 0817 0.2261 0.5512 0.5032 0.6871

ns

ns

ns

ns

ns

Resultados de correlaciones de Spearman. ns, no significativo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

$Los resultados detallados de activacion en linfocitos T CD8" y la cuantificacién de SCD14 se muestran en las
Figuras 6.13 y 6.19, respectivamente.
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En conjunto, los resultados muestran que la expresion de marcadores de activacion
asociados a la progresion de la infeccion por VIH-1 (CD38 y HLA-DR) se encuentran en
niveles similares en individuos que mantienen naturalmente CV baja o indetectable
(controladores y controladores élite) y los donadores sin VIH-1. La frecuencia de células
activadas en estos grupos fue significativamente menor a la de progresores crénicos y en
SIDA, y el TAR redujo parcialmente la proporcion de células activadas. Ademas, se
encontrd que la subpoblacion de células NK que presentdé mayor expresion de marcadores
de activacion fue la CD56%™ CD16", alcanzando en los individuos en SIDA una mediana
de 99% de células CD38". De los tres marcadores de activacion analizados, se observé un
incremento en las frecuencias de células que expresan CD38 en todas las subpoblaciones de
celulas NK en individuos con infeccion avanzada. Finalmente, el porcentaje de células
CD69" fue mucho menor que el de CD38" y HLA-DR™, y se observo una disminucion en
este con el avance de la infeccion en células NK CD56™™ CD16"y CD56° CD16".

6.4.2 Cuantificacion de Biomarcadores de Inflamacion y Translocacion Bacteriana

Dado que se ha reportado que la infeccion por VIH-1 esta asociada con translocacion
bacteriana, activacion bystander e inflamacion [41, 49, 91, 188-191], se midieron
biomarcadores en los individuos estudiados. Se sabe que marcadores de inflamacién como
IL-1a, IL-6, fibrindgeno y PCR estan incrementados en individuos infectados con VIH-1
[188-192]. Como biomarcadores de inflamacion, se cuantificaron las cantidades circulantes
de PCR vy fibrinbgeno de los participantes. Los niveles de PCR se observaron
incrementados en todos los individuos con VIH-1 con respecto al grupo control (Figura
6.20A). No se encontraron diferencias entre los controladores y controladores élite y los
progresores cronicos y en SIDA. ElI TAR tampoco disminuy6 los niveles de PCR en el

plasma de los individuos con VIH-1.

A diferencia de la PCR, solo se observo in incremento en la cantidad de fibrindgeno en
plasma en los controladores en comparacion con el grupo control sin VIH-1, progresores
cronicos y el grupo con TAR (Figura 6.20B). Ademas, el TAR disminuy0 los niveles de
fibrindgeno en plasma con respecto a todos los individuos con viremia detectable
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(controladores, progresores cronicos y en SIDA, p<0.05 en todos los casos) alcanzando un
nivel similar al del grupo control. Los controladores élite y los donadores sin VIH-1

tuvieron niveles similares del biomarcador.

Aunque se encontraron algunas diferencias entre los individuos con VIH-1 en las
cantidades circulantes de PCR y fibrinbgeno, no se encontraron asociaciones con
marcadores de progresion a SIDA (cuentas de linfocitos T CD4", CV, nadir de linfocitos T
CD4") ni con activacion de linfocitos T, células NK o DC (p>0.5 en todos los casos). De
manera interesante, se encontrd una asociacion negativa entre el porcentaje de linfocitos T
CD8" TLR2" y la cantidad de PCR en plasma, de manera que a mayor cantidad de PCR hay
un menor porcentaje de células que expresan TLR2 (r=-0.4217 p=0.006).
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Figura 6.20. Marcadores de inflamacién y activacion inmunoldgica innata en individuos infectados con
VIH-1 y donadores sin VIH-1. A) Niveles de proteina C reactiva medidos en suero por nefelometria. B)
Niveles de fibrinégeno en plasma medidos por nefelometria a partir de muestras de plasma congelado. C)
Niveles de sCD14 cuantificados por ELISA a partir de muestras de plasma congelado. Las diferencias entre
los grupos se calcularon mediante una prueba de Kruskal-Wallis corregida para comparaciones multiples. Las
cajas muestran los valores dentro del rango intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los
percentiles 10-90. La linea indica la mediana del grupo.

Se cuantifico el sCD14 como un marcador de activacion inmunoldgica innata y marcador
indirecto de translocacion bacteriana [193]. De acuerdo a reportes anteriores [91], se
observo que individuos con VIH-1 con viremia detectable (cronicos y SIDA) tenian mayor

cantidad de sCD14 que lo controladores élite y virémicos y el grupo control (p<0.05 en
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todos los casos, Figura 6.20C). Los individuos con viremia indetectable tuvieron cantidades
similares de sCD14 en plasma que el grupo sin VIH-1. Como se esperaba, la cantidad de
sCD14 correlaciond positivamente con las cuentas de linfocitos T CD4" y negativamente
con la CV en los individuos con VIH-1 sin TAR (Figura 6.21).
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Figura 6.21. Asociacion entre sCD14 y marcadores de progresion a SIDA en individuos con VIH-1 sin
TAR. Correlaciones de Spearman entre la cantidad de sCD14 en plasma y cuentas de linfocitos T CD4" (A) o
CV (B).

Otro resultado interesante fue la asociacion del porcentaje de células NK CD56" CD16
TLR4" con la cantidad de sCD14 (r=0.3574 p=0.0172). Tanto TLR4 como CD14 son
moléculas que reconocen al LPS en la membrana de los leucocitos [194]. Los resultados
obtenidos muestran que a mayor translocacién bacteriana, indicada indirectamente por la
presencia de sCD14 en plasma, se observa un incremento en el porcentaje de células NK
CD56°CD16™ que expresan TLR4. Esto sugiere que la presencia de este receptor y su
ligando podrian estar asociados a la disfuncionalidad reportada en esta subpoblacion,
aunque no se encontraron asociaciones entre SCD14 y marcadores de activacion de células
NK CD56" CD16". Se encontraron asociaciones positivas entre la cantidad de sCD14 y
marcadores de activacion en DC plasmacitoides, linfocitos T y células NK. Como se
esperaba, a mayor cantidad de sCD14 hubo un mayor porcentaje de linfocitos T CD4"
CD38" HLA-DR" (r=0.3671 p=0.0054) y CD8" CD38" HLA-DR" (r=0.3059 p=0.0219,
Figura 6.23A). Adicionalmente, los niveles de sCD14 correlacionaron positivamente con
los porcentajes de DC plasmacitoides CD80" (Tabla 6.2, Figura 6.23B), células NK
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CD56%™ CD16" CD38", HLA-DR" y CD69" (Tabla 6.3, Figura 6.23C para CD38), y con
células NK CD56™" CD16™ CD38" (Tabla 6.3).

6.4.3 Cuantificacion de citocinas

Como se mencioné anteriormente, diversos marcadores de inflamacion como IL-1a, IL-6,
fibrindgeno y PCR estan incrementados en individuos infectados con VIH-1 [188-192]. Por
ello, para continuar con la caracterizacion del estado inflamatorio de los individuos
infectados con VIH-1, se cuantificé un panel de 26 citocinas pro-/anti-inflamatorias en el
plasma de los participantes del estudio: 15 sin VIH-1, 7 controladores élite, 14
controladores, 29 cronicos, 15 en SIDA y 38 con TAR (los resultados detallados para cada
citocina se muestran en las Figura Al en la seccion de Apéndices). En la Figura 6.22 se
muestran los resultados de las citocinas en las que se encontraron diferencias significativas
con respecto al grupo control. Ademas, se realizaron andlisis de correlacién buscando las
asociaciones entre los niveles las citocinas con marcadores clinicos de progresion a SIDA,
expresion de TLRs y marcadores de activacion en subpoblaciones leucocitarias,
translocacion bacteriana (sCD14) y con los otros marcadores de inflamacion estudiados.

Los resultados estadisticamente significativos se muestran en la Tabla 6.4.

IP-10, IL-2 y eotaxina se encontraron incrementadas en todos los individuos con VIH-1,
independientemente de su CV y del TAR. Ademas, las cantidades de IP-10 se encontraron
significativamente mas altas en progresores cronicos y en SIDA en comparacion con
controladores de élite y controladores (p<0.01 en todos los casos). EI TAR disminuyé los
niveles de IP-10 en comparacién con los progresores cronicos y SIDA (p<0.0001 y
p=0.0004, respectivamente) pero no se alcanzaron los niveles basales observados en control
sin VIH-1. En el caso de IP-10 e IL-2, los niveles de citocinas en algunos individuos
cronicos y en SIDA sobrepasaron mas de 10 veces al grupo control. Tanto IP-10 como
eotaxina, pero no IL-2, correlacionaron con los marcadores clinicos de progresion a SIDA:
positiva con CV y activacion de linfocitos T CD8" y negativa con las cuentas de linfocitos
T CD4". Finalmente, los niveles de las tres citocinas se encontraron asociados

positivamente con la cantidad de sCD14 en plasma en individuos con VIH-1 sin TAR. IP-

63



10, ademas, se encontrd asociado positivamente a los niveles de PCR, otro biomarcador de

inflamacion que se eleva en individuos con VIH-1 sin TAR.

TNF-a se observd incrementado en todos los individuos con VIH-1 con viremia detectable
(controladores, cronicos y SIDA) y en el grupo con TAR (p<0.01 en todos los casos), pero
no en los controladores élite. Los niveles de esta citocina se encontraron asociados con
marcadores clinicos de progresion a SIDA (CV y cuentas de linfocitos T CD4"), activacion
en linfocitos T CD4" y CD8", activacion de las tres subpoblaciones de células NK y con la
cantidad de sCD14 en individuos infectados con VIH-1 con TAR. Estos resultados
enfatizan la importancia de TNF-o en el estado inflamatorio exacerbado observado en
individuos con VIH-1 con infeccién avanzada.

Las cantidades circulantes de MCP-1, MIP-1p e IL-6 se observaron aumentadas en los
progresores cronicos, SIDA e individuos con TAR, pero no en los controladores ni
controladores élite. Ademas, en el caso de MIP-1B se encontr6 ain mayor cantidad en el
grupo con TAR en comparacion con los progresores cronicos y los individuos en SIDA
(p=0.0118 y p=0.0068, respectivamente). El nivel de esta citocina correlaciond
positivamente con el biomarcador de inflamacion PCR y la cantidad de sCD14, y
negativamente con las cuentas de linfocitos T CD4". Contrario a lo esperado, aunque si se
encontré un aumento en la cantidad circulante de IL-6 en progresores crénicos y en SIDA,
los niveles de esta citocina no se encontraron asociados a marcadores clinicos de
progresion, activacion de linfocitos T, translocacion bacteriana ni biomarcadores de

inflamacion (PCR vy fibrindgeno).

Solamente se encontraron niveles elevados de 1L-10 y IL-1a en el grupo de crénicos y
SIDA, no asi en los individuos con TAR, controladores ni controladores élite. Ademas, en
el caso de IL-10, se encontraron mayores cantidades en cronicos y en SIDA que en
controladores, controladores élite y con TAR (p<0.01 en todos los casos). El nivel de IL-1a
fue menor en controladores élite comparados con individuos cronicos y en SIDA (p<0.01
en ambos casos) y disminuyé parcialmente con el TAR (p=0.0042 vs. cronicos y p=0.0284
vs. SIDA). Los resultados de IL-10 e IL-1a resultan especialmente interesantes ya que IL-

10 es una citocina primordialmente anti-inflamatoria, mientras que IL-1a (en combinacion
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con TNF-a e IL-6) es de las principales citocinas pro-inflamatorias. Ambas citocinas se
encontraron aumentadas en individuos con VIH-1 con infeccién avanzada, y los niveles
circulantes correlacionaron con marcadores de progresion, translocacion bacteriana y
activacion en linfocitos T, DC y células NK. EI papel inmunomodulador de 1L-10 parece
jugar un papel importante en el control de la inflamacion causado por los otros marcadores
inflamatorios presentes en los individuos con VIH-1 con infeccion avanzada. Ademas de
las correlaciones mencionadas, se encontr6 que en individuos con VIH-1 sin TAR hay una
mayor cantidad de IL-10 en suero cuando se elevan los niveles de IL-1a (r=0.46 p<0.0001),
TNF-o (r=0.54 p<0.0001), IL-6 (r=0.5 p<0.0001), G-CSF (r=0.27 p=0.0246), GM-CSF
(r=0.46 p<0.0001), IL-12(p40) (r=0.5 p<0.0001), IL-15 (r=0.32 p=0.006), IP-10 (r=0.63
p<0.0001), MCP-1 (r=0.3 p=0.0153), MIP-1la (r=0.33 p=0.0055) y MIP-13 (r=0.26
p=0.0325).

Resulta interesante recalcar que la Unica citocina que se encontré disminuida en cantidad
con respecto a los donadores sanos fue IL-17, pero uUnicamente en los individuos con
viremia alta (cronicos y SIDA). Ademas, el nivel de IL-17 se mantuvo por debajo del basal
aun después del TAR. Los controladores y controladores élite mantuvieron niveles
similares que los donadores sin VIH-1, y menores a los de crénicos, SIDA y TAR (p<0.04
en todos los casos). A diferencia de lo observado con otras citocinas, la cantidad de IL-17
en plasma correlacioné positivamente con las cuentas de linfocitos T CD4" vy
negativamente con la CV y la activacion de linfocitos T. Ademés, se encontré una
correlacion negativa entre IL-17 y eotaxina (r=-0.3111) y TNF-a (r=-0.3074) y positiva con
IFN-y (r=0.5089), IL-15 (r=0.009), IL-1pB (r=0.4976), IL-4 (r=0.4801) y TNF-pB (r=0.6322),

p<0.05 en todos los casos.

Las cantidades de IL-15 se encontraron elevadas solamente en el grupo de individuos en
SIDA en comparacion con donadores sin VIH-1, controladores élite, controladores e
individuos cronicos (p<0.05 en todos los casos). Los niveles de IL-8 se encontraron
elevados Unicamente en el grupo de controladores con respecto al control (p=0.0051) y a
los individuos con TAR (p=0.0133). GM-CSF se observo incrementado solamente en el
grupo con TAR con respecto al grupo control y a los controladores (p=0.0035 y p=0.0153,

respectivamente).
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Tabla 6.4. Asociaciones entre la expresion de citocinas y marcadores de progresion,
inflamacion, activacion y TLRs en individuos con VIH-1 sin TAR.

IFN-a
% NK CD56° CD38"
% pDC TLR9*
% Lc T CD4* TLR4"
IL-10
cVv
#Lc T CD4*
sCD14
% cDC CD80*
% pDC CD80*
% T CD4* CD38'DR*
% T CD8' CD38'DR*
% NK CD56° CD38*
% NK CD56° CD69*
% NK CD56° CD38"
% NK CD56 CD38*
% pDC TLR9*
% NK CD56° TLR6"
IL-12 (p40)
% pDC CD86"
% NK CD56° CD38*
% NK CD56° CD38*
% NK CD56 CD38"
% pDC TLR9"
IL-12 (p70)
% NK CD56 CD69*
% Lc T CD4* TLR3"
% Lc T CD8" TLR3"
% NK CD56° TLR3"
% NK CD56° TLR6"
IL-2
sCD14

% NK CD56° CD38'DR"

% NK CD56" DR*
IP-10

cVv

#Lc T CD4*

sCD14

PCR

% pDC CD80*

% pDC CD86"

% T CD4* CD38'DR*

% T CD8" CD38'DR*

% NK CD56° CD38*

% NK CD56° CD69*

% NK CD56° CD38*

% NK CD56 CD38"

% pDC TLR9"

r p

-0.2990 0.0349
0.2746 0.0466
-0.2867 0.0322
0.5457 <0.0001
-0.4263 0.0002
0.3408 0.0083
0.2754 0.0418
0.3189 0.0176
0.3070 0.0136
0.3316 0.0074
0.6022 <0.0001
0.2818 0.0219
0.5905 <0.0001
0.4438 0.0002
-0.3590 0.0071
-0.3363 0.0092
0.2924 0.0303
0.3136 0.0103
0.3634 0.0088
0.2819 0.0219
-0.4155 0.0016
0.3208 0.0231
-0.3584 0.0062
-0.3362 0.0099
-0.3148 0.0161
0.3385 0.0264
0.3521 0.0062

0.275 0.0305
0.2827 0.026
0.5714 <0.0001
-0.4973  <0.0001

0.383 0.0025
0.3096 0.0403

0.297 0.0277
0.3682 0.0057
0.4034 0.0009
0.4050 0.0009
0.6299 <0.0001
0.3694 0.0023
0.5737 <0.0001
0.4331 0.0003
-0.2676 0.0483

IFN-g

% NK CD56° HLA-DR*
% CD4 TLR3"

% cDC TLR6"

% NK CD56° TLR6"

IL-15

% cDC CD86"

IL-17

cVv
#Lc T CD4"

% T CD4" CD38'DR"
% T CD8" CD38'DR"
% NK CD56° CD38"
% NK CD56° CD38"
% cDC TLR6"

IL-1a

cVv
#Lc T CD4*

sCD14

% pDC CD80"

% T CD4* CD38'DR"*
% T CD8' CD38'DR*
% NK CD56° CD38*
% NK CD56° CD38*
% NK CD56 CD38"
% Lc T CD4* TLR6"
% Lc T CD8" TLR6"
% NK CD56° TLR6"
% NK CD56 TLR6"

IL-1p

% NK CD56° DR*

% NK CD56° CD38'DR"
% cDC TLR4"

% cDC TLR6"

MIP-1p

#Lc T CD4*

PCR

sCD14

% Lc T CD4" TLR4"

% NK CD56° CD38'DR"
% NK CD56° DR*

% NK CD56° CD59*

% NK CD56° TLR3*

% NK CD56° TLR9*

IL-6

% pDC CD80*
% NK CD56° DR*
% NK CD56° CD38'DR"

r p
0.2904 0.0476
-0.3198 0.0144
-0.2681 0.05

0.2675 0.0406
0.3467 0.0095
-0.363 0.0017
0.3071 0.0087

-0.2824 0.0238
-0.2567 0.039
-0.2752 0.0253
-0.3653 0.0084
-0.3866 0.0039
0.3975 0.0005
-0.362 0.0018
0.2739 0.0358
0.3237 0.0159
0.2917 0.0193
0.3006 0.0158
0.4223 0.0004
0.3889 0.0048
0.2483 0.0445
-0.3717 0.0041
-0.265 0.0426
-0.2903 0.0257
-0.3004 0.045
0.326 0.0253
0.2947 0.0443
-0.3622 0.0066
-0.2972 0.0291
-0.2454 0.0406
0.3649 0.0190
0.2657 0.0457
-0.301 0.0242
0.3053 0.0177
0.3925 0.0019
0.3114 0.0069
0.3374 0.0103
0.3617 0.0057
0.3394 0.0112
0.368 0.0109
0.3347 0.0215
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r p r p

TNF-a IL-8

cv 0.4537 <0.0001 % cDC CD80* -0.2897 0.0319
#Lc T CD4" -0.4004 0.0005 % cDC TLR3" 0.3538 0.0087
sCD14 0.3012 0.0204 % NK CD56° TLR3* 0.2582 0.0483
% T CD4" CD38'DR" 0.3594 0.0035 % Lc T CD4" TLR4" -0.2882 0.0297
% T CD8" CD38'DR" 0.3231 0.0092 % pDC TLR9" 0.2785 0.0395
% NK CD56" CD38" 0.5911 <0.0001  MCP-1

% NK CD56° CD38'DR*  0.3878 0.0018 Ccv 0.2704 0.0236
% NK CD56° DR* 0.4134 0.0008 % NK CD56" CD38" 0.4598 0.0001
% NK CD56° CD69* 0.2452 0.0472 % NK CD56° CD38'DR*  0.2909 0.0241
% NK CD56” CD38* 0.5158 0.0001 % NK CD56° CD69* 0.2621 0.0364
% NK CD56° CD38'DR*  0.3058 0.0366 % NK CD56° CD38* 0.2795 0.0493
% NK CD56 CD38" 0.3101 0.0113 % NK CD56 CD38" 0.314 0.0115
% pDC TLR9" -0.3207 0.0184 % Lc T CD8" TLR2" -0.2718 0.0427

TNF-B Eotaxina

cv -0.2442 0.0387 sCD14 -0.2648 0.0427
#LcT CD4" 0.2852 0.0152 % NK CD56” CD38" -0.2763 0.0497
sCD14 -0.276 0.0328 % NK CD56” CD38'DR*  -0.3093 0.0344
% NK CD56" CD38" -0.2763 0.0497 % NK CD56  CD38'DR" -0.3129 0.0269
% NK CD56” CD38'DR*  -0.3093 0.0344 % NK CD56 DR* -0.3791 0.0066
% NK CD56  CD38'DR*  -0.3129 0.0269 % Lc T CD4" TLR3" -0.2829 0.0314
% NK CD56 DR* -0.3791 0.0066 % NK CD56" TLR3" -0.3021 0.0462
% NK CD56" TLR3* -0.3021 0.0462

% Lc T CD4" TLR3' -0.2829 0.0314

pDC, DC plasmacitoides; cDC, DC convencionales; Lc T, linfocitos T; NK CD56”, CD56""%",
CD16"; NK CD56%, CD56“™ CD16"; NK CD567, CD56 CD16"; DR, HLA-DR; PCR, proteina C
reactiva.

No se encontraron diferencias significativas con G-CSF, IFN-a, IFN-y, IL-12 (p40), IL-12
(p70), IL-13, IL-1B, MIP-1a. Los niveles de IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, y TNF-B fueron muy
bajos y, en algunos casos, indetectables por el método utilizado. No se encontraron
asociaciones entre las cantidades circulantes de ninguna de las citocinas estudiadas con el
tiempo de TAR.

(Siguiente pagina) Figura 6.22. Cambio en los niveles de citocinas en plasma de individuos infectados
con VIH-1 vs. donadores sin VIH-1. Se cuantificaron los niveles 26 citocinas por Luminex a partir de
muestras de plasma congelado. En rojo se muestran aquellas donde el nivel de la citocina correspondiente fue
significativamente mayor a la mediana del grupo control sin VIH-1, y en azul aquéllas donde el nivel fue
significativamente menor. Aquellas donde no se encontro diferencia estadistica se muestran en color negro.
Las diferencias entre los grupos se calcularon mediante una prueba de Kruskal-Wallis corregida para
comparaciones multiples con la prueba posthoc de Dunn. Las cajas muestran los valores dentro del rango
intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los percentiles 10-90. La linea indica la mediana del

grupo.
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6.4.4 Asociacion entre la expresion de TLRs, activacion inmunoldgica e inflamacién

Habiendo analizado independientemente las frecuencias de DC, linfocitos T y células NK
que expresan TLRs y marcadores de activacion, asi como el estado inflamatorio de los
individuos con VIH-1 en diferentes etapas de progresion comparados con donadores sanos,
se realiz6 un estudio de asociacion entre las variables estudiadas. A partir de los resultados

obtenidos, se seleccionaron aquellos que resultaron particularmente interesantes.

Expresion de TLR9 en DC plasmacitoides. Se sabe que una de la principales funciones de
las DC plasmacitoides es la produccion de IFNs tipo I, en particular IFN-a, y que pueden
producir hasta 1000 veces mas que otros tipos celulares en respuesta a virus [31, 195-197].
Se ha reportado que las DC plasmacitoides de individuos con VIH-1 responden a la
estimulacion por TLRs mediante la produccion de TNF-a e IFN-a [197, 198]. Sin embargo,
la funcionalidad de las DC en individuos infectados con VIH-1 sigue siendo controversial.
Un primer enfoque en la posibilidad de las DC plasmacitoides de responder a una infeccion
viral es la expresion de TLRs. En este trabajo se cuantifico la cantidad de células TLR9" y
se encontrd una disminucion en la proporciéon de DC plasmacitoides que expresan TLR9 en
individuos con VIH-1 con infeccidn avanzada (Figura 6.7). Ademas, la proporcion de DC
plasmacitoides TLR9" correlaciond negativamente con la activacion de linfocitos T CD8"
(r= -0.27 p=0.0481) células NK CD38" en las subpoblaciones CD56%™ CD16" (r= -0.33
p=0.0153) y CD56~ CD16" (r=-0.4 p=0.0029) y con la citocina IL-10. Ademas, se observo
una correlacién negativa con IFN-a, IL-12, IP-10 y TNF-a (Tabla 6.4). Estos resultados
sugieren que a mayor avance de la infeccion ocurre una disminucién en las DC
plasmacitoides TLR9®, y a mayor cantidad de células que expresan este receptor se
encuentran niveles mas altos de IFN-a y TNF-a en circulacion. En un modelo de regresion
multiple se encontré una asociacion significativa de la cantidad de DC plasmacitoides
TLR9" considerando las citocinas asociadas (IL-10, IFN-o, IL-12, IP-10, TNF-a € IL-8) y
los porcentajes de linfocitos T CD8* CD38" HLA-DR*, células NK CD56%™ CD16* CD38"
y CD56 CD16° CD38" como posibles causas de la expresion de TLR9 en DC
plasmacitoides (r’=0.451 p=0.0017). El efecto mas fuerte fue dado la proporcién de células
NK CD56%™ CD16" activadas (p=0.0022, analisis detallado en la Tabla Al en la seccién de

Apéndices). Resulta interesante recalcar que, a diferencia de las células NK y linfocitos T
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CD8", no se encontraron asociaciones entre la frecuencia de DC activadas y el porcentaje
de DC plasmacitoides TLR9".

TLRs extracelulares en DC convencionales. Tanto la frecuencia de DC convencionales
TLR4" como TLR6" correlacionaron positivamente con marcadores de activacion en
diferentes poblaciones leucocitarias (DC convencionales CD80" r=0.3 p=0.0237 para TLR4
y células NK CD38" CD56°"9" CD16™ r= 0.35 p=0.0331 y CD56  CD16" r=0.32 p=0.0163
para TLR6) y negativamente con IL-1p (Tabla 6.4), lo que podria sugerir un incremento en
la expresion de estos receptores asociado a la activacion generalizada observada en la
infeccion. De manera contraria, la cantidad de DC convencionales que expresa TLR2
correlacioné negativamente con la activacion de linfocitos T CD8" (r= -0.3 p=0.0331) y
con la cantidad de IFN-y circulante (producido abundantemente por este subtipo celular) y
con IL-17 (Tabla 6.4).

TLR3 en células inmunomoduladoras. Se encontraron asociaciones entre las proporciones
de células que expresan TLR3 en linfocitos T CD4" y células NK CD56”""™ CD16™ con los
marcadores de activacion e inflamacion analizados (Tabla 6.4). Estas poblaciones son
principalmente productoras de citocinas, por lo que se les atribuye un papel
inmunomodulador. En ambos casos, se observaron correlaciones negativas entre la cantidad
de células TLR3" con TNF-a, eotaxina. Ademas, la cantidad de células TLR3" correlacion6
positivamente con el porcentaje de células activadas de la poblacién correspondiente
(r=0.28 p=0.0316 para linfocitos T CD4" CD38" HLA-DR" y r=0.51 p=0.0007 para células
NK CD56™9" D16 CD38" HLA-DR"). Lo anterior sugiere que la expresion de TLR3 en
poblaciones linfocitarias productoras de citocinas esta fuertemente asociada a su activacion
y a la produccion de citocinas inflamatorias y quimiotacticas. La cantidad de células TLR3"
también correlacion6 negativamente con la cantidad de IL-12 circulante para linfocitos T
CD4"y CDS8".

Expresion de TLR4 en linfocitos. Se sabe que el LPS es uno de los principales productos de
translocacion bacteriana en la infeccion por VIH-1 [91] y que este producto es reconocido
por TLR4 [194]. Por ello, se habria esperado encontrar diferencias en la expresion de este
TLR entre grupos de estudio y asociaciones con marcadores de activacién, progresion e

inflamacion en individuos con VIH-1. Es interesante que la frecuencia de células TLR4"

70



fuera mayor en linfocitos T que en otras poblaciones celulares. Contrario a lo esperado, no
se encontraron asociaciones entre las frecuencias de células que expresan TLR4 y sCD14
(que se eleva en presencia de altas cantidades de LPS en plasma), con la excepcion de la
poblacion de células NK CD56° CD16" TLR4" (r=0.3574 p=0.0172). Esta baja expresion y
la falta de asociacion entre TLR4 y sCD14 podria deberse a un fendmeno de tolerancia a
LPS [179] y posiblemente también como un mecanismo de regulacion negativa de la

respuesta inflamatoria.

Expresion de TLR6 en linfocitos. Independientemente de las diferencias de células TLR6"
en linfocitos T y células NK, resulta interesante que fue el TLR extracelular mas
abundantemente expresado. Con la excepcion de las células NK CD56%™ CD16%, la
frecuencia de células que expresan TLR6 correlaciond negativamente con la cantidad de
IL-1a circulante en todas las poblaciones de linfocitos analizadas (Tabla 6.4). Ademas, se
encontraron asociaciones negativas entre la frecuencia de células que expresan este TLR y
activacion inmunolégica en varios casos: linfocitos T CD8" TLR6" y linfocitos T CD8"
CD38" HLA-DR" (r= -0.26 p=0.0406), células NK CD56°"" CD16™ TLR6" y CD56%™
CD16" HLA-DR" (r= -0.43 p=0.0047), células NK CD56 CD16" TLR6" y CD56%™ CD16"
CD38" (r= -0.36 p=0.0129) y HLA-DR" (r= -0.36 p=0.0201). IL-1a es principalmente
producida por monocitos y macréfagos en respuesta a estimulacion por TLRs. Es posible
que ocurra una disminucion en la expresion de TLR6 en otras poblaciones linfocitarias
como un mecanismo de regulacion negativa que inhiba la producciéon de mas citocinas
inflamatorias como respuesta a la estimulacion por este receptor, de manera similar a la
tolerancia a LPS por TLR4. Los hallazgos en TLR6 son especialmente interesantes ya que

no se ha descrito ningun ligando de este receptor asociado a la infeccién por VIH-1.

Activacion de DC plasmacitoides y células NK como marcadores de progresion a SIDA.
De manera interesante, los analisis de expresion de marcadores de activacion en diferentes
subpoblaciones leucocitarias mostraron una tendencia generalizada al incremento de
frecuencias de células activadas en la infeccion avanzada (progresores cronicos y en
SIDA). Se ha establecido que la frecuencia de linfocitos T CD8" CD38" HLA-DR*
correlaciona con CV vy linfocitos T CD4", los principales parametros que se utilizan para el
monitoreo clinico de la infeccion por VIH-1 [61, 199]. Algunos autores consideran que la

71



activacion de linfocitos T CD8" es un mejor predictor de la progresion a SIDA que los
marcadores clinicos [199-201]. Como se esperaba, la frecuencia de linfocitos T CD8"
CD38" HLA-DR" correlaciond con ambos marcadores clinicos (Figura 6.23A).

Dado nuestro hallazgo del incremento en la cantidad de DC plasmacitoides (CD80") y
células NK CD56%™ CD16" activadas en la infeccién avanzada, se analizé la correlacion
entre estas células y la CV, cuentas de linfocitos T CD4" y la frecuencia de linfocitos T
CD8" CD38" HLA-DR", buscando su asociacion con la progresion de la infeccion por
VIH-1 (Figura 6.23B, D y tabla 6.3 para DC y Figura 6.23C, D y tabla 6.4 para células
NK). De manera interesante, se encontraron asociaciones positivas entre la frecuencia de
DC plasmacitoides CD80" y células NK CD38" con la CV y frecuencia de linfocitos T
CD8" activados y negativas con las cuentas de linfocitos T CD4". Cabe recalcar, que las
asociaciones mas fuertes se encontraron en el porcentaje de células NK CD38". Debido a la
gran representatividad de la poblacién de células NK CD56%™ CD16" CD38" en sangre
periférica (Figuras 6.18 y 6.19), se ejemplifico esta subpoblacion en la Figura 6.23. Sin
embargo, las asociaciones con marcadores clinicos de progresion y activacion en linfocitos
T se encontraron también con las subpoblaciones CD56”""™ CD16" y CD56" CD16" de
células NK (Tabla 6.3), no asi con las DC convencionales (Tabla 6.2). Finalmente, se
realizo una correlacion entre activacion de DC plasmacitoides y células NK CD38" y se
encontré que incrementan de manera similar con el avance de la infeccion (r=0.446
p=0.0006 para CD56%™ CD16" Figura 6.23E, r=0.5149 p=0.0006 para CD56""" CD16 y
r=0.341 p=0.0102 para CD56 CD16").

La activacion de linfocitos T se ha asociado con translocacion bacteriana, activacion
bystander, y marcadores de inflamacién en la infeccion por VIH-1 [41, 49, 91, 188, 189].
Dados los resultados encontrados en la medicion de sCD14 (como marcador de activacion
inmunoldgica innata e indirectamente de LPS en plasma), biomarcadores de inflamacion y
citocinas, se buscaron las asociaciones de éstos con la activacion de leucocitos. De acuerdo
a publicaciones anteriores [91], se encontré una correlacion positiva entre la cantidad de
linfocitos T CD8" activados y el sCD14 (Figura 23A). Adicionalmente, también se
encontrd esta asociacion con la frecuencia de DC plasmacitoides CD80" (Figura 23B, Tabla
6.2) y células NK CD56%™ CD16" (Figura 23C) y CD56™"¢" CD16~ CD38" (Tabla 6.4).
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Figura 6.23. Asociacion entre marcadores de activacion en DC plasmacitoides y células NK CD56%™
CD16" con marcadores de progresion a SIDA y translocacion bacteriana en individuos con VIH-1 sin
TAR. A-C) Correlaciones de Spearman entre porcentaje de linfocitos T CD8" CD38" HLA-DR®, DC
plasmacitoides CD80" y células NK CD56“™ CD16* CD38" con cuentas de linfocitos T CD4*, CV y sCD14.
D y E) Correlaciones de Spearman d entre porcentaje de DC plasmacitoides CD80" y células NK CD56%™
CD16" CD38" con linfocitos T CD8" CD38" HLA-DR'. F) Correlacion de Spearman entre el porcentaje DC
plasmacitoides CD80" y células NK CD56“™ CD16" CD38".
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Ademas de las asociaciones mencionadas entre la activacion de células NK y marcadores
clinicos de progresion a SIDA y activacion inmunoldgica (linfocitos T, DC plasmacitoides
y sCD14), también se encontraron asociaciones positivas con citocinas proinflamatorias y/o
quimiotacticas como IL-1a, IP-10, TNF-a, IL-10, IL-12 y MCP-10, y negativa con IL-17
(Tabla 6.3). Se hizo un analisis multivariado considerando a la CV, cuentas de linfocitos T
CD4", activacion de linfocitos T CD4" y CD8" y DC plasmacitoides, cantidad de sCD14 y
las citocinas mencionadas como posibles causas de la activacion de la activacion de las
células NK (resultados detallados en la Tabla A2 en la seccion de Apéndices). El analisis
multivariado mostré una asociacion significativa entre la frecuencia de células NK CD56%™
CD16* CD38" y las variables mencionadas (r>=0.568 p=0.0001). El modelo de regresién
mostré que la activacion en NK CD56%™ CD16" esta dirigido por las cuentas de linfocitos
T CD4" (p=0.0368) y la cantidad de MCP-1 circulante (p=0.0371). A pesar del incremento
en las células CD38" en las células NK CD56™™ CD16™ y sus asociaciones con otros
marcadores de progresion a SIDA, el modelo de regresion multiple no fue significativo para

esta subpoblacién.

También se realiz6 analisis multivariado para la frecuencia de DC plasmacitoides CD80" y
marcadores de progresion, inflamacién y activacion asociados. En el modelo de regresion
multiple se consideraron como variables dependientes a la CV, cuentas de linfocitos T
CD4*, porcentajes de linfocitos T CD4* y CD8" CD38" HLA-DR*, células NK CD56%™
CD16" CD38", DC convencionales CD80", cantidad de sCD14, IL-1a, IL-6, IL-10 e IP-10.
Aunque si se encontraron asociaciones independientes entre la frecuencia de DC
plasmacitoides activadas y los marcadores mencionados de manera independiente, el
modelo de regresion no permitio establecer si la causa del incremento en la activacion de

las DC plasmacitoides fue dependiente de ellos (p=0.357).

Estos hallazgos muestran que la expresién de CD38 en células NK CD56%™ CD16" se
puede utilizar como un marcador de progresion de la infeccion por VIH-1. Estos resultados
ya fueron publicados en la revista Journal of Leukocyte Biology [202]. La publicacion

completa se encuentra anexa en la seccion de Apéndices.
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6.4.5 Perfiles inflamatorios y progresion a SIDA

Incremento de IP-10 y su asociacion con la progresion de la infeccion por VIH-1. Como se
mostré anteriormente, la cantidad de IP-10 se vio sumamente incrementada en los
individuos con VIH-1 con respecto al grupo control, independientemente de su CV y del
TAR (Figura 6.22, 6.24 y Al en la seccion de Apéndices). Este incremento se vio
exacerbado en individuos con infeccién avanzada con respecto a los controladores y
controladores élite. Dadas las asociaciones encontradas entre la cantidad de esta citocina y
marcadores de progresion y activacion en la infeccion por VIH-1, se realizé un andlisis
multivariado considerando la cantidad de IP-10 (pg/ml) como variable independiente y la
CV, cuentas de linfocitos T CD4", cantidad de sCD14, cantidad de PCR, porcentaje DC
plasmacitoides CD80", porcentaje de linfocitos T CD4" y CD8" CD38" HLA-DR" y
porcentaje células NK CD38" y citocinas asociadas como variables dependientes (analisis

detallado en la Tabla A3 en la seccion de Apéndices).

Los resultados de la regresién multiple mostraron una fuerte asociacion significativa entre
la cantidad de IP-10 en plasma y los marcadores analizados (r’=0.998 p=0.0021) y, de
manera interesante, se observd que el incremento de esta citocina depende de la activacion
inmunoldgica generalizada, incluyendo la de DC plasmacitoides (p=0.0273), linfocitos T
CD4" (p=0.0455) y CD8" (p=0.0262), células NK CD16" (CD56%™ p=0.0317 y CD56
p=0.0363). El efecto ademés se encontré significativamente asociado con citocinas como
GM-CSF, IL-10, IL-12, IL-6 y TNF-a (p<0.05 en todos los casos). Este dato resulta
especialmente interesante ya que esta citocina (y quimiocina, también llamada CXCL-10)
es inducida por de IFNs, citocinas que juegan un papel importante en la infeccion por VIH-
1. Ademas, el nivel de IP-10 se han propuesto como un potencial marcador de inflamacion
en otras enfermedades [203] vy, recientemente, se ha reportado como un predictor de

progresion rapida en infeccién aguda [204].
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Figura 6.24. Asociacion entre cantidad circulante de 1P-10 y marcadores cllinicos de progresion a
SIDA, activacién inmunoldgica, translocacion bacteriana y citocinas proinflamatorias en individuos con
VIH-1 sin TAR. Correlaciones de Spearman entre la cantidad de IP-10 y con cuentas de linfocitos T CD4",
(A), CV (B), sCD14 (C), porcentaje de linfocitos T CD8* CD38" HLA-DR" (D), células NK CD56"™ CD16"
CD38" (E) y DC plasmacitoides CD80" (F), y cantidad en plasma de IL-1a (G), IL-6 (H) y TNF-a (I).

IL-10 como principal citocina anti-inflamatoria en la infeccion por VIH-1. IL-10 se
encontrd asociada marcadores clinicos de progresion a SIDA (Tabla 6.4, Figura 6.25), asi
como a activacion de linfocitos T, DC y células NK de manera independiente. Ademas, la
cantidad circulante de IL-10 también se asoci0 positivamente con varias citocinas
proinflamatorias (ver seccion 6.4.3 de Resultados). Al realizar un analisis multivariado de
regresion multiple, se encontré que el modelo fue significativo al considerar la activacion
inmunoldgica (linfocitos T, células NK y DC), inflamacion (G-CSF, GM-CSF, IL-12, IL-
15, IL-1a, IL-6, IP-10, MCP-1, MIP-1la, MIP-1B y TNF-a), translocacion bacteriana y

marcadores clinicos de progresion (r’=0.929 p<0.0001, resultados detallados del analisis
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multivariado en la Tabla A4 en la seccion de Apéndices). De manera interesante y opuesta
a lo observado en IP-10, no se encontr6 que los niveles de IL-10 dependen de la expresion
de marcadores de activacion en poblaciones leucocitarias. Sin embargo, el modelo indicé
que las cantidad de IL-10 depende de IL-lo (p=0.0439), IL-6 (p=0.0012) e IP-10
(p=0.0021) tres de las principales citocinas proinflamatorias, pero no de los niveles de

TNF-a. Este resultado sugiere que el incremento en los niveles de IL-10 ocurre como un

mecanismo para contrarrestar la accion inflamatoria inducida por I1L-1a, IL-6 e IP-10.
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Figura 6.25. Asociacion entre cantidad circulante de IL-10 y marcadores cllinicos de progresion a
SIDA, activacién inmunoldgica, translocacion bacteriana y citocinas proinflamatorias en individuos con
VIH-1 sin TAR. Correlaciones de Spearman entre la cantidad de IP-10 y con cuentas de linfocitos T CD4",
(A), CV (B), sCD14 (C), porcentaje de linfocitos T CD8* CD38" HLA-DR" (D), células NK CD56%™ CD16"
CD38" (E) y DC plasmacitoides CD80* (F), y cantidad en plasma de IL-1a (G), IL-6 (H) y TNF-a (I).
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Incremento de TNF-a e IL-la en individuos con VIH-1 en infeccion avanzada. Las
cantidades circulantes de TNF-a e IL-1a se vieron incrementados en individuos con VIH-1
en infecciobn avanzada en comparacion con el grupo control (Figura 6.22).
Indpendientemente, tanto el nivel de TNF-o como el de IL-la correlacionaron
negativamente con CV, y positivamente con nimero de linfocitos T CD4", sCD14,
activacion de pDC, células NK (porcentaje de CD38" en las tres subpoblaciones) y
linfocitos T (CD4" y CD8"), diversas citocinas proinflamatorias e IL-10 (Tabla 6.4). IL-1a
ademas correlacion6 positivamente con la expresion de TLR6 en linfocitos T, células NK
CD56%™ CD16" y CD56° CD16" (Tabla 6.4). En un modelo multivariado se consideraron
todas las variables asociadas a la cantidad de IL-lo y se encontré una asociacion
significativa (r’=0.941 p=0.0018) . De manera interesante, inicamente se observé que la
cantidad de esta citocina depende de los niveles de IL-10 (p=0.0285) e IP-10 (p=0.0014).

TNF-0, ademas de las asociaciones mencionadas, correlaciond con el porcentaje de DC
plasmacitoides TLR9", En este caso, el modelo mutivariado resulté significativo (r?=0.934
p<0.0001) y se encontr6 que la cantidad de TNF-a depende de IL-10 (p=0.006), IL-2
(p=0.0465) y MIP-1p (p=0.0013).

Es interesante que aunque ambas citocinas estan asociadas con marcadores clinicos de
progresion a SIDA (CV, linfocitos T CD4", activacion de linfocitos T CD8" y sCD14) de
manera independiente, en el andlisis multivariado no se encontré que estos parametros
jueguen un papel en la cantidad circulante de las citocinas proinflamatorias. Sin embargo,
aunado a los resultados anteriores, se encontrd que los niveles de TNF-a e IL-1a son
dependientes de la cantidad de IL-10 y, en el caso de IL-1a también de la cantidade IP-10.
Estos resultados, junto con las asociaciones observadas para IL-10 e IP-10 apoya un
modelo de desregulacién inmunoldgica que afecta directamente a la activacion de
poblaciones leucocitarias asi como a diversos factores solubles de que incrementan o

controlan la inflamacioén.

Panorama global de la inflamacion y activacion en la infeccion por VIH-1
Como un analisis final que englobe el estado inflamatorio y de activaciéon asociado a la

progresion por VIH-1, se realizd un heat map incorporando las variables que mostraron los
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resultados mas interesantes (Figura 6.26). Se pueden observar patrones de asociacion de
variables en los diferentes grupos de progresion. En particular, se encuentra un grupo de
asociacion de activacion de DC plasmacitoides, células NK (todas las subpoblaciones),
linfocitos T CD8", y citocinas como IL-10, TNF-a, IP-10 e IL-1a en individuos crénicos y
en SIDA, que no se encuentran tan elevados en donadores sin VIH-1 y en controladores
élite y virémicos. En el grupo TAR", el procentaje de DC plasmacitoides CD86" y la
cantidad de IL-10 e IL-1a disminuyeron ain por debajo de los valores encontrados en
donadores sin VIH-1. Por el contrario, las frecuencias de linfocitos T CD8" y células NK
CD56™" CD16™ y CD56“™ CD16" se mantuvieron elevadas junto con los niveles de TNF-
a e IP-10 a pesar del TAR.

Por otra parte, citocinas como IFN-y, TNF-B, IL-15, MIP-1a e IL-17 se agruparon en
donadores VIH-1 y fueron mas abundantes que en las personas con VIH-1. De manera
interesante, los valores mas bajos de estas citocinas se encontraron en las personas con
TAR.

Otro resultado sobresaliente es la diferencia entre los patrones que se observan entre
controladores élite y controladores virémicos. EI mapa sugiere que los controladores tienen,
en general, menores concentraciones de citocinas proinflamatorias y frecuencia de células
activadas que los controladores élite y aun por debajo del grupo control. Estos datos
muestran que, aunque ambos grupos mantienen niveles mas bajos de activacion que los
progresores y mantienen CVs bajas en ausencia de tratamiento, la diferencia en la viremia
circulante parece tener un efecto en los patrones inflamatorios. Ademas, es interesante que
cada grupo de individuos es similar al grupo control, pero de manera independiente con

base en diferentes variables.

Este analisis permite realizar un primer enfoque general de posibles perfiles inflamatorios y
de activacion que se observan en individuos sin VIH-1 y en personas con VIH-1 con
diferentes caracteristicas clinicas. Las diferencias de patrones observadas entre los grupos
sugieren ciertas asociaciones entre variables que, en conjunto y en combinacion con
marcadores clinicos de progresion (CV y cuentas de linfocitos T CD4"), podrian utilizarse

en la clinica para un mejor seguimiento de las personas con VIH-1.
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Figura 6.26. Heat map de los marcadores de activacion en leucocitos y de inflamacién en personas con
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alto.
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7. DISCUSION

Se ha propuesto que diversos factores pueden estar asociados con la progresion de la
infeccion por VIH-1 a SIDA [203]. Entre ellos se encuentran la posibilidad de tener virus
defectuosos incapaces de replicar o infectar eficientemente [204, 205], los efectos
protectores de células citotoxicas (NK y linfocitos T CD8") asociados a la expresion de
moléculas HLA y receptores [59, 145, 206-209] y la conservacion de células T CD4" tanto
en capacidad de proliferacion como de recambio y mantenimiento [210]. Adn hay mucha
controversia en el papel que juega la activacion inmunoldgica de células innatas en la
progresion de la enfermedad por VIH-1, asi como la caracterizacién de perfiles
inflamatorios y de activacion en personas que controlan la viremia de manera natural.
Aunque se sabe que los controladores muestran marcadores de inflamacién asociados con
la activacion inmunoldgica persistente [211], no se ha caracterizado completamente el
papel que esta activacion, el entorno inflamatorio y la translocacion bacteriana juegan en el

control de la viremia en estos individuos.

En este trabajo se caracteriz la expresion de TLRs, receptores cuya estimulacion esta
asociada a la produccion de citocinas que pudieran estar involucradas en la activacion
bystander de linfocitos T, asociada con la inmunopatogénesis de la infeccion por VIH-1.
También se identificaron fenotipos caracteristicos de individuos controladores vy
progresores, asi como citocinas que podrian estar asociadas con la progresion de la

infeccion.

7.1 La infeccidn por VIH-1 afecta la frecuencia de poblaciones leucocitarias

De acuerdo con reportes anteriores, se encontrd un cambio en la frecuencia de todas las
poblaciones leucocitarias estudiadas [19, 42, 116, 172, 175, 212, 213]. Los individuos en
SIDA tuvieron menor frecuencia de DC convencionales y plasmacitoides, células NK
CD56%™ CD16" y linfocitos T CD4" en comparacién con los donadores sin VIH-1. Se
encontré que la frecuencia de linfocitos T CD8" y las células NK CD56° CD16" aumentd,
ambos fenomenos caracteristicos de la infeccion avanzada por VIH-1. El cambio en la
frecuencia de las poblaciones mencionadas correlaciond con los marcadores clinicos de

progresion a SIDA, lo que muestra que la infeccion por VIH-1 no solo afecta los blancos
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directos del virus (linfocitos T CD4" y DC CD4"), sino también a otras poblaciones

celulares cuyo papel efector contribuye al control de la viremia.

7.2 Expresion diferencial de TLRs en poblaciones leucocitarias

Los TLRs pueden ser estimulados por diversos ligandos propios del VIH-1 o de productos
bacterianos translocados [38, 86, 91-94, 166, 214]. Ademas, se ha observado que hay un
cambio en la expresion TLRs en células que funcionan como posibles reservorios del VIH-
1 como linfocitos T CD4", macréfagos y DC [215-217]. Otros estudios han evaluado la
capacidad de los TLRs para modular la replicacion del virus, asi como la regulacion de los
TLRs durante la infeccion [87]. Ademas, se ha reportado que la estimulacién por TLRs
puede incrementar la produccion de citocinas en PBMC totales [218] o aumentar la
transmision del VIH-1 a DC y linfocitos T CD4 [219].

En personas con VIH-1, se han reportado diversas alteraciones en la expresion de TLRs
[87, 218-220], lo que apunta a que durante la infeccion crdnica, las sefiales proinflamatorias
pueden afectar la replicacion viral [221]. Estos datos sugieren que la expresion,
estimulacion y respuesta de los TLRs juega un papel importante en la progresion de la

infeccion y posiblemente en la activacion inmunologica.

Expresion de TLRs en donadores sin VIH-1

Existen pocos reportes que han caracterizado la expresion de TLRs en poblaciones
leucocitarias, y la mayoria de ellos se enfocan en el analisis de mMRNA [83, 87]. Hornung et
al, reportd la expresion de mRNA de TLRs en poblaciones leucocitarias cuyo papel
principal no es la presentacion antigénica en donadores sin VIH-1. En particular,
encontraron que TLR5, TLR6 y TLR9 estan expresados de manera abundante en linfocitos
T y células NK, aunque no en niveles tan altos como en monocitos, células B y DC [83].
Sin embargo, en esta publicacion no se caracterizo la expresion de los TLRs en
subpoblaciones especificas de linfocitos T y células NK. Los analisis de citometria de flujo
realizados en esta tesis mostraron que las células NK CD56"" CD16™ de donadores sin
VIH-1 presentaban porcentajes mayores de células TLR3" y TLR9" que las CD56%™
CD16", mientras que hubo mayor frecuencia de células TLR6" en las CD56%™ CD16".
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También se encontrd que existe expresion basal de los TLRs analizados en linfocitos T,
tanto CD4" como CD8", y TLR2 fue el receptor menos abundante en estas subpoblaciones.
De acuerdo con lo reportado en mRNA, la expresion de TLR6 en membrana fue de las més
abundantes tanto en NK como en linfocitos T en comparacion con los otros TLRs

analizados.

Modificacién de la expresion de TLRs en individuos con VIH-1

La infeccion por VIH-1 puede afectar la expresion y sefializacion por TLRs debido a que el
virus puede directamente estimular a TLR7/8 [38, 86, 90] o indirectamente mediante la
alteracion del entorno inmunolégico y la exposicion a co-infecciones y translocacion
bacteriana [91, 222]. Por ello, la interaccion de TLRs y patdgenos o productos bacterianos
translocados podria jugar un papel indirecto en la regulacion de la enfermedad asociada a
VIH-1 y la progresién. Ademas, se ha reportado que la estimulacion a través de TLRs en
ratones induce activacion inmunolégica y dafio al tejido linfoide, semejante a lo que ocurre
en la patogenia inducida por VIH-1 [223]. Dado lo anterior, es razonable esperar que la
infeccion por VIH-1 pueda estar asociada a cambios en la expresion de TLRs. Existe un
solo reporte en el que se ha medido la expresion de TLRs en individuos con VIH-1 [87]. En
ese trabajo, realizado en mRNA de PBMC totales, se encontro que la expresion de mRNA
de TLR 1, 5, 9y 10 fue similar entre los donadores sin VIH-1 y los individuos con VIH-1,
independientemente del estado de la infeccion. Los TLRs 6, 7 y 8 se encontraron
incrementados en progresores crénicos. Ademas, también observd mayor expresion de
TLR2, 3y 4 en individuos en SIDA. Dados estos resultados, se esperaba que al analizar la
expresion de TLRs en nuestra cohorte de estudio se encontrarian niveles incrementados de
estos receptores con respecto a los donadores sin VIH-1. Sin embargo, en analisis por qRT-
PCR en PBMC totales solamente se encontrd incremento de TLR3 y TLR8 en progresores
cronicos en comparacion con controladores, y de TLR4 en controladores y cronicos en
comparacion con controladores élite. Las diferencias observadas con los resultados antes
publicados podrian deberse a la diferencia en las caracteristicas de las cohortes. En la
publicacion de Lester et al el grupo de estudio se conformd Unicamente por mujeres de
origen africano, mientras que en este trabajo se incorporaron ambos géneros y los grupos de

progresores cronicos y con SIDA estuvieron conformados mayoritariamente por hombres
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mexicanos. Otro punto a considerar es que en este trabajo si se controld para la presencia de
enfermedades oportunistas o infecciones activas en los participantes. Ninguno de los
participantes de este estudio se presentd con enfermedad evidente en el momento de la
toma de muestra. Por el contrario, en la publicacion mencionada no se hace referencia a la
presencia de enfermedades oportunistas ni co-infecciones asociadas a la enfermedad por
VIH-1. Siendo que tanto el VIH-1 como productos bacterianos translocados u otros
antigenos derivados de co-infecciones pueden afectar la expresion de TLRs en diferentes
poblaciones celulares [38, 84, 86, 166], la presencia de co-infecciones y enfermedades
oportunistas en la poblacion africana estudiada en el trabajo de Lester et al podria ser un
factor importante que hubiera afectado la expresion de estos receptores y la discordancia
entre los resultados publicados y los que se encontraron en este trabajo.

Los andlisis de gRT-PCR realizados en esta tesis muestran que las principales diferencias
se observaron en la expresion de TLR3, TLR4 y TLR8. TLR4 reconoce a LPS y TLR8 a
sSRNA, ambos ligandos presentes en la infeccion por VIH-1. De manera interesante,
también se encontraron diferencias en los niveles de TLR3 en progresores cronicos.
Aungue no se han identificado ligandos de este receptor en la infeccién por VIH-1, su
ligando dsRNA se genera como intermediario viral universal durante la mayoria de los
procesos de replicacion viral [224], por lo que productos de VIH-1 podrian ser reconocidos

por este receptor.

Siendo que el analisis de PBMC totales para la expresion de mensajero fue diferente a los
resultados esperados y no discrimina entre las diversas poblaciones celulares, se continud
con la cuantificacion de la expresion de TLRs en la superficie de DC, células NK y
linfocitos T. Como se menciond en la seccion de Resultados, la expresion de cada TLR fue
distinta en cada una de las subpoblaciones estudiadas, por lo que no fue posible identificar
patrones de expresion caracteristicos para cada receptor. Es importante mencionar que la
mayoria de las publicaciones reportan la expresion de TLRs con base en su capacidad de
respuesta a los ligandos o a agonistas o en la expresion de mRNA. Pocos reportes muestran
resultados de citometria de flujo para estudiar la expresion de estos receptores [221, 225-
227]. Esto puede deberse a la poca disponibilidad de anticuerpos de citometria de flujo para
la deteccidn de estos receptores. Un punto a considerar en los resultados de citometria de
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flujo de este trabajo es que la expresion de algunos TLRs pudo haberse detectado en mayor
proporcién que otros debido a la variacion en la sefial de los fluorocromos utilizados con
cada anticuerpo. Por ejemplo, aparentemente TLR6 fue el méas abundante en todas las
poblaciones celulares estudiadas en comparacién con otros TLRs. Sin embargo, el
anticuerpo que se utilizé en los paneles para la deteccidn de este receptor estaba conjugado
con biotina y requeria tincidén secundaria con estreptavidina. Se conoce que los anticuerpos
biotinilados dan sefiales més altas que los directos, por lo que se debe interpretar
cuidadosamente la comparacién entre la proporcion de células que expresan uno u otro
TLR.

Solamente existe una publicacion que reporta la expresion de TLRs en linfocitos por
citometria de flujo en personas con VIH-1 [227]. Este estudio se realiz6 en linfocitos T, y
se midio la expresion de TLR3, 4, 8 y 9. Encontraron que el 74% de los individuos
analizados expresaron TLR3, y el 100% fueron TLR4", mientras que todos sus controles
sin VIH-1 resultaron negativos para ambos receptores. Estos resultados son contrastantes
con los de esta tesis, ya que aqui se reporta la expresion de TLR3 y TLR4 en linfocitos T
tanto de donadores sin VIH-1 como de personas con VIH-1, y la frecuencia de linfocitos T
TLR3" (tanto CD4" como CD8") fue menor al 60% en todos los grupos sin TAR. Las
diferencias observadas pueden deberse a las diferencias en las cohortes (CV, cuentas de
linfocitos T CD4", presencia de enfermedades oportunistas), y en los anticuerpos utilizados
para medir la expresion de los TLRs. En la publicacion se estudi6 un total de 50 individuos
con VIH-1, de los cuales 12 tenian cuentas de linfocitos T CD4" mayores a 500 células/pl,
21 entre 200-500 células/ul y 17 se encontraban en SIDA. Los resultados reportados en ese
articulo incorporaron a todos los individuos sin diferenciar etapas de la infeccion por VIH-
1. La cohorte estudiada en esta tesis incluyd dentro del grupo de progresores cronicos a 13
individuos con cuentas de linfocitos T CD4" mayores a 500 células/pl, 26 con entre 200-
500 células/pl y 18 personas en SIDA. Aunque las cohortes parecen incluir individuos con
caracteristicas similares, el trabajo de Sanders et al mencionado no detalla las CV de los
individuos estudiados, si alguno de ellos era controlador ni la presencia de enfermedades
oportunistas. Como se menciond anteriormente, estos factores podrian afectar la expresion

de TLRs de manera diferencial entre cohortes y afectar los resultados observados.
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Por otra parte, se han publicado dos estudios que midieron la expresion de TLR2 y 4 en DC
por citometria de flujo [221, 226]. En estos trabajos se analizaron células ex vivo o DC
derivadas de macrofagos en cultivo, respectivamente. En el estudio de Hernandez et al,
2011 mostraron que la presencia de enfermedades oportunistas en personas con VIH-1
incremento la presencia de TLR2 y 4 en DC convencionales y monocitos. Los resultados de
esta tesis no mostraron un incremento significativo en la expresion de TLR2 en progresores
(crénicos ni SIDA) en comparacion con donadores sin VIH-1y, en el caso de TLR4, se
encontré un incremento en cronicos y una disminucion en personas con SIDA en
comparacion con los controles. En la publicacion mencionada no se hizo una distincion
entre personas con SIDA y progresores cronicos, aunque su poblacién de personas con
enfermedades oportunistas esta enriquecida en personas con cuentas de linfocitos T CD4*
bajas. Es importante recalcar que la mediana de linfocitos T CD4" en ese trabajo fue de 130
células/ul en personas con enfermedades oportunistas y de 330 células/pl en personas sin
enfermedades oportunistas. En esta tesis las medianas de linfocitos T CD4" fueron de 33
células/pl 6 331 células/ul para los grupos en SIDA y progresores cronicos,
respectivamente, y ningun individuo tuvo enfermedades oportunistas aparentes. Dado que
se demostrd que la presencia de enfermedades oportunistas afecta significativamente la
expresion de TLR2 y TLR4, las diferencias entre las cohortes y la ausencia de
enfermedades oportunistas en esta cohorte explica la discordancia entre los resultados en la
expresion de estos receptores. Otro punto que se debe considerar es que en ambas
publicaciones de Hernandez et al [221, 226] se analiz6 la expresion por intensidad de
fluorescencia, mientras que en esta tesis se analizaron porcentajes de células TLR", y no
cantidad de expresion. Dado que son mediciones diferentes, cada una aporta informacién
distinta y podria 0 no ser complementaria, dependiendo de las condiciones de la cohorte

estudiada.

Otra consideracién que podria explicar las diferencias encontradas en otros trabajos y los
resultados que se muestran en esta tesis es la diferencia metodolégica. En la publicacion de
Sanders et al [227] se realizo la tincion en sangre total, utilizando anticuerpos de la marca
Imgenex. En esta tesis la tincion de citometria se realizé sobre PBMC purificadas y se
utilizaron anticuerpos de la marca eBiosciencies. Tanto la manipulacion diferente de la

sangre para la realizacién de la tincién como la calidad de los anticuerpos de las diferentes
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marcas podria causar las discordancias entre los resultados mostrados. Para poder realizar
una comparacion adecuada, seria necesario validar la técnica utilizando los reactivos de
ambas casas comerciales en alguna linea celular que exprese de manera constitutiva a los
TLRs de interés. En las dos publicaciones de Herndndez et al [221, 226] se realizaron
tinciones con PBMC totales purificadas por gradiente de densidad de manera similar a lo
que se hizo en este trabajo. Sin embargo, en esta tesis, ademas, se realizO una
permeabilizacion y tincion intracelular posterior que podria afectar la sefial de algunos
anticuerpos conjugados en comparacion con la tincion extracelular simple utilizada en las
publicaciones citadas. Los anticuerpos utilizados en los articulos y en esta tesis son de la
marca eBiosciences, pero los fluorocromos acoplados a los anticuerpos son diferentes.
Como se ha mencionado, algunos fluorocromos tienen mayor sefial que otros y, tanto el uso
de anticuerpos conjugados a diferentes fluorocromos como la interaccion entre sefiales de
distintos anticuerpos conjugados (dependiente de los paneles utilizados), podrian explicar

las diferencias entre los resultados publicados y los que se encontraron en este trabajo.

La capacidad de respuesta de poblaciones celulares a la estimulacion por TLRs asi como su
papel en la proteccion ante la infeccion son controversiales. Experimentos han mostrado
que la estimulacion por TLRs induce la expresion de CD80 en DC plasmacitoides en
personas con VIH-1 sin TAR [221]. Otros reportes muestran que la estimulacion de DC
convencionales y DC plasmacitoides de personas con VIH-1 con ligandos de TLR3 y
TLRY7, respectivamente, induce la expresion de moléculas co-estimuladoras (HLA-DR) y
produccion de IL-6, pero éstas son poco eficientes en la activacion de linfocitos T néive
[228]. Sin embargo, otros estudios reportan que las DC de personas con VIH-1 tienen
menor capacidad de respuesta (marcadores de activacion y maduracién) a ligandos de TLRs
en comparacion con donadores sin VIH-1 [229]. Los resultados de citometria de flujo en la
expresion de TLR en esta tesis muestran que solo las frecuencias de DC convencionales y
linfocitos T CD4" TLR4" correlacionan con la activacion de DC convencionales (CD80).
Estos datos sugieren que la expresién de TLRs en subpoblaciones no necesariamente esta
asociada con un cambio en la expresion de marcadores de activacion en la poblacion celular

correspondiente. Sin embargo, seria necesario realizar experimentos de estimulacion directa
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de dichas subpoblaciones celulares con ligandos de TLR 4 (u otros receptores de interés)
para analizar si la estimulacion a través de este receptor resulta en la sobreexpresion de
marcadores de activacion de manera directa, 0 como consecuencia de la produccion de

citocinas en otras poblaciones.

Un estudio en simios (macacos rhesus) mostrd que la estimulacion por TLRs en células
linfoides y del sistema nervioso central puede inducir cambios fenotipicos en células CD8"
asociados a progresion rapida de la infeccion por SIV [230]. También se ha reportado que
estimulacion de DC plasmacitoides o convencionales con ligandos de TLRs expuestas a
VIH-1 aumenta la respuesta de linfocitos T de memoria autélogos mediante la produccion
de citocinas [231]. En tejido linfoide, se observé que los agonistas de TLRs inducen la
respuesta anti-VIH-1 de linfocitos T CD8" y células NK a través de la estimulacion de DC
[98]. Lo anterior, aunado a los resultados de citometria de flujo de este trabajo, sugiere que
la variabilidad en la expresion de TLRs, aunque no afecta directamente a la activacion de la
subpoblacion que lo expresa, puede tener efectos en otras subpoblaciones celulares. En
particular, la expresion de TLRs en DC puede inducir su activacion y la produccién de
diversas citocinas que tienen efectos en la respuesta antiviral de células NK y linfocitos T.
Por otra parte, es importante considerar que las observaciones mencionadas se han hecho
principalmente en células de tejido linfoide y los resultados que se presentan en esta tesis
son de células de sangre periférica. Es muy posible que la diferencia en la ubicacién
anatomica de las células estudiadas en cada caso también afecte la expresion de los TLR en
las diferentes subpoblaciones celulares estudiadas.

TLR2y TLR4

Se ha reportado que la estimulacién por TLR2 en PBMC totales de individuos con VIH-1
induce la produccion de citocinas como MIP-1a ¢ IL-8 [218]. En mastocitos, la
estimulacion por TLR2 con peptidoglicano induce un aumento de la replicacion de VIH-1
[222, 232]. Concretamente en linfocitos T, se ha reportado que TLR2 se expresa como una
molécula co-estimuladora [225]. En un modelo de infeccién in vitro se observé que
agonistas de TLR2 (zymosan y Pam3CSK4) inhiben la replicacién de VIH-1 en macréfagos

derivados de monocitos. Ademas, el tratamiento con los agonistas de TLR2 pre-infeccion
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inhibe la infeccion de virus en macréfagos, e induce la produccién de B-quimiocinas e IL-
10. Estos resultados sugieren que la estimulacion directa de TLR2 en macréfagos aumenta
la resistencia a la infeccion por VIH-1 y controla la replicacion viral [233]. Dado lo
anterior, seria razonable esperar una mayor expresion de TLR2 en personas que controlan
la infeccidn (controladores virémicos y élite) como mecanismo de control de la viremia, sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas en la expresion de este TLR en
ninguna de las poblaciones celulares estudiadas, independientemente de su capacidad de
control de la viremia o del TAR. Ademas, la frecuencia de células TLR2" no se vio
asociada con CV ni cuentas de linfocitos T CD4", ni con otros marcadores inflamatorios, en
concordancia con publicaciones anteriores [221]. Asi, en este estudio no fue posible
observar una asociacion de la expresion de este receptor con la progresion de la infeccion,
activacion e inflamacion. Sin embargo, es necesario considerar que en esta tesis solamente
se midio la expresion de TLR2 en las poblaciones celulares, pero no su capacidad de
respuesta a ligandos ni su via de sefializacion. En las publicaciones mencionadas [218, 222,
225, 232], se asume expresion del receptor con base en la capacidad de respuesta de las
células a sus ligandos. Sin embargo, el hecho de no haber encontrado diferencias entre
grupos en la expresion de TLR2 en este estudio, no es necesariamente indicativo de que: 1)
las células tengan la misma capacidad de respuesta ante los ligandos de TLR2 in vivo,
aungue aparentemente tienen niveles de expresion similares, y 2) que aunque los niveles de
expresion son similares, las vias de sefializacion se conservan intactas y permiten una

adecuada respuesta al estimulo por este TLR.

Diversos estudios han propuesto la modulacién de la expresiéon de TLRs como un
mecanismo que promueve la replicacién del VIH-1 o la progresion a SIDA en individuos
con VIH-1 [221, 226]. Algunos trabajos muestran que la expresion de TLRs en células de
la inmunidad innata se incrementa en individuos con VIH-1 con viremia alta y co-
infectados con patdgenos oportunistas [226]. Otros estudios reportan que las DC
convencionales de individuos con VIH-1 tienen mayor expresion de TLR2 y TLR4 en
comparacion con donadores sin VIH-1 y estos porcentajes son menores que en las personas

con TAR [221]. De acuerdo con este reporte, los resultados de citometria de flujo en este
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trabajo muestran un incremento en la proporcion de DC convencionales TLR4" en
progresores cronicos en comparacion con donadores sin VIH-1, y este porcentaje
disminuye con el TAR. Es interesante, sin embargo, que también en los controladores élite
se observo un incremento en la frecuencia de las células que expresan TLR4, y estos
individuos presentan caracteristicas inmunolégicas y virologicas muy diferentes al grupo de
progresores. Un estudio mostrd que la estimulacion con agonistas de TLRs en células de
tejido linfoide puede inducir la respuesta anti-VIH-1 mediante la produccién de factores
solubles (IFN-o, IFN-y, MIP-1a, MIP-1B, RANTES) en la infeccion aguda o estimular la
produccidn de nuevos viriones en células con infeccion latente [97]. Los resultados de este
estudio indican que la respuesta a la estimulacion por TLRs varia de acuerdo al estado de
infeccion de las células, por lo que es razonable pensar que la expresion elevada de TLRs
en controladores élite y progresores cronicos tiene un efecto diferente en la respuesta
observada entre grupos de estudio. Cabe recalcar que la expresiéon de los TLRs 2 y 4 no
correlaciond con citocinas inflamatorias, activacion ni marcadores de progresion en

ninguna de las subpoblaciones celulares estudiadas en esta tesis.

TLRA4 es un receptor particularmente interesante durante la infeccion por VIH-1, debido a
que su ligando LPS es uno de los principales productos bacterianos translocados [91].
Estudios en tejido gastrointestinal de ratones muestran que las DC de intestino expresan
significativamente menos MRNA de TLR4 en comparacion con otros TLRs, lo que las hace
menos susceptibles a ser activadas por la estimulacion de este receptor, fenémeno
denominado “tolerancia al LPS/endotoxina” [234]. Por lo anterior, seria razonable esperar
que los individuos con infeccion avanzada tuvieran una menor expresion de TLR 4,
asociada al incremento de LPS en circulacion (en este trabajo, medido indirectamente por
sCD14 en plasma). Contrario a lo esperado, la frecuencia de DC convencionales TLR4" se
vio incrementada en los individuos en SIDA en comparacion con los donadores sin VIH-1.
Sin embargo, dado que la tolerancia al LPS es importante para la prevencion de respuestas
inflamatorias exacerbadas [235], es de esperarse que haya una sefializacion pro-
inflamatoria disminuida cuando hay exposicion repetida o cronica al LPS [220]. Por ello, es
posible que aungue no se haya observado una disminucion en la expresion de TLR4, la
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respuesta al estimulo por este receptor no sea tan eficiente como en individuos sin VIH-1.
Un ejemplo de esto es que la frecuencia de DC convencionales TLR4" correlacion
negativamente con IL-1f, una de las principales citocinas proinflamatorias. En el caso de
las células NK disfuncionales CD56 CD16", a pesar de no encontrar diferencias entre las
subpoblaciones, la frecuencia de células TLR4" correlacioné positivamente con la cantidad
de sCD14. Estos datos resultan interesantes ya que esta poblacion estd incrementada en
individuos con infeccién avanzada -al igual que los niveles de sCD14- ambos fendmenos

asociados con la progresion de la enfermedad por VIH-1.

La union de TLR4 con su ligando induce la produccion de citocinas pro- y anti-
inflamatorias como TNF-o e IL-10 en monocitos de personas con VIH-1 [236]. Un
hallazgo interesante es que la induccion de la produccion de citocinas y activacion
inmunoldgica no solamente ocurre por la presencia del LPS translocado, sino como efecto
directo de proteinas virales sobre los TLRs. Se ha reportado que la glicoproteina de VIH-1
gp120 induce la activacion inmunoldgica a través de TLR2 y TLR4 en células epiteliales
del aparato reproductor femenino [237]. Ademas, la proteina Tat de VIH-1 interactia
fisicamente con alta afinidad con el complejo TLR4-MD2 promoviendo la produccion de
TNF-a e IL-10, citocinas involucradas en la desregulacion inmunologica observada en la
infeccion por VIH-1 y progresion a SIDA [238]. Por esto, seria razonable esperar que la
expresion de TLR4 en las poblaciones celulares estudiadas podria estar asociada a las
cantidades plasmaticas de sCD14 (como marcador indirecto de los niveles de LPS en
circulacién) y/o a la CV, como posibles inductores de la produccion de las citocinas que se
encontraron elevadas en personas con VIH-1 en infeccidén avanzada. Solo en el caso de las
células NK disfuncionales se encontré una asociacién entre la expresion de TLR4 con LPS,
y la expresion de este receptor no correlaciond con CV en ninguna de las subpoblaciones.
Ademas, y contrario a lo esperado, la frecuencia de células TLR4" no se asoci6 con las
citocinas mencionadas en ninguna de las poblaciones celulares. Sera interesante realizar
analisis mas detallados para cuantificar la produccion de citocinas intracelulares
especificamente para saber si las celulas que expresan este receptor son productoras de
citocinas en los grupos estudiados, y si la CV y la translocacion bacteriana afectan

directamente su activacion.
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TLRs intracelulares

El caso de TLR3 resulta especialmente interesante, siendo que fue un receptor que se vio
incrementado en DC convencionales y células NK CD56%™ CD16" de individuos en SIDA.
Aunque no se ha identificado un ligando especifico para TLR3 en la infeccion por VIH-1,
se sabe que TLR3 reconoce RNA de cadena doble, un intermediario generado durante la
replicacion viral [224]. Existen diversos trabajos que han estudiado el papel de la
estimulacion por TLR3 durante la infeccion por VIH-1. Se ha mostrado que el ligando
artificial de TLR3 poly I:C estimula respuestas antivirales como la produccién de IFN-a/p e
induce la sobreexpresion del factor antiviral APOBEC3G [239-241]. Por otra parte, se ha
observado que la activacion de TLR3 inhibe diversas infecciones virales como herpes
simplex [242], virus del West-Nile [243], hepatitis C [244] e influenza [245]. En un modelo
de infeccidn in vitro se encontrdé que el agregar agonistas de TLRs 3, 7, 8 y 9 redujo
significativamente la infeccion en PBMC totales mediante la expresion de IFNs tipo | y tipo
I1. Sin embargo, el efecto anti-VIH-1 fue dirigido no solo por la activacién de TLRs, sino
por otros factores antivirales en las células infectadas [246]. Recientemente se demostrd
que la estimulacién por TLR3 y 4 en macrofagos induce la expresion de microRNAS
(factores restrictivos para la replicacion del VIH-1) [224, 247]. Ademas, la estimulacion
con ligandos de TLRs (TLR3-RNA de cadena doble y TLR9-CpG) en DC y células NK
inducen la activacion inmunolégica bystander de linfocitos T mediante la secrecion de IFN-
a/p e IFN-y e inducen la produccion de IFN-y y TNF-a en células NK [248, 249]. Todos
estos antecedentes muestran que la expresion de TLR3 en la infeccion por VIH-1 (y otras
infecciones virales) juega un papel importante en la estimulacion de la respuesta antiviral.
La expresién de TLR3 en DC diferentes poblaciones celulares correlacion6 con SCD14,
citocinas inflamatorias y quimiocinas como IL-8, IL-12, IFN-y, MIP-1, eotaxina y el
TNF-B.

Se sabe que las células NK secretan grandes cantidades de IFN-y en respuesta a
estimulacidn con agonistas de TLR3 y TLR7 [250]. Aunque no se encontré una correlacién
entre la expresion de TLR3 en esta poblacion y los niveles de IFN en plasma, si se observo
un incremento en la proporcién de células NK CD56%™ CD16" TLR3" en personas en
SIDA, asi como una tendencia al incremento en las cantidades de IFN-y en personas con

infeccion avanzada. Esto resulta especialmente interesante porque esta subpoblacion de
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células NK es la méas abundante en sangre periférica [110], y es la que se encuentra mas
activada en la infeccion avanzada por VIH-1. Ademas, la expresion de este receptor no
solamente disminuy6 con el TAR, sino que el porcentaje de células TLR3™ disminuyd con
el tiempo de tratamiento en células citotéxicas (NK CD56%™ CD16" y linfocitos T CD8").
Todos estos resultados sugieren que hay una asociacion importante entre la
expresion/estimulacion de TLR3 con la viremia e inflamacion observada durante la
infeccion por VIH-1. Aunque no existen reportes en VIH-1, estudios en otras infecciones
virales cronicas (HCV) muestran que el tratamiento y el control de la viremia induce la
disminucion de la expresion de TLRs en linfocitos T CD4" y CD8" [251], similar a lo
observado en linfocitos T CD8" de personas con VIH-1. En este caso, también sera
necesario realizar estudios funcionales para analizar la capacidad de respuesta de diferentes
poblaciones celulares de los individuos estudiados a la estimulacion por TLRs y el efecto
de estas respuestas en la activacién inmunoldgica e inflamatoria. Otro estudio interesante
serd la identificacion de los ligandos asociados a la infeccion por VIH-1, ya sean
intermediarios de RNA de cadena doble producidos durante el ciclo de replicacion o
resultado de otro producto bacteriano o viral no descrito, que potencialmente estan

afectando la expresion y respuesta de TLR3.

El TLR9 reconoce DNA CpG bacteriano [84]. Se ha reportado su papel en la infeccién por
VIH-1, implicado en el reconocimiento de motivos de DNA no metilado de virus y
bacterias. Se ha identificado un polimorfismo de TLR9 que confiere proteccion ante la
infeccion [100]. Ademés, se sabe que las DC plasmacitoides de controladores élite
producen mayor cantidad de IFN-a al ser estimuladas con ligandos de TLR9 [252, 253]. De
manera interesante, se encontré que los controladores élite tienen niveles similares de DC
plasmacitoides TLR9" a los de donadores sin VIH-1, y éstos son mayores a los que se
observan en individuos cronicos y en SIDA. Ademas, la frecuencia de estas células
correlacion6 positivamente con las cantidades plasmaticas de IFN-a ¢ IL-8 (citocinas
proinflamatorias) y negativamente con IL-10 (anti-inflamatoria). Reportes indican que en
células de tejido linfoide, la estimulacion con el agonista de TLR9 (ODN M362) suprimio
la replicacion de VIH-1, mediante la induccion de MIP-1a, MIP-1B, RANTES, IP-10 y
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CXCL-12. [254]. De manera interesante, la frecuencia de DC plasmacitoides que expresan
TLR9 y la cantidad de IP-10 en circulacién correlacionaron negativamente en este trabajo.
Sin embargo, es importante recalcar que las células utilizadas son de diferente origen, de
tejido linfoide vs. sangre periférica. Por lo anterior, es posible que la alta frecuencia de
células que expresan este receptor en controladores esté asociada con una mejor respuesta

de estas células y a los efectos asociadas a la produccion de IFNs tipo 1.

TLR6

Finalmente, los resultados de expresion de TLR6 fueron interesantes debido a sus
asociaciones con el entorno inflamatorio (correlaciones con citocinas y activacion
inmunoldgica). La Unica publicacion que se refiere a este receptor en VIH-1 reporta un
incremento generalizado en la expresion de MRNA de TLR6, e incorpora a PBMC totales
[87], por lo que se incluyen otros tipos celulares que no fueron analizados por citometria de
flujo en este trabajo. Los hallazgos en TLR6 resultan especialmente interesantes ya que no
se ha descrito ningun ligando de este receptor asociado a la infeccion por VIH-1. Dadas las
asociaciones encontradas con las citocinas plasmaticas, es posible que la expresion de este
receptor sea una consecuencia indirecta del entorno inflamatorio. Ademas, TLR6 en
diferentes poblaciones correlaciona negativamente con IL-1. Esto sugiere que pudiera ser
un indicador mas de la desregulacion inmunolégica observada en la infeccion por VIH-1, o
que su expresion podria ser disminuida como efecto de regulacion negativa ante el
ambiente inflamatorio y asi evitar que se continde con la producciéon de citocinas
proinflamatorias. De manera analoga a lo observado con TLR3, sera necesario investigar la
presencia de ligandos de TLR6 asociados a la infeccion por VIH-1 como potenciales

causantes de activacion bystander e inflamacion.

Aunque se ha propuesto que la expresion y estimulacion de TLRs es un posible factor
determinante en la activacion inmunoldgica generalizada observada en la infeccidn
avanzada por VIH-1 [92], los resultados de este trabajo no muestran una correlacion directa
entre cambios en la expresion de TLRs y la activacidon observada en la misma subpoblacién

y directamente sobre linfocitos T, ni con factores pro-inflamatorios determinantes.
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Adicionalmente, el efecto del TAR contribuye al incremento de algunos TLRs y la
disminucion en otros dependiendo de la subpoblacién estudiada. Sin embargo, y como se
ha recalcado antes, en esta tesis se analiz6 la expresion de los receptores sin medir su
funcionalidad y la capacidad de respuesta de las células que los expresan. Entonces, los
resultados obtenidos en este trabajo no soportan la hipotesis de que los TLRs estan
directamente asociados con la activacion inmunoldgica observada durante la infeccion.
Seré necesario realizar mas estudios que evallen la capacidad de respuesta de diferentes
poblaciones celulares ante ligandos de TLRs y si las citocinas producidas como
consecuencia son suficientes para inducir un fenotipo activado en linfocitos T y otras

celulas inmunoldgicas.

7.3 Activacion inmunoldgica

Activacion de células NK como un nuevo marcador progresion en la infeccion por VIH-1.
En este trabajo mostramos evidencias de que la activacion de células NK, medida con
CD38 y HLA-DR, es un fuerte parametro predictivo de la progresion de la enfermedad por
VIH. En particular, mostramos que la expresion de CD38 en células NK esté asociada con
marcadores de progresion a SIDA. Nuestros resultados sugieren que la activacion de
células NK es principalmente dirigida por el estado inmunolégico del paciente (cuentas de
linfocitos T CD4"), pero también esta afectada por la viremia, inflamacion y activacion de

otras poblaciones del sistema inmunolégico (innato y adaptativo).

La mayoria de los estudios en células NK se han enfocado en la expresion de receptores de
citotoxicidad natural (NKp44, NKp30, NKp46), CD94-NKG2A/C e inhibidores de
citotoxicidad (KIR, por sus siglas en inglés) en diferentes etapas de la infeccion [42, 116,
156, 255-258]. Reportes mas recientes han mostrado los cambios en la expresion de
marcadores de activacion, que normalmente se incrementan en los linfocitos T de
progresores, en células NK [156, 255-260]. Estos estudios se han centrado en la expresion
de CD69 y HLA-DR como marcadores de activacion temprana o cronica, respectivamente,
y no en CD38. Solamente Litchfuss y colaboradores analizaron la co-expresion de CD38 y
HLA-DR en células NK de progresores. Nuestro estudio enfatiza el incremento en la

expresion de CD38 en células NK, particularmente en la subpoblacién CD56%™ CD16%, en
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etapas avanzadas de la infeccion por VIH y su asociacion con linfocitos T CD4", el
principal indicador de progresion de la enfermedad. Ademas, estudios previos han
mostrado resultados contradictorios con respecto a las asociaciones entre la activacion de
células NK (frecuencia de células HLA-DR" o CD38" HLA-DR"), con la CV, cuentas de
linfocitos T CD4" y translocacion bacteriana (LPS y SCD14) [191, 256, 260]. Es
importante recalcar que estos estudios han analizado a individuos controladores y
progresores de manera independiente, y que las caracteristicas de las cohortes en cada
estudio (incluyendo la etapa de la infeccion) varian considerablemente entre ellos y en

comparacion con el nuestro.

En este estudio se mostrd que la subpoblacion de células NK CD56%™ CD16" tiene el
mayor nivel de activacion, alcanzando en algunos casos mas del 99% de células CD38",
tanto en frecuencia como en cantidad de expresion. La activacion de esta subpoblacion
correlacion6 fuertemente con la progresion de la enfermedad, mediad por cuentas de
linfocitos T CD4" y CV, activacion de linfocitos T, translocacion bacteriana e inflamacion.
Aunque la subpoblacién de células NK CD56™" CD16™ también se encontrd activada, el
nivel de activacion no fue tan alto como el observado en las CD56%™ CD16" vy las
correlaciones fueron méas débiles. Este fendbmeno es similar a lo que se observa en la
activacion de linfocitos T, donde los linfocitos T CD8" citotdxicos estan mas activados y
tienen correlaciones mas fuertes con cuentas de linfocitos T CD4" y CV, que los linfocitos
T CD4" inmunomoduladores [61]. Las frecuencias de células NK CD56“™ CD16* CD38"
HLA-DR" y HLA-DR" también fueron mayores en individuos con SIDA. Sin embargo, no
se encontraron asociaciones entre la co-expresion de CD38 y HLA-DR con sCD14 de

manera independiente ni en el modelo multivariado.

Aunque observamos una frecuencia elevada de células NK CD38", la proporcion de CD69*
(marcador de activacion temprana) fue menor y no significativamente diferente. Esto
sugiere que la activacion de células NK podria resultar de la inflamacion crénica derivada
de la infeccién por VIH (causada por la viremia, ambiente inflamatorio, citocinas y
translocacion bacteriana) y no por una estimulacion de novo, similar a lo que ocurre con la
activacion de linfocitos T. Como es bien conocido, la presencia cronica del VIH y la

respuesta inmunoldgica continua induce un fenotipo de activacion y agotamiento en
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linfocitos T CD8" citotoxicas. Seria interesante investigar si el fenotipo activado que se
observa en células NK también esta asociado con su disfuncionalidad (con respecto a
produccion de citocinas, citotoxicidad, capacidad de respuesta a estimulo por citocinas) que

pudiera afectar el control de la viremia la progresion de la infeccion.

Estudios previos han mostrado que la infeccion virémica por VIH esta asociada con
cambios en las subpoblaciones de células NK y con el incremento en la actividad de estas
células en presencia de células blanco [133]. Por ello, es posible que las células NK que
tienen mayor expresion de marcadores de activacion sean una consecuencia de la respuesta
inmunoldgica persistente contra las células cronicamente infectadas por VIH. Ademas, las
células NK de individuos con VIH pueden ser activadas in vitro por RNA derivado de VIH,
lo que sugiere que su activacion podria estar mediada por ligandos de TLRs [38]. Dado lo
anterior, una posible explicacion para el incremento en la activacion de células NK en
personas con VIH con infeccion avanzada es el efecto directo de la viremia alta. Si este es
el caso, como la CV en controladores avirémicos, controladores virémicos y personas con
TAR es significativamente menor que en progresores y SIDA, se esperaria que la

activacion de células NK en estos individuos también fuera significativamente menor.

Diversos trabajos han mostrado que solamente entre el 2-4% de las células NK de
individuos con VIH son capaces de producir IFN-y y del 1-25% tienen capacidad citotdxica
contra células blanco [133, 153, 161, 213]. Nuestros resultados muestran que mas del 50%
de las células NK expresan CD38, lo que sugiere que la activacion podria estar dada por
efectos indirectos como la estimulacion por citocinas y/o la translocacién de productos
bacterianos, y no por la respuesta directa a la infeccién por VIH. Ademas, nuestros
resultados — y otros publicados previamente [256]— muestran que se mantiene la activacion
residual en las células NK adn después del control de la viremia con TAR, lo que sugiere
que otros factores ademas de la viremia pueden causar la activacion de células NK. En
congruencia con esta hipdtesis, encontramos que la cantidad plasmatica de IL-15 e IP-10
(involucradas en activacion y proliferacion de células NK) y TNF-a (producido por células
NK activadas y otras células inmunoldgicas), correlacionaba con la frecuencia de células
NK CD38". Asimismo, encontramos una asociacion entre la cantidad de células NK
CD56%™ CD16" CD38" con la CV, cuentas de linfocitos T CD4", activacion de linfocitos T
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y SCD14 vy las citocinas mencionadas. Es importante recalcar que estas asociaciones se
mantuvieron independientemente de la presencia de otras infecciones virales (CMV y
HHV-8), que también podrian afectar la activacion de células NK. Estos resultados
sugieren que existe una importante asociacion entre el entorno inflamatorio elevado que se
observa en los individuos con SIDA y la activacion de células NK, de manera analoga a la
activacion indirecta observada en linfocitos T durante la infeccion por VIH [61, 91],
independientemente de la presencia de co-infecciones. Interesantemente, cuando se
consideraron todos los factores mencionados como posibles causas de la activacion de
células NK en un modelo multivariado, encontramos que las cuentas de linfocitos T CD4"
tienen el mayor efecto en dicha activacion. Estos datos apoyan la hipétesis de que el estado
inmunoldgico del paciente y el avance de la infeccion inducen la activacion de las células
NK. Esta observacion también sugiere que la expresion de CD38 en células NK, en
particular en la subpoblacion citotoxica, podria considerarse como otro marcador de

progresion de la infeccion.

No todos los marcadores de inflamacién estan asociados con la activacion de células NK,
como IL-6 (y otras citocinas producidas por células NK activadas), fibrindgeno y CRP, lo
que sugiere que estos factores no participan en el proceso de activacién indirecta de células
NK. Sin embargo, esta informacion se debe interpretar cuidadosamente, ya que las
citocinas fueron medidas en plasma y no indican si estas asociaciones son causa O

consecuencia de la activacion de células NK.

Es muy posible que la combinacion de la respuesta inmunoldgica cronica a la viremia de
VIH vy efectos indirectos del entorno inflamatorio y translocacion bacteriana afecte la
activacion de células NK. Sin embargo, hemos mostrado que la expresion de CD38 en
células NK es un factor fuertemente asociado con la progresion de la enfermedad
(principalmente determinado por las cuentas de linfocitos T CD4") y se puede utilizar como

un nuevo factor de prediccion de la progresion.

Una limitante en este estudio es su caracter transversal. Un analisis longitudinal que incluya
a individuos en la etapa aguda/temprana de la infeccion y la caracterizacion del cambio
secuencial en la activacion de células NK con el avance de la enfermedad proveeria

informacion adicional acerca de los factores involucrados en el incremento de la activacion
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inmunoldgica innata, tanto la respuesta “reciente” a la viremia (expresion de CD69) como
el efecto de la inflamacion y respuesta crénica al virus (expresion de CD38 y HLA-DR).
Sin embargo, es importante resaltar que la realizacion de estos estudios es cada vez menos
factible debido a las implicaciones éticas y las guias oficiales que indican el inicio

temprano del TAR.

La activacién inmunoldgica y la inflamacion van de la mano con la viremia persistente y la
disminucion en las cuentas de linfocitos T CD4", lo que define un fenémeno inmunolégico
caracteristico de la infeccion por VIH. Hemos demostrado que la expresién generalizada de
marcadores de activacion aumenta en individuos con VIH con viremia alta v,
especialmente, en personas con SIDA. En particular, se encontré que CD38 es el marcador
de activacion mas relevante y se expresa predominantemente en las células NK CD56%™
CD16%, la poblacion mas abundante en sangre periférica (aunque también estd
incrementado en las subpoblaciones CD56°™" CD16™ y CD56™ CD16"). Ademas, CD38 se
encontré incrementado tanto en frecuencia como en cantidad de expresion en individuos
con VIH, y la frecuencia de células NK CD38" correlaciond con marcadores de progresion
de la infeccion de manera independiente y en un modelo multivariado. Estos resultados
sugieren que la expresién de CD38 en células NK puede utilizarse como indicador
confiable para el seguimiento clinico de personas con VIH, y como un nuevo marcador

predictivo del avance de la enfermedad.

Asociacion entre la activacion de DC y estado inmunoldgico de personas con VIH-1

Diversos trabajos han reportado cambios en las frecuencias de DC en sangre periférica de
personas con VIH-1 tanto por infeccion directa del virus como por migracion a nédulos
linfoides [170, 172, 175]. Tanto las DC convencionales como las DC plasmacitoides
pueden ser infectadas por el VIH-1 [261-265]. Sin embargo, el porcentaje de células
infectadas es muy pequefio (<5%). Es importante considerar que, aunque hay una reduccion
en el nimero de DC circulantes, aquéllas que se mantienen en la sangre periférica son
hiperfuncionales, lo que implica un posible papel de las DC en la induccion de la activacion

inmunoldgica crénica [172].
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Aln es controversial si las funciones de las DC estan alteradas durante la infeccion por
VIH-1. Estudios han reportado que la infeccion por VIH-1 interfiere con la maduracion de
las DC convencionales de sangre periférica [229, 266, 267], mientras que otros estudios
reportan que la funcién de DC convencionales no esta afectada durante la infeccion por
VIH [172, 268]. En el caso de las DC plasmacitoides, existen reportes que indican que la
produccion de IFN tipo | en DC plasmacitoides de sangre periférica estd disminuida
durante la infeccion aguda y crénica [269, 270], mientras que otros reportan que la
produccién de IFN tipo | en pacientes con viremia elevada es normal [271]. En este trabajo
se encontrd que las frecuencias de ambas poblaciones de DC estan afectadas. Ademas, se
observo que las frecuencias de DC activadas son diferentes entre individuos con VIH-1y el

grupo control.

Se ha publicado que durante la infeccién aguda hay un incremento en la expresion de
marcadores de activacion en DC plasmacitoides [172]. De manera similar, nuestros
resultados indican que la frecuencia de DC plasmacitoides que expresan marcadores de
activacion (tanto CD80 como CD86) estd incrementada en individuos con VIH-1 con
viremia alta o en SIDA, no asi en controladores virémicos y é€lite. Es interesante que se ha
reportado que hay una disminucion en la expresion de CD80 y CD86 en monocitos de
personas con VIH-1, lo que induce una activacion poco eficiente de las respuestas de
linfocitos T CD8" [272-274]. También se ha publicado que en cultivos de DC de ganglios
linfaticos en presencia de VIH-1, solo hay una expresion parcial de estas moléculas co-
estimuladoras [181]. La infeccion de DC plasmacitoides puede inducir su activacion, lo que
resulta en la sobreexpresion de moléculas co-estimuladoras y la produccion de grandes
cantidades de IFN tipo I que inhiben la replicacion del virus en linfocitos T [86, 275]. Por
esto, una explicacion para el incremento en DC plasmacitoides activadas en individuos
virémicos es la infeccion directa de estas células por VIH-1. En particular, el incremento en
la frecuencia de DC plasmacitoides CD86" se ha reportado durante la infeccion aguda, pero
no en individuos con infeccion cronica [173]. Los resultados de citometria de flujo en este
trabajo si muestran un incremento significativo en la proporcion de DC plasmacitoides que
expresan CD86. La diferencia de este resultado con respecto al reportado en la literatura
puede deberse al tiempo de infeccién de los individuos en fase cronica (en el articulo de

Fontaine et al se consideraron individuos crénicos con aproximadamente 24 meses post-
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infeccion; en los individuos estudiados en este trabajo, el tiempo post-infeccion es muy

variable y, en muchos casos, desconocido).

Es interesante que las DC de controladores tuvieran niveles de activacion similares a los de
personas sin VIH-1. Se sabe que las DC plasmacitoides de controladores son mejores
inductoras de apoptosis en linfocitos T por TRAIL (ligando inductor de apoptosis inducida
por TNF, por sus siglas en inglés) y mantienen la produccion de IFN-o elevada en
comparacion con progresores tipicos. Esta baja activacion induce que haya menos
migracion a ganglios y, por lo tanto, no sea tan evidente la disminucion de la frecuencia de
estas células en sangre periférica [276-278]. También se ha reportado que las DC de tejido
linfoide y de sangre periférica en personas que no progresan durante periodos prolongados
expresan niveles mas bajos de CD80 y CD86 que los progresores cronicos y en SIDA [173,
181]. De acuerdo con estas observaciones, los resultados obtenidos en este trabajo muestran
bajos niveles de activacion en controladores con respecto a los progresores e individuos en
SIDA tanto para DC convencionales como para DC plasmacitoides. De manera interesante,
y contrario a lo esperado, se encontr6 un aumento en la proporcién de DC convencionales
CD86" en controladores élite en comparacion con donadores sin VIH-1. Sin embargo, la
dispersion en las frecuencias en este marcador es grande y, este resultado podria estar
afectado por el bajo nimero de controladores élite analizados. También es posible que estos
individuos tuvieran infecciones no aparentes en el momento de la toma de muestra que

hubieran alterado la expresion de este marcador en DC convencionales.

Estudios anteriores han reportado que las DC convencionales siguen afectadas ain después
del TAR [173]. En este trabajo se encontré que el TAR redujo la frecuencia de DC
activadas, tanto convencionales como plasmacitoides, alcanzando niveles similares a los de
individuos sin VIH-1. La discordancia entre los resultados obtenidos en esta tesis y los
publicados puede deberse a las diferencias entre las cohortes, asi como el tiempo de TAR y
el nadir de linfocitos T CD4" al inicio del tratamiento. En el articulo mencionado, la
mediana de linfocitos T CD4" de los individuos crénicos antes del TAR fue de 743+261
células/ul, mientras que la mediana en este trabajo fue de 394 células/ul. Adicionalmente,
en la publicacion de Fontaine et al, se considero a los individuos a partir de 3 meses y se

continud su analisis hasta 12 meses después del inicio del tratamiento. Los individuos con
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VIH-1 analizados en este estudio tuvieron una mediana de 22 meses con TAR, con un
minimo de 3 y mé&ximo de 126 meses de tratamiento. Es posible que en el articulo
mencionado, el tiempo de TAR no haya sido suficiente para alcanzar una disminucion

significativa en la activacion de las DC similar a lo que se encontro en esta tesis.

En general, durante las infecciones virales agudas, los IFNs tipo I producidos por las DC
plasmacitoides actian como citocinas inmunomoduladoras que favorecen la maduracién de
DC convencionales [279] y como agentes antivirales que activan factores de restriccion
intracelulares, que inhiben la proliferacion e inducen la proliferacion de células blanco
como los linfocitos T [280]. Contrariamente, en la infeccion sistémica, estudios en
humanos y animales muestran que la activacién cronica de DC plasmacitoides y la
elevacion cronica de IFN-a puede llevar a efectos deletéreos en inflamacion y perturbacion
de la proliferacion de linfocitos T, homeostasis y muerte celular, que contribuyen a la
activacion inmunoldgica e inmunopatogénesis del VIH/SIDA [278, 281-285]. De acuerdo
con estos reportes, en este trabajo se encontrd que la activacion de DC plasmacitoides
(CD80) correlaciona con activacion de linfocitos T CD8" y células NK, y con SCD14, un

marcador de translocacion bacteriana y de activacion de monocitos/macréfagos [193].

Cada vez es mas evidente que las DC juegan un papel importante en la desregulacion que
lleva al desarrollo de SIDA [170]. En particular, las DC plasmacitoides de sangre periférica
se han correlacionado directamente con las cuentas de linfocitos T CD4" e inversamente
con la CV, lo que sugiere un papel en estas poblaciones y el control de la replicacion [176,
286]. Ademas, junto con las cuentas de linfocitos T CD4, la disminucion en la produccion
de IFN-a y la frecuencia de DC son predictores independientes de progresion clinica y
aparicion de enfermedades oportunistas [174-176, 212, 287, 288]. En concordancia con
esto, los resultados de citometria de flujo muestran que la activacion de DC plasmacitoides
(CD80) correlaciona también con la CV, con las cuentas de linfocitos T CD4", y con el
nadir de linfocitos T CD4". Es interesante, sin embargo, que la activacion de estas células
no correlaciond con la cantidad plasmatica de IFN-a, pero tanto la frecuencia de DC

plasmacitoides CD80" como CD86" si correlacionaron con IP-10 (proteina inducida por
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IFNs). Ademas, la frecuencia de DC plasmacitoides CD80" también se asocié con citocinas

proinflamatorias como IL-1 e IL-6.

Debido a las fuertes asociaciones que se encontraron entre la frecuencia de DC
plasmacitoides y marcadores de progresion de la infeccion por VIH-1, inflamacién y
activacion de linfocitos T y células NK, se realizd un modelo multivariado para analizar su
potencial uso como marcador de progresion. A pesar de haber encontrado asociaciones
significativas entre la activacion de DC plasmacitoides y los marcadores mencionados, el
analisis multivariado no fue significativo. Ademés, la activacion de DC tampoco
correlacion6 con otros biomarcadores de inflamacion como fibrindgeno y PCR, ni con la
citocina pro-inflamatoria TNF-a. Debido al tipo de estudios realizados en este trabajo, no es
posible saber si la activacion que se observa en esta poblacion celular es causa o
consecuencia del estado inflamatorio generalizado que se encuentra en individuos con
infeccion avanzada. Existen reportes que muestran una asociacion inversa entre la secrecion
de IFN-a por DC plasmacitoides y la aparicion de enfermedades oportunistas, y sugieren
que el IFN-a induce respuestas eficientes de células NK que controlan estas enfermedades
en pacientes asintomaticos [288-290]. Con este antecedente, y con los resultados del
modelo multivariado, es razonable pensar que la activacion de DC plasmacitoides esta
asociada al incremento en las respuestas de otras poblaciones inmunitarias, y no
necesariamente se asemeja al fendmeno de activacion inmunoldgica patogénica que se
observa en células NK y linfocitos T. Sin embargo, es necesario realizar estudios para
caracterizar la funcionalidad de las DC activadas y saber si éstas son capaces de producir
las citocinas necesarias para inducir una respuesta inmunoldgica eficiente o para inducir la
expresion de marcadores de activacion bystander, en linfocitos T y células NK. Otro punto
a considerar es que la frecuencia de DC en sangre es muy baja y disminuye con el avance
de la infeccion. Aunque se encontro elevado el porcentaje de DC activadas, es posible que
la fraccion de estas células sea tan pequefia que no alcance a tener un efecto sistémico. Por
otra parte, si es que la activacion de las DC esta asociada con mayor produccion de IFN-a y
éstas son capaces de producir mas de 10 000 veces mas de esta citocina que otros tipos
celulares, aunque sea una poblacion pequefia, el efecto activador potencial de estas células

seria considerable en la estimulacién de otras células inmunolégicas.
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La infeccion por VIH-1 esta asociada con la secrecion elevada de 1L-10, que juega un papel
central en el control de la respuesta inmune adaptativa [291, 292]. Se ha reportado que la
IL-10 puede modular la maduracion de las DC, generando DC tolerogénicas que resultan en
la induccion ineficiente de las respuestas de células T [293-297]. La frecuencia de DC
convencionales y plasmacitoides CD80" correlacion6 positivamente con la cantidad
plasmatica de 1L-10. Siendo que tanto los niveles de IL-10 como las frecuencias de DC
CD80" en controladores élite y controladores virémicos son similares a los donadores sin
VIH-1, y se encuentran elevados en individuos progresores y en SIDA, es posible que estas
células no solo estén afectadas en namero, sino que las células que quedan pueden ser
tolerogénicas y, por lo tanto, no ser capaces de inducir respuestas inmunoldgicas
adecuadas. Como se menciond anteriormente, es necesario realizar mas estudios para
caracterizar la funcionalidad de estas poblaciones de DC activadas y su papel en la

inmunopatogénesis de la infeccién por VIH-1.

7.4 Caracterizacion del estado inflamatorio en la infeccion por VIH-1: desregulacion
inmunologica

La desregulacion inmunoldgica que ocurre durante la infeccion cronica por VIH-1 mediada
por citocinas no resulta directamente por la interaccion de componentes virales con células
blanco, sino del ambiente inmunomodulador extracelular que asociado con la respuesta

inmunoldgica ante la infeccion y a los productos bacterianos translocados [298].

Durante la fase aguda de la infeccion por VIH-1, el incremento en la viremia esta asociado
con el aumento en los niveles de citocinas y quimiocinas en la sangre. Los niveles de IL-15,
IFNs tipo I, IP-10 se incrementan rapidamente y de manera transitoria para activar y atraer
celulas NK vy linfocitos T. La cantidad de IL-6, IL-8, IL-18, TNF, IFN-y ¢ IL-22 se
incrementan rapidamente pero se mantienen elevados. El incremento de IL-10, IL-4 e IL-5
ocurre de manera retardada como control de la respuesta inflamatoria inicial [299, 300]. Sin
embargo, cada vez existe mas evidencia del efecto de estas citocinas en la

inmunopatogénesis de la infeccion y en la desregulacién de la respuesta inmunolégica.
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Biomarcadores de inflamacién en la infeccion por VIH-1

Se sabe que biomarcadores de inflamacion como IL-1a, IL-6, fibrindgeno, proteina C
Reactiva (CRP) y sCD14 estan incrementados in individuos con VIH-1 [188-192, 301-
303]. Ademas, los niveles elevados de estos biomarcadores se han asociado a alta
mortalidad y riesgo elevado del desarrollo de SIDA [304-306]. Los resultados de este
trabajo mostraron un incremento en PCR y sCD14 en todos los grupos de estudio en
comparacion con los donadores sin VIH-1. En concordancia con reportes anteriores, el
TAR redujo parcialmente los niveles de sCD14 en personas con VIH-1 [307]. EI TAR
también disminuyd las cantidades de fibrinGgeno en comparacion con personas con SIDA 'y
progresores cronicos, alcanzando niveles similares a los de controladores élite y donadores
sin VIH-1. Sin embargo, no se encontraron asociaciones entre el tiempo de tratamiento y
los niveles de estos biomarcadores. De manera interesante, la PCR correlaciono
positivamente con las cantidades de IP-10 y MIP-1p en plasma, pero no con IL-6 ni TNF-a,
las principales citocinas proinflamatorias. La PCR se sintetiza primordialmente en el higado
como parte de la respuesta aguda [308, 309]. Los principales estimulos que inducen su
produccién son la IL-6 y la IL-1 [310-312]. Por ello, es interesante que no se hayan
encontrado asociaciones con la cantidad plasmatica de IL-6, a pesar de que ésta se encontro
incrementada en individuos con VIH-1 en infeccion avanzada. Las cantidades de
fibringeno no se encontraron asociadas a otros factores solubles ni a la activacion de
poblaciones leucocitarias. El nivel de IL-6 se asoci6 con la activacion de DC
plasmacitoides y de células NK inmunomoduladoras (CD56°"™ CD167). Aunque se ha
reportado que los biomarcadores mencionados estan elevados en individuos con VIH-1 en
infeccion avanzada, en este trabajo no se encontraron correlaciones con marcadores de
progresion ni con la expresion de TLRs. Es importante recalcar que estos biomarcadores se
encuentran principalmente en la repuesta aguda, y los individuos estudiados en este trabajo
se encuentran con infeccion cronica. Seria interesante estudiar la expresion de TLRs en
células hepaticas de personas con VIH-1 y su capacidad de responder a las citocinas que
generan biomarcadores inflamatorios, para entender con mayor profundidad si la
variabilidad de los niveles de estas moléculas son causa 0 consecuencia de la infeccion

cronica por VIH-1.
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Por otra parte, se ha reportado que la proporcion de células T reguladoras/Th17, la cantidad
del receptor de IL-1 y sCD14 en infeccion primaria por VIH-1 predicen el set point en
ausencia de translocacion bacteriana [313]. Ademas, la IL-1 puede causar la deplecion de
CD4 en personas con VIH-1, como consecuencia de la induccion de piroptosis [314]. En
este trabajo se encontr6 que las cantidades de IL-1 estan fuertemente asociadas a la
activacion pero no a la expresion de TLRs en diferentes poblaciones. Esto podria sugerir
que la presencia de IL-1 y sCD14 contribuyen al fendmeno inflamatorio observado en
individuos con VIH-1 con infeccion avanzada, independientemente de la estimulacion de
TLRs por productos bacterianos translocados, y posiblemente pudiera afectar a los cambios
en las frecuencias de linfocitos T CD4". De manera interesante, esta citocina no se encontré
elevada en controladores, que mantienen niveles bajos de activacion y translocacion

bacteriana, asi como de otras citocinas inflamatorias.

IP-10 como marcador de progresion a SIDA

Diversos reportes muestran que las citocinas juegan un papel importante en la modulacion
de la respuesta inmunoldgica y la progresion de la enfermedad por VIH-1 y SIV [315]. En
particular, se ha visto que las concentraciones de IP-10 en diversos tejidos estan
fuertemente asociadas con la viremia y la activacion inmunoldgica. Primero, estudios in
vitro mostraron que la infeccién por VIH-1 genera un incremento en quimiocinas como
MCP-1, IP-10, MIG, MIP-1a e IL-1P [316-320]. Posteriormente, se reporto que en liquido
cefalorraquideo (LCR) y cerebro de personas con VIH-1 hay niveles elevados de IP-10
inducidos directamente por la expresion de gpl20 (e independientes de IFN), y estan
asociados con la patogénesis de la demencia asociada a SIDA [321]. Ademas, la
concentracion de IP-10 en LCR correlaciona con la CV y el conteo de células blancas en
LCR, lo que sugiere que esta quimiocina contribuye a la respuesta inmunoldgica y la
infeccion local [322]. En sangre periférica, se ha reportado que IP-10 estimula la
replicacion de VIH-1 en monocitos derivados de macréfagos y linfocitos T de sangre
periférica [323], y la cantidad plasmatica de IP-10 se asocié con progresion rapida en la
infeccion por VIH-1, y se asoci6 con la caida de linfocitos T CD4" durante la fase temprana
de la enfermedad [315]. En concordancia con estos reportes, en este trabajo se encontré que
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IP-10 estd muy elevada en individuos con enfermedad avanzada y la cantidad plasmatica de
esta quimiocina se asocid fuertemente con marcadores clinicos de progresion de la
infeccion y activacion de linfocitos T, células NK y DC. El nivel de IP-10 se ha propuesto
como un potencial marcador de inflamacion en otras enfermedades y como indicador de
recuperacion post-tratamiento [324-326]. Recientemente, se ha reportado como un
predictor de progresion répida en infeccion aguda por VIH-1 [327] y como un factor
determinantes en la progresion de la enfermedad en la co-infeccién de tuberculosis y VIH-1
[328].

En este trabajo y en reportes previos [211] se ha observado que los controladores
(virémicos y élite) también tienen niveles elevados de IP-10, pero son menores que los de
individuos progresores y en SIDA, y correlacionan con la activacion de linfocitos T CD4" y
CD8". Ademas, en concordancia con estudios anteriores [321, 322], se encontrd que el
TAR redujo parcialmente los niveles de IP-10. En conjunto, estos datos sugieren que los
niveles elevados de esta quimiocina contribuyen al reclutamiento y activacion de células
inmunoldgicas a nivel sistémico, de manera similar a lo que se observa localmente en tejido
neuroldgico y mucosas. Las cargas virales bajas, controladas de manera natural o mediante

TAR, se asocian fuertemente con una disminucion en la cantidad circulante de IP-10.

Los resultados de la regresién multiple mostraron una fuerte asociacion significativa entre
la cantidad de IP-10 en plasma y los marcadores de progresion e inflamacion, que depende
de la activacién inmunoldgica generalizada de DC, linfocitos T y células NK, asi como de
otras citocinas como GM-CSF, IL-10, IL-12, IL-6 y TNF-a. De manera interesante, no se
encontraron asociaciones entre la cantidad de IP-10 e IFN-a o IFN-y en este estudio.
Aunque se ha reportado que el IFN-a induce la produccion de IP-10 en DC derivadas de
monocitos, también se sabe que proteinas virales pueden estimular la produccion de esta
citocina en otros tipos celulares [321, 329]. Siendo que si se encontré una correlacion
positiva entre la CV de los individuos con VIH-1 analizados y la cantidad de IP-10, una
posible explicacion de los niveles elevados en esta citocina es la presencia propia del virus,
asi como el entorno inflamatorio (correlacion con otras citocinas proinflamatorias) derivado

tanto del VIH-1 como de productos bacterianos translocados.
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Por otra parte, se ha reportado que el incremento en la produccion de IP-10 aumenta la
capacidad de estimulacion de linfocitos T CD8" efectores [329]. Ademas, un estudio
realizado en mucosa genital de personas con VIH-1 mostrd que las cantidades bajas de IP-
10 (y otras citocinas como MIG e IL-1) estan asociadas con la proteccién de la infeccion
por el virus [330]. Estos resultados indican que la baja presencia de IP-10 reduce la
posibilidad de infeccién mediante un menor reclutamiento y activacion de linfocitos. Estos
resultados, aunados a las observaciones en personas con TAR y en controladores, enfatizan
la importancia de IP-10 como una citocina fuertemente involucrada en los fenémenos de
activacion inmunoldgica generalizada e inflamacion observados en la infeccion avanzada, y

que estan menos exacerbados en controladores.

Finalmente, es interesante recalcar la fuerte asociacion que se encontré entre IP-10
(inflamatoria y quimiotéctica) e IL-10 (anti-inflamatoria). Ambas citocinas se encontraron
incrementadas en infeccion avanzada, pero solamente IP-10 se encontrd elevada también en
controladores. IP-10 e IL-10 estan asociadas con la activacion de DC, células NK y
linfocitos T de manera independiente, lo que sugiere que estas citocinas juegan un papel
importante en la desregulacion inmunoldgica observada en la progresion de la enfermedad
por VIH-1.

IL-10 como principal citocina anti-inflamatoria en la infeccion por VIH-1

La IL-10 esta producida principalmente por monocitos y, en menor medida, por linfocitos.
Esta citocina tiene efectos pleiotropicos en inmunomodulacion e inflamacion. Reduce la
expresion de citocinas Thl, moléculas de HLA 1l y moléculas co-estimuladoras en
macrofagos. Las mutaciones en el gen de 1L-10 pueden influenciar la tasa de progresion de
la enfermedad por VIH-1 mediante la regulacién de los niveles plasmaticos de IL-10 y la

magnitud de las respuestas de linfocitos T CD8" [331].

Se ha reportado que la cantidad de células T CD4" reguladoras productoras de IL-10 esta
incrementadas en individuos con SIDA en edad avanzada y el bloqueo de esta citocina
induce la replicacion de VIH-1 in vitro [332]. Por otra parte, reportes indican que la

estimulacion por TLRs induce la produccion de citocinas pro- y anti inflamatorias en
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personas con VIH-1. Los monocitos aumentan la expresion de PD1 y producen IL-10
durante la infeccion cronica por VIH, posiblemente en respuesta a productos bacterianos
translocados [267]. La estimulacion por TLR4 induce la produccion de TNF-a e IL-10 en
monocitos de personas con VIH-1 [236]. Por otra parte, la estimulacion directa con
agonistas de TLR2 en macrdfagos aumenta la resistencia a la infeccion por VIH-1 y
controla la replicacion viral mediante la produccion de quimiocinas e 1L-10 [233]. En este
trabajo no se encontrd asociacion entre la cantidad plasmatica de IL-10 y la expresion de
TLRs, con la excepcion de la frecuencia de DC plasmacitoides TLR9". Seria interesante
evaluar la capacidad de respuesta de las poblaciones estudiadas a la estimulacién con
diversos TLRs para evaluar el efecto de I1L-10 en su estimulacion y en el control de la
viremia. Cabe recalcar que los individuos que no controlan la viremia tienen niveles bajos
de IL-10, lo que podria sugerir que los niveles altos de IL-10 en plasma pueden estar
asociados, directa o indirectamente, con el control de CV altas. Ademas, se sabe que estos
individuos tienen menor cantidad de productos bacterianos translocados que pudieran estar
estimulando TLRs in vivo, e induciendo la produccion de esta citocina.

Estudios in vitro han mostrado que la estimulacion de PBMC totales con ligandos de TLRs
inducen la produccion de IL-10 y esta esta asociada con recuperacion de linfocitos T CD4"
en personas con VIH-1 en TAR [333]. Sin embargo, en este trabajo no se encontrd ninguna
asociacion entre la cantidad de IL-10 en circulacion y los meses de TAR o cuentas de
linfocitos T CD4" en el grupo TAR".

Los resultados de este trabajo muestran que la IL-10 esta asociada marcadores clinicos de
progresion a SIDA (Tabla 6.4, Figura 6.25), asi como a activacion de linfocitos T, DC y
células NK de manera independiente. Ademas, la cantidad circulante de IL-10 también se
asocid positivamente con citocinas proinflamatorias. EI modelo de regresion mdltiple fue
significativo al considerar la activacion inmunologica, inflamacion, translocacion
bacteriana y marcadores clinicos de progresion. EI modelo indicé que la cantidad de I1L-10
depende de IL-10, IL-6 e IP-10, tres de las principales citocinas proinflamatorias, pero no
de los niveles de TNF-a ni de la activacion de poblaciones leucocitarias. Este resultado
sugiere que el incremento en los niveles de IL-10 ocurre como un mecanismo para

contrarrestar la accion inflamatoria inducida por IL-1a, IL-6 e IP-10.
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El papel de IL-10 es especialmente interesante en la interaccion de células NK y DC. Se
conoce que los virus pueden manipular la interaccion de células NK y DC para evadir la
respuesta inmunoldgica. Como se ha mencionado, la infeccion por VIH-1 (y otras
infecciones virales cronicas) esta asociada con la secrecion elevada de I1L-10, que juega un
papel central en el control de la respuesta inmune adaptativa [291, 292]. La exposicién de
DC a IL-10 puede alterar la expresion de HLA 1y ligandos de NKG2D. Esto hace que las
DC maduras se vuelvan mas susceptibles, y las DC inmaduras resistentes a la citotoxicidad
mediada por células NK en el proceso de “edicion” de DC [297, 334]. Por esto, la IL-10 es
secretada normalmente de manera temporal después de una infeccién viral aguda, lo que
limita el tiempo durante el cual las DC pueden migrar hacia ganglios donde las DC
aberrantes son eliminadas por células NK [335]. Sin embargo, en el contexto de la
infeccion crénica persistente con VIH-1, la secrecion de IL-10 puede resultar en la edicion
alterada de DC (mediada por células NK), lo que lleva a la acumulacion de DC
tolerogénicas que son potencialmente responsables por la induccion de una respuesta
inmunoldgica adaptativa disfuncional [335]. Como se menciond anteriormente, seré
interesante evaluar si las DC que expresan marcadores de activacion en la infeccién
avanzada son inductoras de tolerancia y estan asociadas a la disfuncionalidad de la
respuesta de linfocitos T caracteristica de la infeccion por VIH-1 como consecuencia (0 en

relacion) con el incremento en la IL-10 circulante.

Finalmente, se sabe que la poblacion de linfocitos T CD4" Th17, productores de IL-17 e
IL-22, pueden ser inducidas por IL-1p y secretar IL-10 [336-339]. Esta poblacion se
encuentra disminuida en las personas con VIH-1 [340]. Resulta interesante que la cantidad
de IL-17 circulante correlacion0 positivamente con la cantidad de IL-1p, lo que indica que
a menor cantidad de IL-1p en los individuos estudiados también ocurre una disminucion de
IL-17, posiblemente como consecuencia de la disminucion en la frecuencia de linfocitos T
CD4" Th17 causada por la infeccion. En contraste, no se observé una asociacion entre la
cantidad de IL-10 e IL-17 en los individuos estudiados. Si se asume que la disminucion de
IL-17 es consecuencia de la disminucion en la frecuencia de linfocitos T CD4" Th17, seria
razonable esperar que también hubiera una disminucion en otras citocinas producidas por
esta subpoblacion como IL-10 e IL-22. Muchos tipos celulares tienen la capacidad de

producir IL-10 como macréfagos, DC, células NK, linfocitos T CD4" reguladores y otras
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poblaciones de linfocitos T CD4" y CD8" [110, 341-343], por lo que serd interesante
identificar el origen de esta citocina observado en las personas con infeccion avanzada.
Dadas las asociaciones observadas entre la cantidad de IL-10 y la activacion en DC, células
NK vy linfocitos T, es necesario caracterizar si estas células activadas son fuente productora
de la citocina o si su fenotipo activado es una consecuencia de la estimulacion por otras
citocinas. Los resultados del modelo multivariado realizado en este trabajo (que sugiere que
el incremento de IL-10 es dependiente de la cantidad de otras citocinas proinflamatorias) en
combinacion con el hecho de que la IL-10 es responsable de la disminucién en la expresion
de moléculas co-estimuladoras y HLA-1I en monocitos/macrofagos [343], es méas posible
especular que el incremento en la cantidad de IL-10 en circulacion ocurre como un
mecanismo regulatorio de la activacién generalizada tanto en la produccién de otras
citocinas como en la disminucidon de expresion de moléculas de activacion en otras
poblaciones celulares. Esto resulta especialmente interesante para estudiar ya que la
activacion de células NK, linfocitos T y DC y el incremento en IL-10 solamente se
observan in individuos que progresan a SIDA, y no en personas que controlan la viremia,

donde la inflamacion generalizada es mucho menor.

Por ultimo, los niveles de IL-10 en circulacion correlacionaron con la cantidad de DC
plasmacitoides TLR9*. Aunque las DC plasmacitoides no producen IL-10, pueden regular
su produccion en otras poblaciones celulares mediante la produccion de IFN-a [344, 345].
Serd interesante caracterizar si la produccion de interferones como consecuencia de la
estimulacion por TLR9 en DC plasmacitoides contribuye al incremento de IL-10 en la

infeccion por VIH-1.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo permiten identificar asociaciones importantes entre diferentes
factores asociados con la progresion de la infeccién por VIH-1. Los anélisis muestran una
perspectiva generalizada del estado inmunoldgico/inflamatorio de las personas que viven
con VIH-1 en diferentes fases de progresion de la infeccidn, enfatizando la activacion de
poblaciones leucocitarias del sistema inmunoldgico innato y la asociacion de la patogénesis
de enfermedad con la presencia de marcadores inflamatorios en plasma.

Panorama global de activacion e inflamacién en la infeccion por VIH-1 en controladores y
progresores

Este estudio permitio realizar una caracterizacion general del panorama inflamatorio y de
activacion en personas que viven con VIH-1, con diferentes grupos de progresion y el
efecto del TAR. Por primera vez, hasta nuestro conocimiento, se realizd una caracterizacion
simultanea de la expresion de TLRs y marcadores de activacion en poblaciones de DC,
células NK y linfocitos T paralelamente con la cuantificacion de marcadores inflamatorios
en plasma a partir de una muestra Unica. Este enfoque permite realizar un analisis de
asociacion que presenta un panorama global del estado en el que se encuentran las personas
que viven con VIH-1 ex vivo, sin manipulacién o estimulacién para inducir la expresion de

los marcadores de interés.

Con base en los resultados obtenidos y presentados a lo largo de esta tesis, se concluye que
la expresion de TLRs parece no jugar un papel directo en la activacion inmunolégica ni en
el ambiente inflamatorio generalizado observado en la infeccidon por VIH-1. Sera necesario
realizar estudios especificos sobre cada receptor en la subpoblacién de interés para
continuar caracterizando mecanismos individuales caracteristicos de cada TLR para poder
descartar totalmente esta hipotesis. Por el contrario, los resultados obtenidos de expresion
de marcadores de activacion y marcadores inflamatorios en plasma/suero, muestran que si
existen perfiles inflamatorios caracteristicos de los diferentes grupos de estudio. Ademas,
los anélisis multivariados realizados permiten encontrar ciertas relaciones de causalidad —
adecuadas para este modelo con los resultados obtenidos en este trabajo — que podrian

ayudar a identificar factores inflamatorios, como IL-10 e IP-10 y la activacion de células
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NK, que seran de utilidad para el seguimiento clinico de las personas que viven con VIH-1

asi como para entender los mecanismos de la inmunopatogénesis de la infeccion.

Como primer resultado global, se propone un modelo en el que la infeccion por VIH-1 en
individuos que progresan a SIDA causa la deplecion de linfocitos T CD4" en GALT y en
circulacion, asi como la translocacién de productos bacterianos. Esto tiene como
consecuencia la estimulacion de diferentes poblaciones inmunoldgicas que producen
citocinas proinflamatorias y, tanto el entorno inflamatorio como la presencia directa del
virus, causan la activacion bystander no solo de linfocitos T, sino de células NK de manera
exacerbada y, en menor medida, de DC plasmacitoides asociadas a la carga viral y al estado
inmunoldgico de los individuos (Figura 8.1a). Con la administracion del TAR, ocurre una
disminucion de la CV a niveles indetectables, disminuye la translocacién de productos
bacterianos y la activacion de linfocitos T. En consecuencia, ocurre una disminucion parcial
en el entorno inflamatorio y en la activacion de células NK, mientras que la frecuencia de

DC plasmacitoides activadas regresa aniveles basales (Figura 8.1b).

Como segundo modelo general basado en los resultados de observados en este trabajo y
derivado de los analisis multivariados (Figura 8.2), se propone que el entorno inflamatorio
determinado por el incremento de GM-CSF, IL-12, IL-6 y TNF-a y la activacion
inmunoldgica generalizada (que incluye a DC, células NK y linfocitos T) inducen el
aumento de la proteina inflamatoria, quimiotéctica y activadora de células citotoxicas IP-10
en la infeccion por VIH-1, independientemente de la CV y las cuentas de linfocitos T
CD4". A su vez, la cantidad elevada de IP-10 en combinacion con GM-CSF, IL-12, IL-6 e
IL-1a — pero no TNF-a ni la activacion celular- causan un incremento en la produccion de
IL-10 en individuos que progresan a SIDA. Como se ha discutido antes, se esperaria que el
incremento en 1L-10 tuviera un efecto de regulacién de factores inflamatorios, sin embargo,
en estos individuos progresores se mantiene la elevacion tanto de marcadores inflamatorios
como de la citocina anti-inflamatoria. Esto soporta la hipdtesis de la desregulacion
inmunoldgica que ocurre durante la inmunopatogénesis de la infeccion por VIH-1. De
manera contrastante, las personas que mantienen viremia baja o indetectable de manera

natural (controladores élite y controladores virémicos) o mediante TAR no presentaron
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incremento en IL-10 con respecto a donadores sanos. Este resultado sugiere que la
infeccion persistente, la viremia elevada y el incremento en el entorno inflamatorio son
determinantes de la desregulacion. Dado que estos parametros se encuentran similares o
cercanos a los niveles basales en individuos con VIH-1 controladores o en personas bajo

TAR, la desregulacion no es tan evidente como en individuos progresores.
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Figura 8.1. Modelo global de la infeccién por VIH-1 el efecto del TAR. a) Inflamacion y activacion
generalizada en personas con VIH-1 que progresan a SIDA. b) Efecto del TAR sobre el entorno inflamatorio
y de activacion. Modificado de Brenchley et al, 2006 [346].
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inmunopatogénesis de la infeccién por VIH-1.
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Finalmente, se sabe que los marcadores clinicos mas utilizados para vigilar la progresion de
la infeccion por VIH-1 son la CV, las cuentas de linfocitos T CD4" y la activacion de
linfocitos T, particularmente de los CD8". Con base en los resultados de este trabajo, las
asociaciones encontradas en los anélisis multivariados y en el heat map, se proponen otros
factores que podrian ser considerados como indicativos de progresion de la infeccion y que
podrian contribuir a un mejor seguimiento clinico de las personas que viven con VIH-1
(Figura 8.3).

Utilizando un modelo de balanza, se propone muestra cuales pardmetros se encuentran
elevados de manera importante en personas que progresan a SIDA y no en personas que
controlan la infeccion. La consideracion de los cambios en la frecuencia en poblaciones
leucocitarias, ademas de las cuentas de linfocitos T CD4" como blanco directo de la
infeccion, es indicativo de enfermedad avanzada y progresion. Igualmente, los
controladores presentan niveles de marcadores inflamatorios en plasma y de activacion de
células NK y DC similares a los de donadores sin VIH-1, mientras que niveles elevados de
estos indicadores se encuentran en enfermedad progresiva. Dada la naturaleza transversal

de este estudio, seria necesario realizar un andlisis longitudinal y considerar individuos en
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infeccion temprana/aguda para completar y validar el panorama que aqui se presenta. Sin
embargo, debido a las consideraciones éticas y el inicio temprano del TAR sugerido por los

lineamientos internacionales, la realizacion de estos estudios es dificil.

CV y cuentas de linfocitos T CD4*
Activacioén de linfocitos T +
Translocacion bacteriana

DC plasmacitoides CD80*
P | Frecuencia de NK disfuncionales
[.,.I Células NK CD38*

IL-10, IP-10, TNF-a, IL-1
Frecuencia de DC plasmacitoides

SIDA

IL-17 ﬁ
Frecuencia de NK disfuncionales :
DC plasmacitoides CD80* = —
Células NK CD38* ; ”

IL-10, IP-10, TNF-a?, IL-1 Progresores

Controladores

Controladores Elite

Figura 8.3. Marcadores asociados al control o progresion de la infeccion por VIH-1. *TNF-a tinicamente
se encuentra elevada en controladores virémicos, los controladores élite mantienen niveles similares a los de
individuos sin VIH-1.

El desarrollo de este trabajo: 1) abre preguntas interesantes que permitirdn conocer mas
detalladamente la inmunopatogénesis de la infeccion por VIH-1, 2) muestra asociaciones
importantes entre variables clinicas e inmunoldgicas que podran permitir un mejor
seguimiento y, posiblemente, una mejora en la calidad de vida de las personas que viven
con VIH-1y, 3) refuta parcialmente la hipotesis de una asociacion entre la expresion de
TLRs y la activacion inmunologica observada en la infeccion avanzada por VIH-1 e invita

a una investigacion mas detallada de estos receptores en poblaciones celulares especificas.
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9. PERSPECTIVAS
Este trabajo muestra resultados de muchos aspectos asociados a la inmunopatogénesis de la

infeccion por VIH-1. A lo largo de los resultados y la discusion se han mencionado

diversos aspectos que serd interesante investigar mas a fondo. Se abren diversas preguntas

que dan oportunidad a nuevas areas de investigacion hacia:

Realizar estudios longitudinales que respalden los resultados de asociacion de
marcadores de activacion (CD38" en células NK) e inflamatorios (IP-10) como

marcadores de progresion a SIDA.

Identificacion de ligandos de TLR2, TLR3 y TLR6 en la infeccion por VIH-1 como
posibles productos de translocacion bacteriana que podrian contribuir a la activacion

inmunoldgica generalizada.

Caracterizacion de la expresion de TLRs en otras poblaciones celulares productoras de
citocinas como monocitos/macrofagos y linfocitos B que podrian inducir activacion

inmunoldgica.

Realizar estudios de estimulacion de células inmunoldgicas ex vivo y medir capacidad
de respuesta ante ligandos, produccion de citocinas y efecto directo en la activacion de
esa u otras poblaciones celulares. Algunos casos que resultaron especialmente
interesantes son:

o TLR3en DC convencionales

o Efecto del TAR en la expresion de TLR3 de personas con TAR

o TLR9en DC plasmacitoides

o TLR6 en células NK disfuncionales CD56  CD16"

Realizar estudios funcionales para identificar las posibles causas del incremento en la
expresion de moléculas co-estimuladores en DC, en particular CD80 en DC

plasmacitoides.
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e Realizar estudios funcionales para identificar las posibles causas del incremento en la

expresion de marcadores de activacion en células NK.

e Dada la similitud entre la activacion de células NK y linfocitos T que se encontré en
este trabajo, caracterizar si las células NK que presentan un fenotipo activado son
“funcionalmente normales” o disfuncionales como los linfocitos T. En este caso, se
debera estudiar en células NK activadas:

o Los perfiles de expresion de receptores asociados con citotoxicidad: NCRs,
KIRs y tipo lectina C (NKG2A/C, NKG2D).

o Su capacidad de responder a estimulacion mediante la ligacién de los receptores
de citotoxicidad mencionados.

o La capacidad de respuesta ante estimulacion por citocinas.

o Su funcionalidad en términos de: produccion de citocinas, degranulacion y

capacidad citolitica.

e Estudiar a detalle la causa y efecto del incremento/disminucion de las citocinas en las
que se encontraron diferencias significativas. De manera especialmente interesante, sera
importante estudiar a 1L-10, IP-10, eotaxina, GM-CSF, IL-15, IL-17, IL-6, IL-8, MCP-
1, MIP-18 y TNF-a.

o En particular, continuar con la caracterizacion del papel de IL-10 e IP-10 en la

desregulacién inmunolégica en la infeccion avanzada.

Algunos de estos puntos ya han comenzado a abordarse en nuestro grupo, y se ha iniciado

el planteamiento de nuevos proyectos y colaboraciones para dilucidar otros.
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APENDICES.

Tabla Al. Anélisis multivariado considerando el porcentaje de DC plasmacitoides
TLR9" como variable dependiente y el porcentaje de linfocitos T CD8" CD38" HLA-DR”,
porcentaje células NK CD56“™ CD16" CD38", porcentaje células NK CD56° CD16"
CD38", cantidad de IL-10, IFN-a, IL-12, IP-10, TNF-a ¢ IL-8 como variables
independientes en un modelo de regresion maltiple en individuos con VIH-1 sin TAR.

% DC plasmacitoides TLR9"
R=0.444, R*=0.666, p=0.0009

Variables Independientes Coeficiente  Error Estandar p

% CD8" CD38" HLA-DR" 0.169 1.052 0.8733
% NK CD56"™ CD16" CD38" -0.807 0.247 0.0022
% NK CD56 CD16" CD38" -0.087 0.187 0.6442
IL-10 (pg/ml) -0.293 0.385 0.4501
IFN-o (pg/ml) 0.036 0.018 0.0534
IP-10 (pg/ml) 0.003 0.003 0.3374
IL-12 (pg/ml) -0.467 0.256 0.075
IL-8 (pg/ml) 0.913 0.54 0.0983
TNF-o (pg/ml) 0.254 0.342 0.4614

Tabla A2. Analisis multivariado considerando el porcentaje de células NK CD56%™
CD16" CD38" como variable dependiente y como variables dependientes a la CV, cuentas
de linfocitos T CD4", cantidad de sCD14, porcentaje de linfocitos T CD4" y CD8" CD38"
HLA-DR", porcentaje de DC plasmacitoides CD80", IL-10, IP-10, TNF-a, IL-10, IL-12 y
MCP-10, y negativa con IL-17 en un modelo de regresion mdltiple en individuos con VIH-
1sin TAR.

% Células NK CD56"™ CD16* CD38*
R=0.753, R?*=0.568, p=0.001

Variables Independientes Coeficiente  Error Estandar P

CV (copias/ml) 2.97 X 10” 2.27 X 10” 0.1022
# linfocitos T CD4" (cels/pl) -0.016 0.007 0.0368
sCD14 (pg/ml) -1.08 X 10™ 6.4 X 10° 0.1022
% CD8" CD38" HLA-DR" 0.440 0.705 0.537
% CD4" CD38" HLA-DR” 2.63 1.437 0.0767
% DC plasmacitoides CD80" -0.001 0.181 0.9952
IL-1a (pg/ml) -0.045 0.205 0.8285
IP-10 (pg/ml) 0.001 0.004 0.7814
TNF-o (pg/ml) 0.192 0.247 0.4417
IL-12 (pg/ml) 0.083 0.184 0.6547
IL-10 (pg/ml) 0.011 0.181 0.9685
MCP-1 (pg/ml) 0.03 0.014 0.0371
IL-17 (pg/ml) 0.07 0.224 0.7573
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Tabla A3. Andlisis multivariado considerando la cantidad de 1P-10 (pg/ml) como variable
dependiente y la CV, cuentas de linfocitos T CD4", cantidad de sCD14, cantidad de PCR,
porcentaje DC plasmacitoides CD80", porcentaje de linfocitos T CD4" y CD8" CD38"
HLA-DR", porcentaje células NK CD38" y 12 citocinas asociadas como variables
independientes en un modelo de regresion multiple en individuos con VIH-1 sin TAR.

IP-10
R=0.999, R?=0.998, p=0.0021

Variables Independientes Coeficiente  Error Estandar p

CV (copias/ml) -0.002 0.001 0.197
# linfocitos T CD4" (cels/ul) -0.031 0.001 0.9444
sCD14 (pg/ml) -3.44 X 10" 43X 10" 0.4755
PCR (mg/dl) -235.8 118.45 0.1406
% DC plasmacitoides CD80" 54.5 135 0.0273
% CD4" CD38" HLA-DR" 636.8 192.5 0.0455
% CD8" CD38" HLA-DR" -149.8 36.5 0.0262
% NK CD56"™ CD16" CD38" 22.5 7.7 0.0317
% NK CD56™" CD16™ CD38" -11.9 5.5 0.1175
% NK CD56 CD16* CD38" -48.9 13.5 0.0363
Eotaxina (pg/ml) -1.89 0.791 0.097
GM-CSF (pg/ml) -328.8 60.11 0.0120
IL-10 (pg/ml) 167.6 18.8 0.003
IL-12 (pg/ml) 98.8 13.1 0.0049
IL-15 (pg/ml) 311.8 118.4 0.0781
IL-1 o (pg/ml) 11.5 7.6 0.2286
IL-2 (pg/ml) 5.04 3.18 0.2111
IL-6 (pg/ml) -178.9 37.17 0.0184
MCP-1 (pg/ml) 0.065 0.571 0.9162
MIP-1a (pg/ml) 15.37 34.67 0.6876
MIP-1pB (pg/ml) 12.97 8.9 0.2403
TNF-a (pg/ml) -92.16 25.4 0.0362
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Tabla A4. Andlisis multivariado considerando la cantidad de I1L-10 (pg/ml) como variable
dependiente y la CV, cuentas de linfocitos T CD4", cantidad de sCD14, porcentaje DC
plasmacitoides CD80", porcentaje de linfocitos T CD4" y CD8" CD38" HLA-DR®,
porcentaje células NK CD38" y 11 citocinas asociadas como variables independientes en un
modelo de regresion mdaltiple en individuos con VIH-1 sin TAR.

IL-10
R=0.964, R?=0.929, p<0.001

Variables Independientes Coeficiente  Error Estandar P

CV (copias/ml) -8.16 X 10° | 1.01X10° 0.4654
# linfocitos T CD4" (cels/ul) -0.007 0.003 0.0619
sCD14 (pg/ml) -3.19 X 10° 3.6 X 10° 0.3995
% DC plasmacitoides CD80" -0.122 0.085 0.1731
% CD4" CD38" HLA-DR” 0.107 0.667 0.8743
% CD8" CD38" HLA-DR" 0.319 0.357 0.3855
% NK CD56"™ CD16" CD38" 0.016 0.88 0.8565
% NK CD56™" CD16™ CD38" 0.073 0.071 0.3289
% NK CD56 CD16" CD38" -0.83 0.083 0.3289
G-CSF 0.027 0.036 0.4711
GM-CSF (pg/ml) 1.18 0.463 0.0215
IL-12 (pg/ml) -0.423 0.104 0.001
IL-15 (pg/ml) -0.326 1.3 0.801
IL-1 a (pg/ml) -0.226 0.103 0.0439
IL-6 (pg/ml) 1.89 0.473 0.0012
IP-10 (pg/ml) 0.007 0.002 0.0021
MCP-1 (pg/ml) -0.003 0.008 0.7262
MIP-1a (pg/ml) 0.126 0.298 0.6781
MIP-1B (pg/ml) -0.024 0.097 0.8118
TNF-a (pg/ml) 0.270 0.187 0.1689
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Figura Al. Niveles de citocinas en plasma de individuos infectados con VIH-1 vs. donadores sin VIH-1.
Se cuantificaron los niveles citocinas por Luminex a partir de muestras de plasma congelado. Las cajas
muestran los valores dentro del rango intercuartil (percentiles 25-75) y los bigotes representan los percentiles
10-90.La linea indica la mediana del grupo.
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Continuacion Figura Al. Niveles de citocinas en plasma de individuos infectados con VIH-1 vs.
donadores sin VIH-1.
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