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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Estructura del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) 

El virus de i nmunodeficiencia humana o VIH-1 mide cerca de 100 a 1 20 nm de 

diámetro, se encuentra formado por dos cadenas idénticas de ácido r ibonucleico 

(ARN), cubiertas por una proteína de nucleocápside (NC o p7, por convención la 

proteína v iral “ p” s e s eñala c on un n úmero q ue c orresponde al  t amaño de l a 

proteína x 1000). A mbas s e l ocalizan de ntro de  un  núcleo c ónico de  pr oteínas 

víricas o c ápside ( CA o  p24) (Turner and S ummers 199 9; Ambrose a nd A iken 

2014) rodeadas de una bicapa fosfolipídica derivada de la membrana de la célula 

infectada. Esta bi capa incluye las glicoproteínas (gp) 120 y g p41 (proteínas 

superficiales y transmembranales respectivamente, como se muestra en la Figura 

1) (Wilen, T ilton et al . 2012). Entre l a c ápside y  l a e nvoltura, s e e ncuentra l a 

proteína de matriz (MA o p17) que da estructura al virus (Piller, Caly et al. 2003).  

Dentro del núcleo viral se encuentran tres enzimas esenciales para la replicación 

del virus, la primera es la transcriptasa inversa (TI) que permite la transcripción del 

ARN viral en ácido desoxirribonucleico (ADN) viral. La segunda es la integrasa (IN) 

importante p ara l a u nión entre el  ADN v iral y  e l A DN d e la  c élula in fectada. L a 

última enz ima es  la proteasa ( PR) que i nterviene en  el  pr oceso d e c orte y 

empalme del A RN mensajero viral par a l a traducción de l as proteínas v irales 

(Craigie and B ushman 2012; Sundquist and K rausslich 2012). En l a Figura 1 se 

muestra l a es tructura general del V IH, e n d onde s e r epresentan las e structuras 

mencionadas previamente.  



2 
 

 

Figura 1.  Estructura del virus de i nmunodeficiencia humana. Se muestran las distintas proteínas 
que proporcionan su estructura al VIH y las enzimas que interviene en su proceso de replicación 
(Burton 2006). 

El V IH in fecta d iversas células del  sistema i nmunológico, l as pr incipales c élulas 

infectadas son los lin focitos T CD4+, monocitos/macrófagos y células dendríticas 

(CD) las cuales expresan en s u superficie la g licoproteína CD4, que se une a la 

proteína g p120 v iral. Esta uni ón per mite l a i nteracción i nicial de  l a c élula del  

hospedero con el virus e iniciar el proceso de infección (Douek, Picker et al. 2003; 

Wilen, Tilton et al. 2012).  

Además de CD4, el virus requiere de un co-receptor que le permite la entrada a la 

célula del hospedero. Los dos principales co-receptores usados por el  v irus son 

los r eceptores de quimiocinas CCR5, ex presado principalmente por  los 

monocitos/macrófagos y  CXCR4 ex presado en l infocitos T (Douek, P icker et  al . 

2003; Wilen, T ilton et  al. 2012; Martínez, Barrosoa et  al. 201 4). Los virus qu e 

utilizan el co-receptor CCR5 se denominan macrófago-trópicos o con tropismo a 

R5 y los que usan CXCR4 son linfotrópicos o con tropismo a X4 (Kalinina, Pfeifer 

et al . 20 13). Tanto el  r eceptor C D4 y  l os co-receptores s on expresados en l a 

superficie de l os l infocitos T  CD4+, l os m onocitos/macrófagos y  las CD y por l o 

tanto estas poblaciones pueden ser infectadas por el VIH. 
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1.2 Vías de transmisión del VIH 

El virus se transmite de un i ndividuo a otro principalmente por cuatro vías (Shaw 

and Hunter 2012). La primera de el las es mediante contacto sexual.  En México, 

hasta el año 2013 esta vía de transmisión representó aproximadamente el 94% de 

los casos en hombres y el 80% en m ujeres (CENSIDA 2014). La transmisión del 

VIH por vía materno-fetal hasta el mismo año en hombres fue alrededor del 1% y 

en las mujeres del 5 % (CENSIDA 2 014). La infección por  la inoculación en u n 

receptor d e s angre o hemoderivados i nfectados hasta el  m ismo año representó 

aproximadamente el 1% en los hombres y el 4% en mujeres (CENSIDA 2014). La 

última vía de transmisión es la inoculación percutánea, para hombres y mujeres de 

la po blación m exicana la i nfección a  t ravés de  esta ví a representó 

aproximadamente el 1% hasta el año 2013 (CENSIDA 2014). 

Después de la exposición y transmisión, el VIH se replica en los linfocitos T CD4+, 

CD y monocitos/macrófagos que se localizan en la mucosa y submucosa del sitio 

en donde ocurrió la exposición. Estas células infectadas migran hacia los distintos 

tejidos linfoides como el tejido linfoide asociado a intestino (GALT) y en es te sitio 

continúa l a di seminación de l a i nfección (Douek, P icker et al . 20 03; McMichael, 

Borrow et al. 2010; Cohen, Shaw et al. 2011). 

 

2. LA HISTORIA NATURAL DE LA INFECCIÓN POR VIH 

La infección por VIH se caracteriza por tres etapas: aguda, crónica y de Síndrome 

de I nmunodeficiencia A dquirida ( SIDA) que pue den ser s eguidas por dos 

parámetros c línicos, el c onteo d e l infocitos T  CD4+ e n s angre per iférica 

(células/µl) y la carga viral (CV, copias ARN viral/ml plasma) (Douek, Picker et al. 

2003; Langford, Ananworanich et al. 2007).  

2.1 Etapa aguda 

Esta et apa tiene u na dur ación a proximada de 10 -12 s emanas posteriores a l a 

infección, en algunos casos se puede prolongar hasta las 20 semanas (Vergis and 
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Mellors 2000; Zetola and P ilcher 2007; McMichael, Borrow et  al . 2010). Durante 

este periodo de tiempo el virus rápidamente se replica y, como se observa en l a 

Figura 2 la CV en plasma (representada por la curva en color rojo) se incrementa 

de m anera exponencial. D espués de 3-4 s emanas posteriores a  l a i nfección se 

llega a un nivel máximo de CV o pico de viremia, en este punto se pueden detectar 

más de 1 06 copias A RN viral/ml p lasma (Vergis and M ellors 2 000; McMichael, 

Borrow et  al . 2010 ). En l a Figura 2 se observa una r educción en el  c onteo de 

linfocitos T CD4+ en la sangre periférica (representado por la curva en color azul) 

(Vergis and Mellors 2000; Douek, Picker et al. 2003; Brenchley, Price et al. 2006).  

 

Figura 2. La historia natural de la infección por VIH. Se muestra en la curva de color rojo la carga 
viral (copias d e A RN/ml de pl asma)  y en c olor a zul el  c onteo de linfocitos T  CD4+ e n s angre 
periférica (células/µl de sangre)  en las distintas etapas de la infección por VIH. Durante la etapa 
aguda con una dur ación de 10-12 s emanas,  hay un i ncremento en l a CV y una d isminución 
simultánea de los l infocitos T  CD4+. S e l lega a l p ico de viremia apr oximadamente ent re 3 - 4 
semanas pos teriores a l a infección, d espués d e es te punt o ha y u na d isminución en la C V y u n 
incremento en el conteo de los linfocitos T CD4+ (Adaptado de(Brenchley, Price et al. 2006)) 

En el GA LT se enc uentran alrededor del  80%  de los lin focitos T  CD4+ d el 

organismo, esta p oblación t iene un f enotipo de memoria e fectora y por l o t anto 

expresan el  c o-receptor CCR5  (Costiniuk a nd A ngel 2 012). Las ca racterísticas 

fenotípicas de esta población linfocitaria, las convierten en el blanco principal de la 
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infección por  el V IH y a l G ALT en  el sitio más i mportante de r eplicación v iral 

(McMichael, Borrow et al. 2010). Durante las tres primeras semanas de infección, 

en el G ALT s e pi erde aproximadamente el  8 0% de l os linfocitos T  CD4+ 

(Brenchley, Price et al. 2006; McMichael, Borrow et al. 2010; Marchetti, Tincati et 

al. 201 3). E n l a Figura 3 se hac e una c omparación entre l a di sminución de l os 

linfocitos T  CD4+ e n s angre per iférica ( curva az ul) y del  G ALT ( curva v erde) 

mientras que la C V s e i ncrementa. Se p uede obs ervar q ue l a di sminución de 

linfocitos T CD4+ e n G ALT es  m ás r ápida ( 2-3 s emanas) y m ás dr ástica 

(aproximadamente el 80% de la población de este sitio), comparada con la pérdida 

de l os l infocitos T  CD4+ en s angre per iférica. Esta disminución en el G ALT es 

debida a que en este sitio se encuentra alrededor del 80% de los linfocitos T CD4+ 

del organismo, mientras que en sangre periférica los linfocitos T CD4+ circulantes 

corresponden aproximadamente al  2%  de l a población t otal l infocitaria (Butler, 

Valdez et al. 2011).  

 

Figura 3. La h istoria nat ural de l a infección por  VIH en el  GALT. Durante l a etapa agud a de l a 
infección la disminución de los linfocitos T CD4+ en el GALT (representada por la curva en color 
verde) es aproximadamente del 80% en un periodo de 2-3 semanas. Esta disminución es  mayor 
que en sangre periférica donde la disminución es aproximadamente del 50% en 3-4 semanas. De 
manera simultánea incrementa la CV (Adaptado de(Brenchley, Price et al. 2006)) 
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Durante es ta et apa de l a i nfección se obs erva un  aumento en l a s ecreción d e 

distintas c itocinas pr oinflamatorias, antiinflamatorias e i nterferones (McMichael, 

Borrow et  al . 2010 ). La pr esencia d e estas m oléculas se ac ompaña d e una 

activación crónica del sistema inmunológico y la depleción de distintas poblaciones 

celulares. Dicha activación se mantiene durante la infección por VIH (Vergis and 

Mellors 2000; Hunt, Martin et al. 2003; Hunt 2007; Klatt, Funderburg et al. 2013). 

En la Figura 4 siguiendo la curva en color morado se observa el incremento de la 

activación del sistema inmunológico a lo largo de la infección. 

 

Figura 4. La historia natural de la infección por VIH, ac tivación inmunológica. Se observa  que la 
activación i nmunológica ( curva en c olor morado) a l o l argo de l a i nfección s e i ncrementa. E n l a 
etapa aguda el incremento es más rápido,  mientras que el conteo de linfocitos T CD4+ disminuye 
tanto en sangre periferia como en el GALT y la CV se eleva (Adaptado de(Brenchley, Price et al. 
2006))  

La etapa aguda finaliza c on u n i ncremento par cial e n el c onteo de l infocitos T 

CD4+ en s angre periférica y una di sminución en la CV (McMichael, Borrow et al. 

2010). Durante la etapa aguda se presentan diversas manifestaciones clínicas, las 

cuales incluyen dolor de c abeza, dolor retro-orbital, dolores musculares, dolor de 

garganta, f iebre, nodos l infáticos inflamados, dolores articulares y desórdenes en 

el sistema nervioso central (Vergis and Mellors 2000).  Asimismo, se presenta una 

enteropatía que incluye diarrea, inflamación del tracto gastrointestinal, aumento en 
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la per meabilidad i ntestinal, alteración e n l a a bsorción de  n utrientes c omo l as 

vitaminas, daño a la barrera epitelial y atrofia de las vellosidades (Dandekar 2007; 

Brenchley and Douek 2008).   

2.2 Etapa crónica 

Para el 90% de la población con VIH esta etapa tiene una duración aproximada de 

10 años (Butler, Valdez et al. 2011). La pérdida de linfocitos T CD4+ continúa y la 

CV en plasma se incrementa de manera progresiva (Ford, Puronen et  al . 2009). 

Durante este periodo de la infección por el VIH, el sistema inmunológico controla 

la infección principalmente por la s ecreción de ant icuerpos c ontra pr oteínas d el 

virus como la CA y la MA y la producción de linfocitos T CD8+ específicos contra 

el V IH. S e c ontrolan las i nfecciones o portunistas y  existen poc as o ni ngunas 

manifestaciones clínicas de l a i nfección, p or lo t anto a es ta fase s e den omina 

periodo de latencia o asintomática (Douek, Picker et al. 2003; Ford, Puronen et al. 

2009; McMichael, Borrow et al. 2010).  

En l a Figura 5 en el periodo c orrespondiente a l a et apa c rónica de l a i nfección 

(sección en color verde) se puede observar que la pérdida de los linfocitos T CD4+ 

en el GALT y en sangre periférica es progresiva. Durante esta etapa el organismo 

continúa produciendo linfocitos T CD4+ nuevos y también redistribuye los linfocitos 

T CD4+ en l os órganos l infoides. Por lo tanto las células pueden reponerse casi 

con la misma rapidez con que se destruyen lo cual en la Figura 5 se observa como 

un mantenimiento d el c onteo d e l infocitos T C D4+ en s angre p eriférica (Douek, 

Picker et al. 2003). Finalmente, a lo largo de un per iodo de años, el ciclo continuo 

de infección vírica, la muerte de los linfocitos T y el constante estado de activación 

del sistema inmunológico, lleva a una r educción del número de l infocitos T CD4+ 

tanto en los tejidos l infoides como en circulación sistémica y un incremento de la 

CV. 

2.3 Etapa de SIDA 

Cuando el conteo de linfocitos T CD4+ en sangre periférica disminuye por debajo 

de 2 00 c élulas/µl de sangre, s e l lega a l a et apa final de l a i nfección por V IH 
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denominada SIDA que se muestra en  la Figura 5 (sección en color anaranjado). 

Por c onvención l a e tapa de S IDA s e define p or la a parición de i nfecciones 

oportunistas, l as c uales n o p ueden s er c ontroladas p or el  s istema i nmunológico 

que se encuentra agotado. 

Las distintas enfermedades oportunistas que se pueden presentar en la etapa de 

SIDA s on la t uberculosis g enerada por Mycobacterium tuberculosis, n eumonía 

principalmente por  Pneumocystis jiroveci y Streptococcus pneumoniae, 

enfermedades g astrointestinales, r etinitis y  en algunos c asos neumonía por  

citomegalovirus (Hunt 2012 ; Pawlowski, J ansson e t al . 20 12). En c ombinación 

pueden presentarse neoplasias, caquexia, i nsuficiencia renal y  degeneración del  

sistema nervioso central (Douek, P icker e t al. 2003; Benito, Moreno et  al . 2012; 

Pawlowski, Jansson et al. 2012; Chang, Crane et al. 2013).   

 

Figura 5. La h istoria nat ural de la infección p or V IH, et apa c rónica y de S IDA. La et apa c rónica 
(sección de color verde) puede duran hasta 10 años, la pérdida de linfocitos T CD4+ continua en 
sangre periférica y GALT. La etapa de SIDA (sección en color naranja) se inicia con un conteo de 
linfocitos T CD4+ menor a 200 célulass/µl y la aparición de enfermedades oportunistas. Se observa 
que el conteo de linfocitos T CD4+ disminuye tanto en sangre periférica como en GALT y la CV se 
vuelve a incrementar mientras que la activación inmunológica continúa incrementando. (Adaptado 
de(Brenchley, Price et al. 2006)) 
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3. CURSO DE LA INFECCIÓN POR EL VIH EN PRESENCIA DEL 
TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL (TAR) 

3.1 TAR 

El uso del TAR ha s ido de g ran relevancia para cambiar la historia natural de l a 

infección p or V IH. El T AR t iene c omo objetivo di sminuir la CV a n iveles 

indetectables ( <20-75 copias A RN/ml p lasma dependiendo de  l a t écnica de 

detección) y evitar l a apar ición de i nfecciones op ortunistas. P ermite un 

mejoramiento parcial del sistema inmunológico, evidenciado por el aumento en el 

conteo de linfocitos T CD4+ (Afani and Gallardo 2011; Arts and Hazuda 2012). De 

acuerdo a  l as r ecomendaciones emitidas por O rganización M undial de l a S alud 

(OMS) e n e l año 2013, el T AR se d ebe i niciar en p ersonas q ue pr esentan un  

conteo de linfocitos T CD04+ ≤500 células/µl sangre periférica (OMS 2013).  

Las c lases de antirretrovirales con las que se cuenta en la actualidad son (Afani 

and Gallardo 2011; Arts and Hazuda 2012): 

• Inhibidores análogos de nucleósidos de la transcriptasa reversa (INTR) 

• Inhibidores no análogos de nucleósidos de la TR (INNTR) 

• Inhibidores de la proteasa  (IP) 

• Inhibidores de entrada  

• Inhibidores de la integrasa (IIN) 

El TAR se compone de 3 o más antirretrovirales, dos de ellos preferentemente de 

la c lase INTR y  un t ercero, q ue pue de ser s eleccionado entre I NNTR, IP o IIN . 

Estas combinaciones han demostrado una capacidad máxima para el control de la 

replicación v iral a l argo pl azo y e fectos s ecundarios m enores (Arts a nd H azuda 

2012; CENSIDA 2012).  

3.2 La infección por VIH en presencia del TAR 

El uso del TAR cambia la historia natural de la infección por el VIH interfiriendo en 

su ciclo de replicación (Arts and Hazuda 2012). El uso del TAR se acompaña de 

una disminución de la CV (curva en color rojo) hasta niveles indetectables (menos 
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de 20-75 copias A RN/ml pl asma). S in e mbargo es ta di sminución no i mplica l a 

eliminación del  virus (Figura 6). El uso de l TAR también es tá as ociado a un 

incremento parcial en el  c onteo d e los  linfocitos T  CD4+ en s angre per iférica 

(curva en c olor az ul), s in lle gar a  los niveles de una pe rsona s in V IH 

(aproximadamente 1000 células/µl). Siguiendo la curva en color rosa de la Figura 

6, se puede observar que a pesar del uso del TAR la recuperación de los linfocitos 

T CD4+ en GALT, es menor al 50% (Guadalupe, Reay et al. 2003).  

 

Figura 6. La infección por V IH e n pr esencia d e T AR. Se r ecomienda el  inicio de l us o d e T AR 
cuando el conteo de linfocitos T CD4+ es menor a 500 células/µl, el uso de TAR disminuye la CV a 
<40 copias ARN/ml de plasma o niveles indetectables (curva en color rojo) y contribuye al 
incremento en el conteo de los linfocitos T CD4+ en sangre periférica. A pesar de su uso, el conteo 
de l os l infocitos T C D4+ en G ALT s e i ncrementa c omo máximo en u n 50%  (Adaptado 
de(Brenchley, Price et al. 2006)). 

El estudio del GALT en la infección por el VIH es de g ran importancia (Maynard, 

Elson et al. 2012). Sin embargo como ya fue mencionado, durante la infección por 

el V IH s e pi erde aproximadamente el  8 0% de l os l infocitos T C D4+ q ue s e 

encuentran en el GALT durante la etapa aguda (McMichael, Borrow et al. 2010). A 

pesar del uso del TAR la recuperación de esta población l infocitaria es menor al 

50% (Guadalupe, Reay et  al . 2003). E sta pérdida de l infocitos T CD4+ altera la 
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función de barrera física del intestino y contribuye a la patogénesis de la infección 

por el VIH (Marchetti, Tincati et al. 2013).   

 

4. ANATOMÍA DEL INTESTINO DELGADO 

El intestino delgado se encuentra constituido por el duodeno, yeyuno y el íleon, es 

el principal sitio de absorción de nutrientes obtenidos de los alimentos a través de 

las vellosidades. A lo largo del intestino delgado se encuentran aproximadamente 

1011 a 1014 de m icroorganismos, q ue s e denominan microbiota i ntestinal ( ver 

Figura 7) (Neish 200 9; Fujimura, S lusher et  al . 20 10). E n el  intestino la bar rera 

epitelial y  el  s istema i nmune del  G ALT ha n des arrollado di stintos m ecanismos 

para m antener a l a m icrobiota i ntestinal en el l umen d el i ntestino (Hill a nd A rtis 

2010). Las placas de Peyer mostradas en la Figura 7 son estructuras importantes 

para la inducción de la respuesta inmune en el GALT y se localizan principalmente 

en el íleon distal (Neish 2009). 

 

Figura 7. Anatomía del  i ntestino d elgado y localización de l as p lacas de P eyer. E n el  i ntestino 
delgado s e e ncuentran distribuidos a proximadamente 10 11 microrganismos que v iven de f orma 
comensal en  el  or ganismo. E n el intestino d elgado s e enc uentra el G ALT y l as es tructuras que 
ayudan al mantenimiento de la respuesta inmunológica son las placas de Peyer (Neish 2009).  
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4.1 Componentes celulares de la barrera epitelial intestinal 

El pr incipal c omponente d e es ta b arrera es un a c apa c ontinua de c élulas 

epiteliales, denominados ent erocitos, que s e m antiene u nida por  pr oteínas 

denominadas c laudinas q ue forman l as uni ones i ntercelulares h erméticas 

(Brenchley and Douek 2008; Neish 2009; Capaldo, Farkas et al. 2014). Esta capa 

continua de células funciona como barrera física contra los microorganismos que 

se enc uentran en el  i ntestino. En l a Figura 8  se m uestra q ue e ntre l as c élulas 

epiteliales se encuentran intercalados distintos tipos de células que contribuyen a 

la función de barrera, entre los distintos tipos de células se encuentran:  

 Células calciformes: Secretoras de moco, el cual se encuentra formado por 

proteínas muy glucosiladas, llamadas mucinas. Las mucinas forman un gel 

hidratado q ue r ecubre a l as c élulas e piteliales, c ontiene a l as su stancias 

antimicrobianas e impide el  contacto de  los m icroorganismos c on ellas 

(Pelaseyed, Bergstrom et al. 2014). 

 Células mircroplegadas o  células M: Este t ipo d e c élulas c aptan los 

antígenos y los transporta desde el lumen intestinal hacia la lámina propia. 

Estos ant ígenos son captados por  l as células d el s istema i nmunológico y 

llevados a l as pl acas de P eyer par a g enerar una r espuesta i nmunológica 

(Kurashima, Goto et al. 2013).  

 Células de P aneth: Son secretoras de péptidos ant imicrobianos como 

defensinas, l as c uales ejercen e fectos t óxicos sobre los m icrobios a l 

insertarse s obre el los y  pr ovocar una pér dida de l a i ntegridad de s us 

membranas (Kurashima, Goto et al. 2013).  



13 
 

 

Figura 8. Componentes celulares de la barrera epitelial intestinal y del GALT. Se muestra que la 
barrera ep itelial i ntestinal f unciona c omo bar rera f ísica para m antener a  los m icroorganismos 
intestinales en e l lumen del  intestino. En esta b arrera s e enc uentran l as c élulas c aliciformes, 
células M y las células de Paneth. Bajo la barrera epitelial se localiza la lámina propia que contiene 
las di stintas po blaciones c elulares de l s istema i nmunológico y  las pl acas de P eyer uno d e l os 
principales sitos de inducción de respuestas inmunes, esta última función también es ejercida por 
los ganglios linfáticos mesentéricos (Maynard, Elson et al. 2012).  

 

4.2 Componentes del GALT 

El GALT es un tejido conjuntivo que se localiza de manera subyacente a la barrera 

epitelial que c ontiene num erosas p oblaciones celulares incluyendo linfocitos T  

CD4+ y  T  CD8 +, CD , m acrófagos y  m astocitos (Shale, S chiering et  al . 2 013). 

Estas poblaciones celulares median las respuestas inmunitarias innatas y  son el  

brazo e fector d e l as respuestas i nmunitarias adaptativas (Shale, Schiering et  al . 

2013). Estas poblaciones se localizan principalmente en la región distal del íleon y 

se enc uentran c onstituidas por  l infocitos B  y  T  naï ve, C D y m acrófagos (Mowat 

2003).  

El e pitelio i ntestinal l ocalizado s obre l as placas d e P eyer contiene un nú mero 

importante de c élulas M, las cuales captan antígenos que son tomados por CD, 
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monocitos/macrófagos o l infocitos B (células pr esentadoras de a ntígeno o APC 

por s us s iglas en i nglés) de l as pl acas d e P eyer. Las  A PC q ue hayan c aptado 

algún an tígeno ac tivan a l os l infocitos mediante l a i nteracción ent re e l c omplejo 

principal de hi stocompatibilidad c lase I I ( MHC-II) d e la s A PC y  e l T CR de lo s 

linfocitos T naïve, esta activación induce la diferenciación de los linfocitos T en los 

distintos subtipos (Vyas, Veen et  al . 2008; Leitner, Steinberger et al . 2010). Esta 

activación de los linfocitos T puede llevarse a cabo en las placas de Peyer y en los 

ganglios linfáticos mesentéricos. 

Otro componente del GALT mostrado en la Figura 8 son, las células plasmáticas 

que secretan principalmente inmunoglobulina (Ig) A y en cantidades menores IgG 

e I gM. E stas i nmunoglobulinas s e un en a  l os m icroorganismos y toxinas par a 

neutralizarlas e impedir su unión a las células epiteliales del intestino (Kurashima, 

Goto et al. 2013).  

Como y a f ue mencionado el G ALT alberga l a mayor po blación d e linfocitos T  

CD4+ del  c uerpo, aproximadamente el  80% y d entro d e es ta po blación s e 

encuentra de m anera dominante los linfocitos T  helper 17 (linfocitos T h17, v er 

Figura 9).  

 

 

Figura 9. Linfocitos T h17 en e l G ALT. S e m uestra que en el G ALT ha y d iferentes poblaciones 
celulares, l a mayor f recuencia ( aproximadamente el 80%) son linfocitos T  C D4+ y de m anera 
dominante los linfocitos Th17 (Adaptado de(Shale, Schiering et al. 2013)). 
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5. LINFOCITOS Th17 

5.1 Generalidades 

Dentro de los subgrupos de  linfocitos T  CD4+ e fectores se encuentran l os 

linfocitos T h17. E sta s ubpoblación s ecreta c omo c itocina c aracterística la 

interleucina (IL) 17 y ejerce pr incipalmente funciones en la inmunidad adaptativa 

contra bacterias extracelulares y hongos (Klatt and Brenchley 2010). 

El pr oceso d e di ferenciación de l os l infocitos T h17 s e m uestra en l a Figura 10, 

estos linfocitos se diferencian a partir de linfocitos T naïve. Las citocinas IL-1, IL-6 

y la IL-23 secretadas principalmente por las CD son necesarias a la diferenciación 

del los Th17, ya que se unen a sus receptores en la superficie del linfocito T naïve 

e i nducen l a ac tivación de l os factores d e t ranscripción r etinoid-related or phan 

receptror-γt (RORγt) y s ignal t ransducer and ac tivator of  t ranscription 3 ( STAT3). 

Esto conlleva a la diferenciación hacia linfocitos Th17 (McGeachy and C ua 2008; 

Annunziato, Cosmi et al. 2012; Shale, Schiering et al. 2013).  

 

Figura 10.  Proceso de diferenciación de los linfocitos Th17. Los linfocitos T naïve se diferencian en 
el s ubtipo T h17 c uando l a I L-1, IL -6 y  l a IL-23 s ecretadas por  C D s e unen a  s us r eceptores e 
inducen la activación de factores de transcripción como RORγt y STAT3. (Abbas, Lichtman et  a l. 
2012)  
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Este s ubtipo de l infocitos s ecretan distintas c itocinas q ue ejercen efectos s obre 

otras p oblaciones c elulares (ver Figura 11). La citocina IL-17 permite el  

reclutamiento de neutrófilos, estimula la renovación de la barrera epitelial intestinal 

y la síntesis de l as claudinas en las uniones herméticas (Dandekar, George et al. 

2010; Kolls and Khader 2010; Shale, Schiering et al. 2013).  

La citocina IL-21 activa ot ras poblaciones celulares, i ncrementa la di ferenciación 

hacia el fenotipo Th17 y regula de forma positiva su propia expansión (Annunziato, 

Cosmi e t al . 2012). La citocina IL-22 junto con l a I L-17 estimula la expresión de 

CCL20 en  t ejidos con i nflamación. El r eceptor de esta CCL20 es CCR6  que s e 

encuentra altamente expresado en linfocitos Th17 permitiendo el reclutamiento de 

esta p oblación e n e l s itio d e in flamación (Dandekar, G eorge et  al . 2010; 

Annunziato, Cosmi et  al. 2012). El Factor de necrosis tumoral (TNFα) y el  factor 

estimulante de colonias de g ranulocitos y macrófagos (GM-CSF) contribuyen a la 

activación, sobrevivencia y reclutamiento de los neutrófilos (Dandekar, George et 

al. 2010; Annunziato, Cosmi et al. 2012).  

Los l infocitos Th17 expresan e n s u s uperficie di versas m oléculas o m arcadores 

que per miten s u i dentificación f enotípica. Entre es tos marcadores s e enc uentra 

CCR6, el receptor de la quimiocina CCL20 expresada en las células epiteliales. El 

segundo marcador que permite la fenotipificación es CD161, una lectina (proteína 

que se une a azúcares) que se expresa en la superficie de l os l infocitos Th17 y 

tiene como l igando oligosacáridos de la superficie de células endoteliales. Se ha 

propuesto que CD161 ayuda en la migración transendotelial de los linfocitos Th17. 

En c ombinación a mbos m arcadores per miten l a i dentificación fenotípica de l os 

linfocitos T h17 (Kleinschek, B oniface et  al . 200 9; Ancuta, M onteiro et  al . 2010; 

Annunziato, Cosmi et al. 2010; Annunziato, Cosmi et al. 2012).  
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Figura 11. F unciones de  las c itocinas secretadas por l os l infocitos T h17. L os l infocitos T h17 
secretan principalmente la IL-17 que estimula la secreción de la quimiociona CXCL8 en las células 
epiteliales, endoteliales, fibroblastos y macrófagos, esta quimiocina permite el reclutamiento de los 
neutrófilos. La secreción de IL-21 estimula la diferenciación hacia el subtipo Th17, activa a células 
NK y linfocitos T CD8+ y en los linfocitos B la IL-21 estimula la secreción de los anticuerpos. Los 
linfocitos T h17 s ecretan el GM-CSF q ue actúa s obre l os macrófagos para contribuir al 
reclutamiento de los neutrófilos, el GM-CSF puede actuar directamente en los neutrófilos ayudando 
a su sobrevivencia y activación (Annunziato, Cosmi et al. 2012).  

 

5.2 La expresión de las moléculas que proporcionan el “homing” al intestino en los 

linfocitos Th17 

Los l infocitos Th17 contribuyen al  mantenimiento d e l a barrera epi telial d el 

intestino. P ara  ej ercer es ta función los linfocitos Th17 d eben m igrar al G ALT y  

mantenerse en es te sitio después del pr oceso de  di ferenciación ocurrido en  l os 

ganglios l infáticos m esentéricos o e n l as pl acas de P eyer. S e requiere de l a 

expresión de  di versas m oléculas en la superficie de lo s lin focitos T h17 para s u 

migración o  “homing” al  i ntestino. Las m oléculas de s uperficie q ue dan esta 
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característica a l os l infocitos Th17 son e l correceptor de q uimiocinas CCR9 y  l a 

integrina α4β7 (Gorfu, Nieves et al. 2009). 

El ligando de CCR9 es la quimiocina CCL25, la cual es expresada principalmente 

por células epiteliales del  i ntestino del gado (Kunkel, C ampbell et  al . 2000). 

Mientras q ue el l igando para l a i ntegrina α4β7 es l a m olécula de  a dhesión 

MadCAM-1, ex presada por  l as c élulas en doteliales d e l a l ámina pr opia y  está 

asociada al tejido l infoide a lo largo de todo el intestino. La expresión combinada 

de CCR9  y  α4β7 pr oporciona el  “ homing” al  i ntestino a los linfocitos T h17 

(Lindbom and Agace 2007; Mavigner, Cazabat et al. 2012). 

Este f enotipo de  al ojamiento es  i nducido por las CD  de l os g anglios l infáticos 

mesenterios y  l as pl acas d e P eyer. E sto oc urre durante el  proceso de  

diferenciación de los linfocitos T naïve en linfocitos Th17.  La inducción de CCR9 y 

α4β7 de pende de l a presencia de ác ido r etinoico secretado por la s CD . En l a 

Figura 12 se muestra que las CD del GALT se exponen a la vitamina A de la dieta, 

la cual es procesada por las células dendríticas de las placas de Peyer y de los 

ganglios l infáticos m esentéricos. E stas CD expresan l a r etinal des hidrogenasa 

(RALDH), enzima necesaria para sintetizar el ácido retinoico a partir de la vitamina 

A y pr oporcionar el  “homing” al  i ntestino los linfocitos Th17 (Wang, K ang et  al . 

2010; Shale, Schiering et al. 2013). 

El l infocito Th17 c on “ homing” al  i ntestino s ale de l os g anglios l infáticos 

mesentéricos o  de  l as pl acas d e P eyer, pasa a  la ci rculación sistémica y  se  

mantiene en es te s itio hasta  l legar al  i ntestino at raído por  CCL25 y  MadCAM-1 

(Gorfu, N ieves et  al . 200 9). Como ya fue mencionado, los l infocitos T h17 c on 

“homing” al intestino representan alrededor del 70% de la población linfocitaria en 

el GALT. So lo una f racción a proximada al  2%  d e es tos linfocitos p uede 

encontrarse en circulación sistémica, correspondientes a la población que después 

de su diferenciación en linfocitos Th17 se dirigen al GALT (Mavigner, Cazabat et 

al. 2012).  
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Figura 12. Inducción de la ex presión de C CR9 y α4β7 en l os l infocitos Th17. Las  C D de l os 
ganglios linfáticos mesentéricos y las placas de Peyer degradan la vitamina A en el ácido retinoico 
mediante la en zima R ALDH. El ácido r etinoico estimula l a ex presión de  C CR9 y α4β7 en l a 
superficie de  los linfocitos Th17. E stos linfocitos con “ homing” al  i ntestino pasa a c irculación 
sistémica para llegar al GALT atraído por CCL25 y MadCAM-1 (Adaptado de(Veldhoen and 
Waldert 2012)).   

 

6. ALTERACIONES  DEL GALT EN PRESENCIA DEL VIH 

6.1 Cambios anatómicos en el intestino delgado y el GALT en presencia del VIH 

Durante la infección por VIH se presentan diversas enteropatías que inician desde 

la et apa ag uda y  s e m antiene d urante t oda l a i nfección. En l a Figura 13 se 

muestra q ue l a enteropatía as ociada al  VIH que incluye di arreas, i nflamación y 

aumento d e l a per meabilidad del t racto g astrointestinal, disminución en l a 

absorción de vitaminas y la atrofia y alisamiento de las vellosidades. En la barrera 

epitelial hay disminución en l os c omponentes de l as uni ones es trechas, en la 

secreción de las defensinas y en la producción de las mucinas. Estas alteraciones 

en la barrera epitelial permiten que las bacterias o pr oductos bacterianos que se 

encuentran en el  lumen del intestino pasen a la c irculación periférica (Brenchley 

and Douek 2008; Marchetti, Tincati et al. 2013).  
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Ocurren alteraciones en las diversas poblaciones celulares, entre ellas: apoptosis, 

alteraciones en el ciclo celular y en la funcionalidad de linfocitos T CD8+, linfocitos 

B y células NK. Las CD y macrófagos presentan disminución en su capacidad de 

fagocitosis y hay  un i ncremento de la pr oducción d e citocinas pro-inflamatorias 

(McMichael, Borrow et al. 2010; Altfeld, Fadda et al. 2011; Klatt, Funderburg et al. 

2013). 

Sin em bargo, l a al teración m ás i mportante en l as pobl aciones celulares es  l a 

depleción  de aproximadamente el  80% de l os l infocitos T CD4+, incluyendo los 

linfocitos Th17 con “homing” al intestino. Aproximadamente la pérdida del 20% de 

estos linfocitos es debida a la infección directa del virus y alrededor del 60% es por 

una activación indirecta (McMichael, Borrow et al. 2010).   

 

Figura 13. Enteropatía as ociada al  VIH. Se m uestran l as di stintas al teraciones en el  G ALT:(1) 
Alisamiento de l as v ellosidades, (2) A umento en l a per meabilidad y alteraciones en l as uni ones 
estrechas, ( 3) D año a l a bar rera ep itelial, a poptosis de l os ent erocitos, ( 4) D isminución d e l as 
defensinas, (5) Depleción masiva de los linfocitos T CD4+, (6) Linfocitos T CD4+ infectados por VIH 
y (7) Translocación de productos bacterianos (Adaptado de(Brenchley and Douek 2008)). 

 

En el GALT una de las alteraciones más importante es la pérdida de las placas de 

Peyer y  por  t anto l a pérdida de u no d e l os pr incipales s itios de i nducción de l a 

respuesta inmunológica (ver Figura 14) (Brenchley, Schacker et al. 2004).  
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Figura 14. Perdida de las placas de Peyer durante l a infección por  VIH. En un individuo s in VIH 
(figura de l ado izquierdo) s e observan las placas d e P eyer q ue s e e ncuentran en el intestino 
delgado (señaladas por  f lechas). M ientras que en un i ndividuo c on V IH las pl acas de P eyer s e 
pierden y por lo tanto también se pierde uno de los principales sitos de inducción de la respuesta 
inmunológica  (Brenchley, Schacker et al. 2004).  

En la barrera epitelial intestinal de individuos con VIH se ha observado  que hay 

muerte de los enterocitos y se han propuesto algunas causas para la pérdida de 

estas células. Entre ellas se encuentran que la presencia de la proteína viral Tat 

tiene e fectos i nhibitorios en l a e ntrada de g lucosa a l os ent erocitos. 

Adicionalmente g p120 g enera un  aumento e n l a c oncentración de c alcio 

provocando c ambios en el bal ance iónico. F inalmente se ha p ostulado que l a 

infección por VIH resulta en anormalidades en la diferenciación de los enterocitos. 

Sin em bargo l os m ecanismos por  l os c uales oc urren es tas alteraciones no han 

sido completamente definidos. (Brenchley and Douek 2008) 

La m uerte de l os e nterocitos ha s ido medida a t ravés de l a c oncentración 

plasmática de la proteína de unión a ácido graso intestinal (I-FABP). Esta proteína 

se encuentra en el  interior de l os enterocitos que al  morir la l iberan y puede ser 

detectada en el plasma (Mavigner, Cazabat et al. 2012; Chevalier, Petitjean et al. 

2013). En la Figura 15 se muestra la comparación de la cantidad de I-FABP en 

plasma entre i ndividuos s in V IH y  con V IH, donde se observa una elevación de 

esta proteína en el plasma de individuos con VIH indicando que hay un incremento 

en la muerte de los enterocitos de individuos infectados.  
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Figura 15. Concentración de I-FABP en plasma en individuos sin VIH (   ) e individuos con VIH (   ). 
Se m uestra que en i ndividuos c on V IH ha y un i ncremento de l a pr oteína I -FABP en p lasma 
(proteína liberada por los enterocitos cuando mueren) indicando un incremento en la muerte en los 
enterocitos (Mavigner, Cazabat et al. 2012).   

 

6.2 Translocación d e productos b acterianos durante la infección por  el VIH y  la  

activación del sistema inmune  

Durante l a i nfección por VIH se presentan daños es tructurales e  i nmunológicos. 

Entre es tas al teraciones s e encuentran la r uptura d e l a bar rera epi telial y  l a 

disminución de l a  frecuencia de l os l infocitos Th17 c on “homing” al  intestino 

(Sandler and Douek 2012). Estos cambios se acompañan de la t ranslocación de 

productos bacterianos desde el lumen intestinal hacia la circulación periférica. Este 

proceso s e de nomina t ranslocación bac teriana (Brenchley, P rice et  al . 200 6; 

Marchetti, Tincati et al. 2013). 

El l ipopolisacárido ( LPS) es  un c omponente de l a membrana ex terna de l as 

bacterias Gram negativas, un inductor del proceso inflamatorio y es el producto de 

translocación bacteriana más estudiado. Sin embargo otros productos que se han 

encontrado translocados en el plasma son el ácido teicoico, el ADN ribosomal, la 

flagelina, el ADN Cp G y e l A RN 16 S (Brenchley, P rice et  al . 2006; Kramski, 

Gaeguta et al. 2011; Sandler and Douek 2012; Marchetti, Tincati et al. 2013). En la 

Figura 16 se muestra una comparación entre la cantidad de LPS en plasma en las 

distintas et apas d e l a i nfección. Se o bserva q ue a par tir de l a et apa c rónica se 
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puede medir el LPS en plasma y se incrementa en la etapa de S IDA. Esto indica 

que la translocación del LPS aumenta con la infección por VIH. (Brenchley, Price 

et al. 2006; Marchetti, Tincati et al. 2013).   

 

 

Figura 16. Concentración de LP S e n pl asma en l as di stintas et apas de l a i nfección por  V IH. 
(Adaptado de(Brenchley, Price et al. 2006)).   

La t ranslocación de l os pr oductos b acterianos contribuye a la ac tivación de l as 

distintas poblaciones celulares d el s istema i nmunológico c omo l os l infocitos T 

CD4+ y  T  CD8 + (Butler, V aldez et  al. 2 011). L a activación i nmunológica e s 

característica de l a i nfección por V IH y  está as ociada c on u n i ncremento en la 

secreción de citocinas pro-inflamatorias como la IL-1, IL-6 y el  TNFα (Brenchley, 

Price et al. 2006; Chevalier, Petitjean et al. 2013; Klatt, Funderburg et al. 2013). Se 

ha observado la elevación de la proteína C reactiva, un incremento del dímero D, 

el desarrollo de fibrosis en los tejidos linfáticos y deposición de colágeno en GALT 

(Butler, Valdez et al. 2011; Sandler and Douek 2012).  

Otros ev entos q ue pr obablemente s e encuentran r elacionados a  l a ac tivación 

inmunológica incluyen la infección viral residual y la activación directa o indirecta 

de otras células que puede derivar en apoptosis (McMichael, Borrow et al. 2010).  

Se ha observado que la replicación residual y las co-infecciones (hepatitis B y C)  

contribuyen a la a ctivación inmunológica (Butler, V aldez et  al . 20 11). 
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Adicionalmente se ha observado en personas con VIH un aumento en el riesgo de 

desarrollar e nfermedades c ardiovasculares, trastornos neurocognitivos y f ibrosis 

en tejidos linfoides e hí gado (Butler, Valdez et  al . 2011; Hunt 2012; Sandler and 

Douek 2012; Marchetti, Tincati et al. 2013).  

El grado de activación del sistema inmunológico puede ser medido a t ravés de la 

expresión de C D38 y  H LA-DR en l a s uperficie d e l os l infocitos T CD8. Ambos 

marcadores pueden s er i dentificados e n otras po blaciones c elulares ac tivadas 

como lo s lin focitos T CD4 + (Hunt 200 7; Langford, A nanworanich et  al . 20 07; 

Butler, V aldez et al. 201 1). En l a Figura 17 se muestra l a c orrelación e ntre l a 

activación del sistema inmunológico de individuos con VIH a través de la expresión 

de CD38 y HLA-DR en los linfocitos T CD8+ y los niveles de LP S en plasma. Se 

observa que a mayor cantidad de LPS en p lasma hay una mayor activación del  

sistema i nmunológico (Brenchley, P rice et  al . 2006 ). Considerando es ta 

correlación y  q ue l a c antidad de LPS en  pl asma s e i ncrementa en l as di stintas 

etapas de l a i nfección, podría hab er un a c orrelación entre l a translocación 

bacteriana y la progresión de la infección por VIH.  

 

Figura 17. Correlación entre el LPS en plasma y el porcentaje de linfocitos T CD8+ activados. Se 
muestra que a m ayor c antidad d e L PS en  p lasma mayor es e l p orcentaje de  l infocitos T  C D8+ 
activados (Brenchley, Price et al. 2006). 

Como ya fue mencionado el uso del TAR permite una recuperación en el  conteo 

de l infocitos T CD4+ en sangre periférica y una recuperación parcial en el GALT 

(Costiniuk and Angel 2012; Jain, Hartogensis et  al . 2013). Adicionalmente se ha 
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reportado q ue el  us o del  T AR di sminuye el  g rado de ac tivación del  s istema 

inmunológico, estos factores p odrían r elacionarse c on un a di sminución en l a 

translocación microbiana (Brenchley, Price et al. 2006; Sandler and Douek 2012).  

6.3 Translocación de productos bacterianos durante el uso del TAR en la infección 

por el VIH 

Durante e l uso de TAR hay una reducción de la replicación viral. Esta reducción 

podría permitir la reconstitución de las barreras estructurales e inmunológicas que 

permitan la prevención de la translocación microbiana (Sandler and Douek 2012). 

En la Figura 18 se muestra la cantidad de L PS en pl asma de i ndividuos con VIH 

sin TAR y la cantidad de LPS después de 48 semanas de TAR. Se observa que la 

cantidad de LPS en plasma después de 48 semanas de TAR disminuye respecto a 

la cantidad de LPS en ausencia de TAR. Sin embargo a pesar del uso del TAR el 

nivel de LPS continua siendo mayor que en individuos sin VIH (Brenchley, Price et 

al. 2006).  

 

Figura 18. Cantidad de LPS en plasma durante el  uso del TAR. Se muestra que la translocación 
del LPS en plasma en individuos con VIH sin TAR y después de 48 semanas de TAR. Se observa 
que hay una disminución de LPS en plasma en presencia de TAR, sin embargo la cantidad de LPS 
en pl asma sigue siendo mayor c omparado c on i ndividuos sin i nfección (Brenchley, P rice et a l. 
2006).  

Esta disminución en la cantidad de LPS en plasma permite considerar que existe 

una r ecuperación par cial de l a bar rera e pitelial y  de l os l infocitos T CD4 + 

incluyendo l os l infocitos T h17 (Bixler and M attapallil 201 3). En l os es tudios 
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realizados s e h a obs ervado q ue la r ecuperación de lo s lin focitos T  CD4 + e n e l 

GALT e s parcial, en algunos i ndividuos l a r ecuperación es  m enor al  50%  y  e n 

algunos c asos p uede s er m ayor sin l legar a ni veles de  un  i ndividuo s in V IH 

(Costiniuk an d A ngel 201 2; Sandler and D ouek 201 2; Jain, H artogensis et  al . 

2013). Este aumento en los linfocitos T CD4+ podría contribuir a una recuperación 

del GALT y a una disminución de la translocación bacteriana y de la activación del 

sistema inmunológico.  

6.4 Variaciones e n l a f recuencia d e l infocitos Th17 c on “ homing” al  i ntestino en 

sangre periférica en presencia del TAR 

La población de linfocitos Th17 con “homing” al intestino de individuos sin VIH, se 

encuentra en una proporción cercana al 70% en el intestino y solo una frecuencia 

alrededor del 2% se encuentra en sangre periférica (Macal, Sankaran et al. 2008; 

Mavigner, C azabat et  al . 201 2). C omo s e muestra en l a Figura 19A existe un a 

correlación negativa entre f recuencia de l infocitos T  CD4+ con “homing” al 

intestino en G ALT y la frecuencia de esta misma población en sangre per iférica. 

Esta misma asociación s e ha d escrito e n i ndividuos c on VIH ( Figura 19B) 

(Mavigner, Cazabat et al. 2012).  

 

Figura 19. Correlación entre los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino en sangre periférica y 
en GALT en individuos sin VIH y con VIH. A) Se muestra que hay una correlación negativa entre la 
frecuencia de l os l infocitos T C D4+ c on “ homing” al  i ntestino en G ALT y la f recuencia d e es ta 
población en sangre periférica. B) Entre la frecuencia de linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino 
en G ALT y s angre per iférica de i ndividuos c on V IH ha y u na c orrelación n egativa (Mavigner, 
Cazabat et al. 2012).  
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En individuos sin VIH no hay alteraciones en el epitelio intestinal y la expresión de 

las m oléculas CCL25 y  M adCAM-1 es  normal. D ebido a  es to los l infocitos s on 

atraídos y mantenidos en el GALT y solo aquellos que van del sitio inductor hacia 

el efector se pueden detectar en sangre periférica (Kunkel, Campbell et al. 2000; 

Gorfu, N ieves et  al . 2009). Sin embargo como ya se ha mencionado, durante la 

infección por V IH se pr esenta l a muerte d e las c élulas epiteliales y su 

regeneración se enc uentra alterada por  la depl eción de l os l infocitos T h17 c on 

“homing” al intestino. En conjunto ambos factores influyen en una disminución en 

la expresión de CCL25 y MadCAM-1 (Mavigner, Cazabat et al. 2012).  

La baja expresión de CCL25 continúa a pesar del  uso de TAR evitando que los 

linfocitos T C D4+ c on “ homing” al i ntestino que s e hayan r ecuperado lleguen al 

GALT y  s e m antengan en s angre per iférica (Mavigner, C azabat et  al . 

2012).(Macal, S ankaran et  al . 2008; Mavigner, C azabat et  al . 201 2; Jain, 

Hartogensis et al. 2013).  
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7. JUSTIFICACIÓN 

Durante las 3 primeras s emanas d e i nfección por el V IH, hay una  de pleción 

aproximadamente del 80% de los linfocitos T CD4+ en el GALT (Brenchley, Price 

et al. 2006; McMichael, Borrow et al. 2010; Butler, Valdez et al. 2011).  Entre ellos 

los l infocitos T h17 que c ontribuyen al  mantenimiento d e l a bar rera i ntestinal 

(Annunziato, Cosmi et al . 2012). Se han realizado investigaciones previas en las 

cuales s e h a pr opuesto que la de pleción de es ta población c ontribuye a las 

alteraciones de la barrera epitelial intestinal (Chenge, Sheth et al. 2011; Mavigner, 

Cazabat et  al . 2 012). Estas al teraciones permiten la t ranslocación de pr oductos 

bacterianos ( principalmente el  L PS) desde el  l umen i ntestinal h acia la sangre 

periférica, contribuyendo a  la activación del s istema inmunológico y f inalmente a 

una progresión más rápida hacia la etapa de SIDA (Brenchley, Price et  al . 2006; 

Mavigner, Cazabat et al. 2012).  

Los d os p arámetros seguidos clínicamente para conocer l a progresión de l a 

infección son el  c onteo de l infocitos T  CD4+ e n s angre per iférica y  l a C V. S in 

embargo la depleción de los linfocitos T CD4+ en circulación y en GALT es distinta 

(Brenchley, P rice et  al . 2006 ). Por ello este t rabajo propuso determinar l a 

frecuencia de los linfocitos Th17 con “homing” al intestino en muestras de sangre 

periférica y det erminar s u pos ible e mpleo como un  m arcador indirecto d e l a 

reconstitución del GALT. Adicionalmente se pretende identificar si esta frecuencia 

puede ser empleada de manera complementaria al conteo de linfocitos T CD4+ y 

la CV para conocer la progresión de la infección. 
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8. OBJETIVOS 

8.1 Objetivos generales 

1. Identificar y cuantificar la frecuencia de los l infocitos Th17 con “homing” a l 

intestino a partir de muestras de sangre periférica. 

2. Identificar el  g rado de ac tivación e n l os l infocitos T h17 c on “ homing” al  

intestino 

3. Identificar el grado de activación del sistema inmunológico con medición de 

CD38 y HLA-DR en linfocitos T CD8  

4. Determinar s i la frecuencia de los linfocitos Th17 con “homing” al  intestino 

en sangre per iférica pue den s er em pleados como m arcador 

complementario al conteo de linfocitos T CD4+ y la CV.  

8.2 Objetivos particulares 

 Determinar el título adecuado para cada anticuerpo. 
 Seleccionar una estrategia de análisis para la identificación de los linfocitos 

Th17 con “homing” al intestino. 

 Identificar mediante citometría de flujo multiparamétrica la frecuencia de los 

linfocitos Th17 c on “ homing” al  i ntestino a partir de muestras de sangre 

periférica 

 Determinar el  g rado de ac tivación de l os l infocitos Th17 c on “ homing” al  

intestino y en los linfocitos T CD8+. 

9. HIPÓTESIS  

• Las frecuencias de l os l infocitos T h17 c on “ homing” al  i ntestino 

determinadas en sangre per iférica, serán distintas dependiendo del g rupo 

de estudio. 

• Los linfocitos Th17 con “homing” al intestino presentarán distintos grados de 

activación dependiendo del grupo de estudio. 

• El g rado d e activación d el s istema i nmunológico dep enderá del grupo de 

estudio y de sus características clínicas. 
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10. METODOLOGÍA 

10.1 Cohorte de estudio 

El estudio se realizó en el  Centro de Investigación en Enfermedades Infecciosas 

(CIENI) del I nstituto N acional d e E nfermedades R espiratorias ( INER). La s 

muestras pr ocesadas corresponden a  13 individuos m exicanos que f irmaron un 

consentimiento i nformado para formar p arte de  es te pr otocolo d e i nvestigación 

aprobado por el Comité de Ciencia y Bioética del INER. 

Los criterios de inclusión considerados para el reclutamiento de los individuos de 

este protocolo fue la ausencia del uso de antibióticos por lo menos dos semanas y 

de preferencia 1 mes previo a la toma de muestra. Para individuos bajo TAR tener 

una C V i ndetectable ( <40 c opias A RN/ml) y  c omo t ratamiento el us o d e 

Tenofovir/Emtricitabina/Efavirenz. S iguiendo es tos c riterios de  i nclusión s e 

formaron tres grupos de es tudio: s in VIH, con VIH sin TAR y con VIH bajo TAR. 

Para cada individuo se realizó una toma de muestra de sangre que consistía en la 

extracción de apr oximadamente 50 m l d e s angre per iférica mediante punc ión 

venosa en 8 tubos vaccutainer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) de 6 ml con 

ácido etildiaminotetraacético (EDTA) y 1 tubo de 4 ml con EDTA.  

De l a m uestra ob tenida 2 t ubos de 6 m l y  1  t ubo de 4 m l c on E DTA fueron 

enviados al laboratorio de diagnóstico virológico (LDV) del CIENI para el conteo de 

linfocitos T CD4+ en l as muestras de t odos los individuos y estudios de C V para 

las muestras de los individuos con VIH con y sin TAR. La sangre periférica de los 

6 tubos restantes fue utilizada para la separación de las células mononucleares de 

sangre per iférica ( PBMC). P ara l as muestras de  i ndividuos s in VIH s e hi zo u na 

prueba de ELISA para confirmar la ausencia de i nfección por VIH al momento de 

la toma de muestra. 
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10.2 Separación de PBMC 

A partir de las muestras de sangre periférica se separaron las PBMC mediante un 

gradiente de de nsidad c on Ly mphoprep ( Axis-Shield, Norton, M A, USA). La s 

PBMC fueron lavadas con medio de Hank´s Balanced Salt Solution (HBSS, Lonza 

BioWhittaker, V isalia, C A, U SA) y  c ontabilizadas en una c ámara de N eubauer 

empleando az ul de  t ripano p ara discriminar v iabilidad. L as P BMC fueron 

congeladas en una concentración aproximada de 20x106 células/ml de medio de 

congelación preparado con 10% de dimetilsufóxido (DMSO) en Suero Fetal Bovino 

(SFB, Lonza BioWhittaker, Visalia, CA, USA). La t emperatura de congelación fue 

de -80°C dur ante 24  hor as y  f ueron al macenadas en ni trógeno l íquido a un a 

temperatura de -150°C hasta su uso.  

 

10.3 Descongelación de PBMC 

Las P BMC s eparadas de l as m uestras d e es tudio s e m antuvieron en ni trógeno 

líquido y fueron descongeladas el día de su uso. Los crioviales que contenían las 

PBMC c ongeladas s e c olocaron en baño María a 37 ° C. A l de scongelarse, l as 

PBMC fueron adicionadas a un tubo con 8.5 ml de medio Hut ((Medio RPMI 1640 

Lonza B ioWhittaker, V isalia, CA , US A), 1% L -Glutamina, 1% 

Penicilina/Estreptomicina y 10% S FB (Lonza B ioWhittaker, V isalia, CA , US A)) a  

37°C y 500 µl de DNAsa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) en una concentración de 

10 u/µl y fueron centrifugadas 8 m inutos a 150 0 rpm. Las PBMC fueron lavadas 

con 9.5 ml de medio Hut y 500 µl de DNAsa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)  en 

una concentración de 10 u/µl en l as mismas condiciones y fueron contabilizadas 

con az ul de t ripano e n una c ámara de N eubauer. E stas PBMC des congeladas 

fueron purificadas y teñidas con el panel de tinción seleccionado.  
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10.4 Fenotipificación de los linfocitos Th17 con “homing” al intestino 

Mediante la técnica de c itometría de f lujo multiparamétrica los l infocitos T CD4+ 

Th17 se identificaron con base en su expresión de CD3+, CD4+, CCR6+, CD161+ 

y CX CR3- (Kleinschek, B oniface et  al . 2 009; Ancuta, M onteiro et  al . 201 0; 

Annunziato, C osmi et  al . 20 10; Annunziato, C osmi e t al . 2012), con “ homing” a l 

intestino por  s u ex presión de C CR9+, α4+ y β7+ (Gorfu, N ieves et  al . 2 009; 

Mavigner, C azabat e t al . 2 012), la subpoblación de m emoria e fectora CCR7- y 

CD45RO+ (Macal, S ankaran e t al . 20 08), s e c uantificó l a ex presión de l os 

marcadores de activación HLA-DR y CD38 (Brenchley, Price et al. 2006) y CCR5+ 

como correceptor de entrada para el VIH y marcador de activación (Wilen, Tilton et 

al. 2012; Martínez, Barrosoa et al. 2014). Este fenotipo se resume en l a Tabla 1. 

  

Tabla 1. Marcadores ut ilizados para l a fenotipificación de l os l infocitos T h17 c on “ homing” al  
intestino de memoria efectora con expresión del co-receptor CCR5 y su grado de activación. 

 

Para la fenotipificación de es tos linfocitos se probaron dos panales de tinción con 

la f inalidad d e s eleccionar aq uel q ue per mitiera l a m ejor i dentificación de l a 

población de es tudio. Cada panel contenía 14 anticuerpos acoplados a distintos 

fluorocromos c omo s e m uestra en l a Tabla 2. A mbos pa neles i ncluían u n 

anticuerpo para la identificación de los linfocitos T CD8+ (en los cuales también se 
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identificó el  g rado de ac tivación) y  el  m arcador d e v iabilidad Live/Dead f ixable 

aqua dead cell stain kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

Los anticuerpo utilizados fueron: α4 BV711, CCR5 PECy5, CD3 Alexa Fluor 700, 

CD38 A lexa F luor 700,  C D4 P acific B lue, CD4 P ECy5.5 ( BD P harmigen, S an 

Diego, CA, USA), α4 FITC (MACS Miltenyi Biotec, San Diego, CA, USA), β7 PE, 

CCR6 P ECy7, CCR7  A PCy7, CCR7  B V711, CCR9 P erCP Cy 5.5, CD3  BV570, 

CD8 B V605, C D8 B V650, C D38 B V605, C D45RO B V570, C D45RO B V650, 

CD161 APC, HLA-DR BV711, HLA-DR BV785 (BioLegend, San Diego, CA, USA), 

CCR9 Alexa Fluor 488, CXCR3 PECF594 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). 

Cada uno de estos anticuerpos fue titulado para seleccionar la dilución adecuada.  

 

Tabla 2. Paneles de tinción probados para la fenotipificación de los linfocitos Th17 con “homing” al 
intestino de memoria efectora con la expresión de co-receptor CCR5 y de los linfocitos T CD8+.   
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10.4.1 Titulación de anticuerpos  

El us o de  u na c oncentración i nadecuada de anticuerpo p rovoca q ue l a 

fluorescencia de tectada y asociada a u n m arcador por el  equipo sea i ncorrecta. 

Por el lo fue r ealizada l a t itulación d e l os ant icuerpos p ara seleccionar l a 

concentración adecuada que se ut ilizaría en l os paneles de t inción. La t itulación 

fue realizada en PBMC frescas de individuos sin VIH (muestras obtenidas a partir 

de paquete globular del Banco de Sangre del INER).  

Se ha reportado que la frecuencia de los linfocitos Th17 con “homing” al intestino 

en s angre per iférica e s apr oximadamente d el 2%  (Macal, S ankaran et  al . 2008; 

Mavigner, Cazabat et al. 2012). Por ello se realizó la purificación de linfocitos T a 

partir de l as P BMC par a facilitar l a i dentificación de l os l infocitos T h17 c on 

“homing” al  i ntestino en sangre p eriférica, al des cartar l as p oblaciones celulares 

que no eran de interés.  

La purificación de los l infocitos T a partir de PBMC se realizó ut ilizando el  k it de 

separación m agnética neg ativa E asySep H uman T  C ell E nrichment ( Stem C ell 

Technologies, Vancouver, BC, Canadá) que contiene anticuerpos que se unen a 

los s iguientes m arcadores: C D14 ( en m onocitos/macrófagos), C D16 ( en c élulas 

CD, NK y monocitos/macrófagos), CD19 (en linfocitos B y CD), CD20 (en linfocitos 

B), CD36 (CD, monocitos y macrófagos), CD56 (en NK), CD66b (en granulocitos), 

CD123 (CD y granulocitos) y Glicoforina A (expresada en eritrocitos). 

La purificación se realizó a par tir de 50x106 de PBMC contenidas en un volumen 

de 1 ml de medio Stem Cell (500 mL de solución de Phosphate Buffered Saline o 

PBS (Lonza BioWhittaker, Visalia, CA, USA), 1  mL de EDTA y 10% SFB (Lonza 

BioWhittaker, Visalia, CA, USA)). Brevemente, se adicionaron 50 µl del cocktail de 

anticuerpos a l as P BMC y  s e i ncubó d urante 20 minutos en ag itación a 

temperatura ambiente. Después del tiempo de incubación se adicionaron 50 µl de 

la suspensión de perlas magnéticas a las PBMC con anticuerpos y se incubó en 

movimiento durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se adicionó medio Stem 

Cell has ta al canzar un v olumen final d e 5  m l y  s e c olocó dentro de un i mán 
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durante 10 minutos. P or dec antación s e r ecuperó el  v olumen q ue c ontenía 

únicamente linfocitos T los cuales fueron contabilizados con azul de tripano en una 

cámara de Neubauer.  

La t itulación en P BMC y l infocitos T pur ificados s e hi zo de s imultáneamente 

utilizando células frescas provenientes del  mismo paquete globular de individuos 

sin VIH para evitar variaciones debidas al uso de células de distintos individuos y 

obtener resultados comparables.  

Iniciando con la dilución recomendada por el  proveedor para cada ant icuerpo se 

realizaron di luciones seriadas en medio S tem Cell en un volumen f inal de 50 µl. 

Estos fueron adi cionados a un t ubo de c itometría q ue c ontenía 1x 106 células 

(PBMC o l infocitos T purificados) en aproximadamente 50 µl de medio Stem Cell, 

se i ncubó d urante 3 0 m inutos a t emperatura am biente en a usencia de luz. 

Después de es ta i ncubación s e adi cionó a cada t ubo 50 µl del  ant icuerpo C D4 

Pacific Blue (BD Pharmigen, San Diego, CA, USA) en una concentración 1:300 y 

se incubó durante 10 minutos en las mismas condiciones.  

Las células fueron lavadas con 2 ml de medio Stem Cell y centrifugadas durante 5 

minutos a 2000 revoluciones por minuto (rpm). Finalmente la células fueron fijadas 

con 350 µl de formaldehído al 1% en PBS (Lonza BioWhittaker, Visalia, CA, USA). 

Las células se mantuvieron a 4 ° C en ausencia de l uz hasta su adquisición en e l 

citómetro de flujo LSRII Fortessa (BD B iosciences). Los  datos fueron anal izados 

con el software FlowJo 7.6.5. La concentración seleccionada para cada anticuerpo 

fue utilizada en l os dos paneles de tinción para la fenotipificación de los linfocitos 

Th17 con “homing” al intestino a partir de muestras de sangre periférica.  

 

10.4.2 Tinción de linfocitos Th17 con “homing” al intestino 

Para s eleccionar el p anel óptimo s e r ealizaron pr uebas de  t inción en  P BMC de 

individuos s in V IH ( PBMC separadas a  par tir de p aquete g lobular del  B anco de 

Sangre d el I NER). L as P BMC s e i ncubaron dur ante 24 h en medio H ut ( Medio 
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RPMI 1640 (Lonza B ioWhittaker, Visalia, CA , US A), 1% L -Glutamina, 1% 

Penicilina/Estreptomicina y 10% S FB (Lonza B ioWhittaker, V isalia, CA , US A)) y 

LPS para estimular la expresión de los marcadores de activación. 

Preparación de mezclas de anticuerpos. Para identificar las poblaciones positivas 

y neg ativas s e ut ilizaron c ontroles d e t inción de fluorescencia m enos u no 

(fluorescence m inus o ne o F MO). P ara c ada pan el de t inción s e em plearon l os 

siguientes tubos: FMO V iabilidad, FMO CCR9, FMO α4, FMO β7, FMO CXCR3, 

FMO CCR6 , FMO CD161, FMO CCR7 , FMO CD45RO, FMO CCR5, FMO HLA-

DR, FMO CD38, un tubo de células teñidas con todos los anticuerpos acoplados a 

fluorocromos (All colors) y uno sin teñir. 

La t inción s e r ealizó en t res et apas succesivas, i niciando c on l a tinción p ara e l 

marcador C CR7, s eguido p or l os m arcadores C CR6, C XCR3, CCR5 y  CCR9. 

Finalmente s e r ealizó l a t inción de C D3, C D4, C D8, C D45RO, α4, β7, C D161, 

HLA-DR y CD38.    

Se prepararon tres mezclas de anticuerpos, considerando un volumen final de 100 

µl y los títulos elegidos para cada uno de el los. La primer mezcla solo contenía el 

anticuerpo para CCR7, como se muestra en la Tabla 3 este anticuerpo se agregó 

a los tubos all colors y FMO’s excepto para el FMO de CCR7.  

Tabla 3. Preparación de la primera mezcla de anticuerpos.  

 

(+) Tubo al que se adiciona CCR7 
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Como s e m uestra en l a Tabla 4 la s egunda mezcla c ontenía l os ant icuerpos 

acoplados a fluorocromos par a C CR6, C XCR3, C CR5 y C CR9. E n l a m ezcla 

correspondiente al FMO de cada anticuerpo, éste no se adicionó. 

Tabla 4. Preparación de la segunda mezcla de anticuerpos. 

 

(+) Tubo al que se adiciona el anticuerpo indicado 

 

En l a Tabla 5 se m uestra l a pr eparación d e l a t ercera m ezcla q ue c ontenía l os 

anticuerpos: CD3, CD4, CD8, CD45RO, α4, β7, CD161, HLA-DR y CD38. En la  

mezcla correspondiente al FMO de cada anticuerpo, éste no se agregó.  

Tabla 5. Preparación de la tercera mezcla de anticuerpos 

 

(+) Tubo al que se adiciona el anticuerpo indicado 
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Tinción. A partir de 1x 106 de PBMC se hizo un l avado inicial con 2 ml de PBS a 

todos l os t ubos c on células ex cepto el  s in t eñir y  s e c entrifugaron dur ante 5  

minutos a 200 0 r pm. S e adi cionaron 50 µl del  m arcador de v iabilidad 

(concentración 1:500 en PBS (Lonza BioWhittaker, Visalia, CA, USA)) a cada tubo 

con c élulas excepto al F MO d e v iabilidad y  s e i ncubó dur ante 10  m inutos en 

ausencia de luz.   

Las c élulas s e l avaron c on 2 m l d e m edio S tem C ell y  s e adi cionó l a primera 

mezcla de anticuerpos a los tubos de FMO correspondientes y al all colors, se dejó 

incubar durante 10  m inutos, a  t emperatura ambiente y  en  aus encia de  l uz. S in 

hacer l avado s e adi cionó l a s egunda m ezcla de ant icuerpos y  s e i ncubó en l as 

mismas condiciones. Finalmente se adicionó la última mezcla de ant icuerpos y se 

incubó 40 minutos a temperatura ambiente en ausencia de luz. Las células fueron 

lavadas con 2 ml de medio Stem Cell y f ijadas con 350 µl de f ormaldehído al 1% 

en PBS.   

Controles de compensación. Se prepararon controles de compensación para cada 

anticuerpo utilizando per las de c ompensación positivas y  neg ativas ( BD 

Biosciences, S an J ose, C A, U SA) a l as c uales s e a dicionó 1 µl del  ant icuerpo 

correspondiente. E l c ontrol d e c ompensación p ara el  marcador de viabilidad s e 

preparó con per las de compensación positivas y negativas ( Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA) adicionando 1 µl del marcador. Los controles de c ompensación fueron 

lavados con 2 ml de medio Stem Cell y f ijados con 350 µl de f ormaldehído al 1% 

en P BS. Las  P BMC t eñidas y  l os c ontroles de c ompensación s e m antuvieron a  

4°C en ausencia de luz y fueron adquiridos en el citómetro de flujo LSRII Fortessa 

24 horas después de la tinción. Los resultados obtenidos fueron analizados en el 

software FlowJo 7.6.5. 
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11. RESULTADOS 

11.1 Características de los grupos de estudio 

Nuestra cohorte se compone de 13 individuos, en tres grupos de estudio descritos 

en l a m etodología ( sección 11. 1): 4 m uestras fueron de  individuos c on V IH s in 

TAR, 4 de  individuos c on V IH bajo TAR y 5  de individuos sin V IH. Para c ada 

individuo, se m uestran las c aracterísticas dem ográficas en l a Tabla 6 y l as 

características clínicas en la Tabla 7.   

 

Tabla 6. Características demográficas de nuestra cohorte 

 
                            
                           H, hombre; M,  mujer 
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Tabla 7. Características clínicas de la población de estudio 

 

El T AR c orresponde al  us o d e T enofovir/Emtricitabina/Efavirenz; N A,  no a plica. S e m uestra la 
mediana de cada parámetro y se indica el valor mínimo y máximo entre paréntesis.   

 

11.2 Titulación d e an ticuerpos para c itometría de flujo en P BMC y  l infocitos T 

purificados  

Se titularon 23 anticuerpos, la tinción se realizó en PBMC y linfocitos T purificados 

para i dentificar posibles variaciones en el  t itulo dependientes de l a pobl ación 

según la m etodología indicada en l a s ección 11.4.1. Para l a s elección del  t ítulo 

adecuado se siguió la estrategia de análisis que se muestra en la Figura 20 
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Figura 20. E strategia de a nálisis par a l a s elección d el t ítulo d e l os ant icuerpos. S e m uestra un 
ejemplo r epresentativo. Se i nicia c on l a s elección de  células no a gregadas ( singlets) y d e l os 
linfocitos por morfología. Utilizando el marcador CD4 Pacific Blue se eligieron los linfocitos T CD4+ 
y a p artir d e e llos se identificó l a p oblación positiva para e l an ticuerpo t itulado ( en es te ej emplo 
corresponde a α4 FITC).  

Para s eleccionar l a dilución adecuada p ara cada an ticuerpo se c onsideró l a 

combinación de tres criterios. E l pr imero de el los fue c omparar l os dot pl ots 

correspondientes a  l a pobl ación del anticuerpo q ue s e t ituló. S e seleccionó la 

dilución en do nde s e pr esentó u na separación adecuada en tre l a po blación 

positiva y  neg ativa del ant icuerpo t itulado. El s egundo criterio consistió e n 

comparar de manera gráfica el porcentaje de células positivas para el anticuerpo 

en cada dilución. Se seleccionó la mayor di lución que presentó la menor perdida 

en el porcentaje de células positivas comparada con la menor dilución. Finalmente 

de manera gráfica se comparó la intensidad media de fluorescencia (MFI por sus 

siglas en inglés) entre las distintas diluciones. Se seleccionó la dilución en la cual 

el valor del  MFI presentó la menor variación respecto a l a menor di lución. En la   

Figura 21 se muestra un ejemplo representativo de l a selección del t ítulo para el 

anticuerpo α4 FITC. 
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Figura 21. T itulación de l anticuerpo α4 F ITC. A) Comparación entre l os dot  plots de l as distintas 
diluciones realizadas para este anticuerpo. En cada uno de ellos se observa la separación entre la 
población p ositiva y negativa que cambia d ependiendo de la dilución. B) G ráfica que m uestra el  
porcentaje identificado de células positivas que expresan α4 FITC en cada dilución. El porcentaje 
disminuye en menos del 5% entre la menor y mayor dilución.  C) Gráfica que muestra el MFI en 
cada un a d e l as di luciones, s e obs erva en es te c aso que a m ayor di lución el MF I d isminuye. 
Considerando los t res criterios fue seleccionada l a di lución 1:50 tanto en P BMC y en l infocitos 
purificados.  

Este método fue empleado para los 23 an ticuerpos que forman los dos  paneles 

que se probaron en este trabajo (Tabla 2, sección 11.4). Los títulos seleccionados 

en PBMC y  l infocitos T  p urificados s e muestran en  l a Tabla 9. Los t ítulos 

seleccionados par a c ada an ticuerpo f ueron ut ilizados en l as pr uebas de l os 

paneles diseñados para la fenotipificación de los l infocitos Th17 con “homing” a l 

intestino.  
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Tabla 8. Títulos seleccionados para cada anticuerpo en PBMC y linfocitos T purificados   

 

 

11.3 Selección del panel de tinción para la identificación de los linfocitos Th17 con 

“homing” al intestino 

Los d os p aneles indicados en l a Tabla 2 (sección 11. 4) fueron probados en 

linfocitos T purificados de un individuo sin VIH estimulados con LPS. La estrategia 

de análisis para la identificación de los linfocitos Th17 con “homing” al intestino de 

memoria efectora con la expresión del co-receptor CCR5 y el grado de activación 

medido por la expresión de CD38 y HLA-DR y de los linfocitos T CD8+ se muestra 

en la Figura 22. La estrategia de análisis mostrada en esta figura fue utilizada para 

los dos paneles de tinción. 
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Figura 22. Estrategia de análisis p ara la f enotipificación de  l os l infocitos T h17  c on “ homing” al 
intestino con la expresión del co-receptor CCR5 y el grado de activación de esta población y de los 
linfocitos T  C D8+. Se inició c on l a s elección de l os s inglets, seguido por  la i dentificación de l as 
células vi vas y por m orfología s e identificaron los l infocitos. A  par tir de es ta última pobl ación s e 
seleccionaron l os l infocitos T  C D3+  y s e d iferenciaron l os l infocitos T  C D4+ y T  CD8+. E n los 
linfocitos TCD4+  se identificó el “homing” al intestino, seguido por la selección de linfocitos Th17 
con memoria efectora y finalmente la expresión del co-receptor CCR5 y el grado de activación. A 
partir de los linfocitos T CD8+ se identificó el grado de activación. 

En la Figura 23A se muestra la identificación de los linfocitos Th17 con “homing” al 

intestino e mpleando el pan el de t inción 1 . La c antidad de lin focitos T CD4 +, 

CCR9+, α4+ y β7+ correspondiente a los linfocitos Th17 con “homing” al intestino 

fue muy baja (aproximadamente 10 células) por lo que no fue posible continuar el 

análisis para identificar al fenotipo de i nterés. Utilizando el  panel de t inción 1 fue 

posible identificar los linfocitos T CD8+ y su grado de activación.  

En la Figura 23B se observa la identificación de los linfocitos Th17 con “homing” al 

intestino empleando el pa nel d e t inción 2. De m anera s imilar a l os r esultados 

obtenidos con el panel 1, la cantidad de linfocitos Th17 con “homing” al  intestino 

identificados con el panel de tinción 2 fue aproximadamente de 8 células. Debido a 

esta baja cantidad d e c élulas no  s e pudo c ontinuar c on el a nálisis par a la 

identificación del  fenotipo deseado. Con el panel de t inción 2 se identificaron los 

linfocitos T CD8+ y su grado de activación.  
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Figura 23. Pruebas del panel para la fenotipificación de los linfocitos Th17 con “homing” al intestino 
de m emoria ef ectora, c on ex presión de l c o-receptor C CR5 y el gr ado de a ctivación e n es ta 
población y en los linfocitos T CD8+. A) Se muestra el panel de tinción 1, siguiendo la estrategia de 
análisis al llegar al fenotipo de linfocitos Th17 con “homing” al intestino (señalado por el cuadro en 
color morado), solo se identificaron 10 células (eventos). B) Se muestra el panel de tinción 2, solo 
se i dentificaron 8 eventos c orrespondientes a l os linfocitos T h17 c on “ homing” al  i ntestino 
(señalado por el cuadro en color morado). En ambos paneles se identificó el grado de activación en 
los linfocitos T CD8+. 
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Como se muestra en las F iguras 23A y 2 3B, en ninguno de l os dos paneles se 

logró la identificación adecuada de los linfocitos Th17 con “homing” al intestino de 

memoria efectora, con expresión del co-receptor CCR5 y su grado de activación. 

Debido a es to se decidió realizar únicamente la fenotipificación de los linfocitos T 

CD4+ con “homing” al intestino y el grado de activación en esta población y en los 

linfocitos T CD8+, que fue posible identificar adecuadamente en ambos paneles.   

11.4 Selección del panel para l a i dentificación de l os l infocitos T CD4+ c on 

“homing” al intestino 

Para l a i dentificación de l os l infocitos T CD4+ c on “ homing” al  i ntestino se 

emplearon dos paneles de t inción (Tabla 9) que f ueron probados en l infocitos T 

purificados a par tir de PBMC frescas de individuos s in V IH. La t inción se realizó 

siguiendo l a metodología ex plicada pr eviamente para la f enotipificación de l os 

linfocitos Th17 c on “ homing” al  i ntestino empleando ú nicamente l os an ticuerpos 

mostrados en la Tabla 10.  

Tabla 9. Paneles de t inción probados para la fenotipificación de los linfocitos T CD4+ con “homing” 
al intestino, de los linfocitos T CD8+ y el grado de activación en ambas poblaciones.  

 

 

Los linfocitos T CD4+  con “homing” al intestino se identificaron por la expresión de 

CD3+, CD4+, CCR9+, α4+ y la elevada expresión de β7+ (β7+high) (Gorfu, Nieves 

et al . 2009; Mavigner, Cazabat et  al . 2012). La frecuencia de es ta población en 
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sangre periférica es aproximadamente del 2%  (Mavigner, Cazabat et al. 2012). Se 

continuó con el trabajo experimental considerando como población de interés a los 

linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino. La estrategia de análisis mostrada en 

la Figura 24 fue apl icada par a l a i dentificación de l os l infocitos T  C D4+ c on 

“homing” al intestino, de los l infocitos T CD8+ y el grado de activación en ambas 

poblaciones.  

 

Figura 24. Estrategia d e a nálisis par a la i dentificación de l os l infocitos T  C D4+ c on “ homing” al  
intestino, de los linfocitos T  CD8+ y el grado de activación e n am bas pob laciones. Selección d e 
singlets seguida por la i dentificación de las células vivas. A  par tir de es ta población se 
seleccionaron los linfocitos T CD3+ y se diferenciaron las poblaciones CD4+ y CD8+. Dentro de la 
población de linfocitos T CD4+ se eligió la población con “homing” al intestino. En esta población y 
en los linfocitos T CD8+ se identificó el grado de activación.  

En la  Figura 25A se m uestra l a fenotipificación de l os l infocitos T  C D4+ c on 

“homing” al  intestino, utilizando el  panel de tinción 1 (Tabla 9) y la es trategia de 

análisis mostrada en l a Figura 24. Con este panel fue posible la identificación de 

los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino en una frecuencia de 1.07% de los 

linfocitos T CD4+. Adicionalmente fue posible identificar el grado de activación de 

los l infocitos T CD4+ con “homing” al  i ntestino y  en l os l infocitos T CD8+. En la  

Figura 25B se muestra la fenotipificación de los linfocitos T CD4+ con “homing” al 

intestino empleando el panel de t inción 2 (Tabla 9). La frecuencia de la población 

de i nterés fue del  0 .316% de l os linfocitos T  C D4+. S in e mbargo el  g rado de  

activación solo fue identificado en los linfocitos T CD8+.  
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Figura 25. Pruebas de p anel par a l a i dentificación de los l infocitos T  C D4+ c on “ homing” a l 
intestino. A ) S e m uestra el  pan el de t inción 1,  s iguiendo la es trategia d e an álisis l a f recuencia 
identificada de  l a po blación de interés f ue de l 1. 07%. B ) S e o bserva el panel d e t inción 2,  la 
frecuencia identificada de la población de interés fue del 0.316%. La frecuencia de los linfocitos T 
CD4+ con “homing” al intestino es relativa al total de linfocitos T CD4+ totales. En ambos paneles 
se logró la identificar el grado de activación en la población de interés y en los linfocitos T CD8+. 
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Comparando la frecuencia de l infocitos T C D4+ c on “ homing” al  i ntestino 

identificada en el panel de tinción 1 ( 1.07%) y en el 2 (0.316%) con la frecuencia 

de esta población reportada en la bi bliografía, que es  aproximadamente d el 2 % 

(Mavigner, C azabat et  al . 2 012), fue s eleccionado el  p anel de t inción 1 . 

Adicionalmente con este panel de tinción se pudo observar de m anera adecuada 

la distribución de las poblaciones en l os dot pl ots. Las s iguientes pr uebas y  l as 

tinciones de  l as muestras de  es tudio fueron r ealizadas empleando el panel d e 

tinción 1. 

 

11.5 Comparación entre l a f recuencia de  los linfocitos T  C D4+ c on “ homing” al  

intestino identificada en linfocitos T purificados a partir de PBMC frescas y PBMC 

congeladas 

Las P BMC o btenidas de l as muestras d e l os i ndividuos d e estudio fueron 

congeladas como se indicó en la metodología (sección 11.2). A partir de las PBMC 

se purificaron los lin focitos T  con el fin d e i dentificar pos ibles v ariaciones en l a 

frecuencia de la población de interés dependiendo si la purificación se realizaba a 

partir de  PBMC frescas o c ongeladas. P ara el lo, se d eterminó la f recuencia d e 

linfocitos T CD4+ con “homing” al  i ntestino en l infocitos T pur ificados a partir de 

PBMC frescas y congeladas. En la Figura 26 se muestra la comparación entre las 

frecuencias obtenidas en cada experimento.  
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Figura 26. Comparación entre la frecuencia de linfocitos T CD4+ c on “homing” al intestino 
determinada en linfocitos T purificados a partir de PBMC frescas y congeladas. A) La purificación 
de los linfocitos T se realizó a partir de PBMC frescas. La frecuencia identificada de los linfocitos T 
con “homing” al intestino fue del 1.95%. B) La purificación de los linfocitos T se realizó a partir de 
PBMC congeladas. La frecuencia de la población de interés fue del 1.02%. 

La frecuencia de los l infocitos T CD4+ con “homing” al  intestino determinada en 

linfocitos T  purificados a par tir de PBMC f rescas f ue del  1. 05%, m ientras q ue a 

partir de PBMC c ongeladas fue d el 1.07% (Figura 26). Las  P BMC c ongeladas 

empleadas tuvieron un periodo de congelación de 6 meses. Este tiempo es similar 

al periodo de congelación que tuvieron las muestras de estudio.  

11.6 Comparación en tre la f recuencia de linfocitos T C D4+ c on “ homing” al  

intestino identificada a partir de PBMC y de linfocitos T purificados 

Como se mencionó en la metodología (sección 11.4.1) a p artir de l as PBMC se 

purificaron los linfocitos T . E n al gunas m uestras de es tudio se s epararon 

aproximadamente de 12x 106 de PBMC, cantidad insuficiente para la pur ificación 

de l infocitos T. Debido a es to se realizó una comparación entre la frecuencia de 

los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino identificada a partir de PBMC y de 

linfocitos T purificados. En este experimento se utilizaron  células congeladas de 

individuos sin VIH (ver Figura 27).  
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Figura 27. F recuencia de los l infocitos T  CD4+ c on “homing” al  i ntestino en PBMC y linfocitos T  
purificados. A) Se o bserva que la f recuencia de los linfocitos T  C D4+ c on “ homing” al  i ntestino 
identificada a partir de PBMC fue de 0.819%. B) La frecuencia de la población de interés 
identificada a par tir de linfocitos T pur ificados fue de 1.160%. Ambas f recuencias son relativas al  
total de linfocitos T CD4+ de cada individuo.   

Debido a que la frecuencia de los linfocitos T CD4+ no se observó alterada por el 

uso de PBMC o l infocitos T purificados, se realizó la purificación en las muestras 

de l os individuos de  es tudio. S in em bargo en aq uellas m uestras c on c élulas 

insuficientes para realizar la purificación se utilizaron las PBMC totales.  

 

11.7 Identificación de  c ambios en l a frecuencia d e l os l infocitos T  C D4+ c on 

“homing” al intestino dependientes del número de PBMC separadas 

El nú mero de P BMC s eparadas en l as muestras de  es tudio fue v ariable. P ara 

descartar variaciones en la f recuencia de los linfocitos T C D4+ c on “ homing” al 

intestino d ebidas a l n úmero d e PBM C, se s epararon PBMC de un i ndividuo s in 

VIH y se congelaron en v iales con 10x106, 25x106 y 50x106 células. A pa rtir de 

ellas se identificó la frecuencia de l a población de i nterés (Figura 28). Las PBMC 
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se mantuvieron almacenadas durante un periodo de 6 meses, tiempo similar al de 

las muestras de estudio.  

 

Figura 28.  Frecuencia de los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino identificadas a partir de  
10x106 (A), 25x106 (B) y 50x106 (C) de PBMC congeladas.  

 

11.8 Frecuencia y activación de los l infocitos T CD4+ con “homing” al intestino y 

activación de linfocitos T CD8+ en las muestras de estudio 

Empleando el panel estandarizado para la fenotipificación de los linfocitos T CD4+ 

con “ homing” al  i ntestino, se pr ocesaron las m uestras de l os 13 i ndividuos 

pertenecientes a l os 3 g rupos de es tudio. En l a Tabla 10 se m uestran l as 

frecuencias de linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino, el grado de activación 

en esta población y en los linfocitos T CD8+ de cada individuo.  
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Tabla 10. Frecuencias de los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino y su grado de activación 

 

La frecuencia de los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino en cada grupo de estudio reportada 
es relativa al conteo total de los linfocitos T CD4+ para cada individuo. Se muestra la mediana de 
cada parámetro y se indica el valor mínimo y máximo entre paréntesis.   
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Figura 29. Frecuencia de los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino, el grado de activación en 
esta población y en los linfocitos T CD8+ en los distintos grupos de estudio. A) Frecuencia de los 
linfocitos T  CD4+ con “homing” al  intestino. B) Grado de ac tivación en los l infocitos T CD4+ con 
“homing” al  i ntestino. C) G rado d e ac tivación en los l infocitos T  C D8+. Las d iferencias en tre l os 
grupos s e c alcularon m ediante una pr ueba de  U de  Ma nn-Whitney. Para un a d iferencia 
estadísticamente significativa se consideró p<0.05. La línea indica la mediana del grupo. Las cajas 
muestran el primer y tercer intercuartil (percentiles 25 y 75 respectivamente). Los bigotes señalan 
el valor mínimo y máximo de cada grupo.  

En la Figura 29A se observa que entre las frecuencias de los linfocitos TCD4+ con 

“homing” al intestino de los individuos sin VIH y con VIH sin TAR (mediana 1.010 y 

0.871 r espectivamente) l a di ferencia n o e s significativa ( p=0.9048). Entre l as 

frecuencias de los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino de individuos sin VIH 

(mediana de 1.010) y  con VIH bajo TAR (mediana de  2.190) hay una di ferencia 
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significativa ( p=0.0159), e s dec ir, e n i ndividuos baj o T AR hay una m ayor 

frecuencia d e l infocitos T  CD4+ c on “ homing” al  i ntestino en  s angre per iférica 

comparados con individuos sin VIH. 

Finalmente, entre la frecuencia de los l infocitos TCD4+ con “homing” al  intestino 

en individuos con VIH sin TAR (mediana de 0.871) e individuos con VIH bajo TAR 

(mediana de 2. 190) se enc ontró una di ferencia es tadísticamente s ignificativa 

(p=0.0286). E sto indica q ue en s angre per iférica hay  una m ayor f recuencia d e 

linfocitos TCD4+ con “homing” al intestino en individuos con VIH bajo TAR.  

En la  Figura 29B se muestra que entre el grado de activación de los linfocitos T 

CD4+ con “homing” al intestino de los distintos grupos de estudio no hay diferencia 

significativa (p>0.05). En individuos sin VIH la mediana fue de 2.120, con VIH sin 

TAR el v alor de  l a mediana fue de 6. 810 y en i ndividuos c on VIH bajo T AR la 

mediana correspondiente fue de 2.555.  

El g rado de ac tivación inmunológica de l os linfocitos T  C D8+ s e m uestra e n l a 

Figura 29C. Entre el grupo de individuos sin VIH (mediana de 0.290) y con VIH sin 

TAR (mediana de  3.225) se encontró una di ferencia significativa en el  g rado de 

activación (p=0.0159). Entre el grupo de individuos con VIH sin TAR (mediana de 

3.225) y de i ndividuos c on VIH bajo T AR (mediana de  0.662) se obs ervó un a 

diferencia significativa (p=0.0286). Esto indica que en individuos sin TAR es mayor 

la activación inmune, mientras que el uso del TAR permite una disminución en el 

grado de ac tivación. En l a c omparación e ntre el  g rupo de i ndividuos sin VIH 

(mediana de 0.290) y el correspondiente a individuos con VIH bajo TAR (mediana 

0.662) no hay  di ferencia s ignificativa en l a ex presión de l os m arcadores d e 

activación (p=0.1905).  

Se r ealizaron c orrelaciones c on l os d atos c línicos de c ada i ndividuo y  las 

frecuencias determinadas para los l infocitos T CD4+ con “homing” al in testino, el 

grado de ac tivación e n es ta p oblación y  en l os l infocitos T  C D8+ por grupo de  

estudio (Figura 30). Sin e mbargo e n l os i ndividuos c on VIH b ajo TAR no s e 

observaron correlaciones entre los distintos datos.  
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Figura 30. Correlaciones entre l as di stintas f recuencias det erminadas, e l c onteo de l infocitos T  
CD4+ y la CV en individuos con VIH sin TAR. A) Correlación de la CV y el conteo de linfocitos T 
CD4+. B) Correlación entre el conteo de linfocitos T CD4+ y la frecuencia de los linfocitos T CD4+ 
con “ homing” al  i ntestino. C) S e m uestra l a c orrelación entre e l c onteo de linfocitos T CD4+ y l a 
frecuencia de linfocitos T  CD4+ con “homing” a l intestino.  D) Se m uestra la correlación entre e l 
conteo de linfocitos T CD4 y el porcentaje de linfocitos T CD8+ activados. E) Correlación entre la 
CV y el p orcentaje d e l os l infocitos T C D8+ ac tivados. F ) S e o bserva l a c orrelación e ntre e l 
porcentaje de los linfocitos T CD8+ activados y los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino y G) 
Muestra la correlación en tre el  porcentaje de los l infocitos T CD8+ activados y de los linfocitos T 
CD4+ con “homing” al intestino activados.  Las gráficas presentadas corresponden a correlaciones 
de Spearman.  
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12. DISCUSIÓN  

Grupos de estudio 

Como s e m uestra en  l a Tabla 6 (Resultados, sección 12. 1) las muestras 

empleadas corresponden a 13 individuos mexicanos, de los cuales 9 son hombres 

y 4 m ujeres con una mediana de  35 años de e dad. E n l a Tabla 7 (Resultados, 

sección 12.1) se muestra que el  grupo de i ndividuos con VIH s in TAR t iene una 

mediana de 1.5 años a partir de l a detección de l a  infección, una mediana en el 

conteo de l infocitos T CD4+ de 715. 5 cel/µl y en la CV de 3411 3.5 copias/ml. El 

conteo de l infocitos T C D4+ en es te g rupo de es tudio es el evado c onsiderando 

que un i ndividuo s in V IH presenta un c onteo aproximado de 1000 cel/µl (Macal, 

Sankaran et  al . 20 08; Chevalier, P etitjean et  al . 2013 ). E n ot ros es tudios 

relacionados a linfocitos T CD4+ y Th17 con “homing” al intestino  se ha reportado 

un conteo de linfocitos T CD4+ en individuos con VIH sin TAR desde 325 cel/µl y 

una CV de 48000 copias/ml (Chenge, Sheth et al. 2011) hasta 490 cel/µl con una 

CV de 37000 copias/ml (Chevalier, Petitjean et al. 2013).  

Los i ndividuos p ertenecientes al g rupo con V IH b ajo TAR presentaron un a 

mediana de 7.5 años a partir de la detección de la infección y 6 años con uso del 

TAR (Tabla 6 Resultados, sección 12. 1). L a m ediana del  c onteo de l infocitos T 

CD4+ f ue de  49 7.5 c el/µl y una C V i ndetectable (Tabla 7 Resultados, s ección 

12.1). El grupo de individuos sin VIH presentó una mediana de 915 cel/µl (Tabla 6 

Resultados, sección 1 2.1) valor s imilar a l o r eportado en l a bi bliografía (Macal, 

Sankaran et al. 2008; Chevalier, Petitjean et al. 2013).  

 

Selección del panel de tinción para la identificación de los linfocitos Th17 con 

“homing” al intestino 

Para la identificación de los l infocitos Th17 con “homing” al  intestino de memoria 

efectora y el grado de activación en esta población y en los linfocitos T CD8+, se 

diseñaron dos paneles de t inción mostrados en l a Tabla 2 (Metodología, sección 
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11.4). La es trategia de anál isis m ostrada en l a Figura 22 (Resultados, s ección 

12.3) y l os panel es d e t inción fueron propuestos c onsiderando marcadores q ue 

han s ido r eportados previamente para l a i dentificación independiente de l os 

linfocitos T h17 (Kleinschek, B oniface et  al . 200 9; Ancuta, M onteiro et  al . 2010; 

Annunziato, C osmi et  al . 20 10; Annunziato, C osmi e t al . 2012), con “ homing” al 

intestino (Gorfu, N ieves et  al . 2009; Mavigner, Cazabat et  al . 2012). Marcadores 

empleados para l a i dentificación de l a s ubpoblación de células de memoria 

efectora (Macal, Sankaran et al. 2008). Marcadores usados en la identificación del 

grado de ac tivación (Brenchley, P rice et  al . 2006 ) y CCR5 c omo c o-receptor de 

entrada para el VIH y marcador de ac tivación (Wilen, Tilton et al. 2012; Martínez, 

Barrosoa et al. 2014).  

En este proyecto se diseñó un panel y una estrategia de anál isis que permitieron 

la i dentificación de l a pobl ación q ue pr esentara de m anera s imultánea los 

marcadores m encionados. Sin em bargo el u so de va rios anticuerpos pu ede 

generar interacciones entre ellos. Adicionalmente el uso de distintos fluorocromos 

acoplados al  m ismo ant icuerpo pue de permitir una visualización distinta de la 

misma población. Por el lo se probaron dos paneles con distintas combinaciones 

de anticuerpos.  

En la Figura 23A (Resultados, sección 12.3) se muestra la estrategia de análisis 

en el panel de tinción 1. En este panel se pudo identificar de manera adecuada a 

los l infocitos T C D4+ con “ homing” al i ntestino. C omo s e pu ede observar en l a 

Figura 23A las p oblaciones positivas y  negativas en c ada dot pl ot fueron 

diferenciadas de m anera adecuada. Sin e mbargo al  i dentificar el f enotipo de 

linfocitos Th17 con “homing” al  i ntestino ( linfocitos T  CD3+, CD4+, CCR9+, β7+, 

α4+, CX CR3-, CCR6 +, CD1 61+) correspondiente al úl timo dot pl ot m ostrado, 

únicamente 10  eventos presentaron este f enotipo. Debido al es caso nú mero d e 

eventos el análisis no fue continuado.  

Considerando q ue l a población de l infocitos T h17 c on “ homing” al  i ntestino en 

sangre periférica es aproximadamente del 2% (Mavigner, Cazabat et al. 2012), al 

realizar el  anál isis pa ra l a i dentificación d e l as s ubpoblaciones el  n úmero de 
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eventos di sminuyó hasta s er i nsuficientes para c ontinuar c on l a es trategia d e 

análisis.  

En la Figura 23B (Resultados, sección 12.3) se muestra el panel de tinción 2. Con 

el us o d e es te pa nel l as poblaciones positivas y  neg ativas pu dieron s er 

identificadas de manera adec uada. Sin e mbargo en l a identificación de l os 

linfocitos Th17 con “homing” al  i ntestino ( linfocitos T CD3+, CD4+, CCR9+, β7+, 

α4+, CXCR3-, CCR6+, CD161+) solo 8 eventos  cumplieron con este fenotipo, por 

lo cual no se pudo continuar con el análisis propuesto.  

Estas pruebas de panel fueron realizadas en linfocitos T purificados de individuos 

sin V IH. E mpleando estas c élulas e n a mbos p aneles s e i dentificó un escaso 

número d e ev entos (8 y  10 ev entos) correspondientes a l infocitos T h17 c on 

“homing” al  intestino. Como ya fue mencionado durante la infección por VIH hay 

una depleción de l os linfocitos T CD4+ tanto en s angre periférica como en GALT 

(Brenchley, Price et al. 2006; Langford, Ananworanich et al. 2007). Por lo cual se 

esperaba que la cantidad de linfocitos Th17 con “homing” al intestino de memoria 

efectora, en l as muestras d e i ndividuos c on V IH fuera m enor. Debido a es to se 

puede explicar porqué no l ogramos identificar la población de i nterés a par tir de 

muestras con VIH empleando los paneles y la estrategia de análisis propuestos. 

Tomando en c uenta estos criterios se optó por la identificación de los linfocitos T 

CD4+ con “homing” al intestino. Para el los se realizaron nuevamente pruebas de 

paneles para la identificación de esta población. 

 

Selección del panel para la identificación de los linfocitos T CD4+ con “homing” al 

intestino 

Fueron pr obados dos  panel es de t inción, mostrados e n l a Tabla 9 (Resultados, 

sección 12.4) p ara l a fenotipificación de l os l infocitos T C D4+ c on “ homing” a l 

intestino. Para la identificación de la población de interés se siguió la estrategia de 

análisis m ostrada en  l a Figura 24 (Resultados, s ección 12. 4). El panel  s e 
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seleccionó en  bas e a  dos  c riterios, el  pr imero de  el los fue q ue m ostrara una 

distribución adecuada de las poblaciones positivas y negativas en los dot plots. El 

segundo c riterio c onsiderado fue l a frecuencia de l infocitos T  C D4+ que fue 

identificada por c ada panel. La  f recuencia determinada fue comparada c on l a 

frecuencia de linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino en sangre periférica que 

ha s ido r eportada pr eviamente. S e han r eportado frecuencias del  1%  (Chenge, 

Sheth et al. 2011) y del 2% aproximadamente (Mavigner, Cazabat et al. 2012) 

La Figura 25A (Resultados, s ección 12 .4) muestra el  p anel de t inción 1 . 

Empleando es te panel las poblaciones positivas y  negativas f ueron i dentificadas 

adecuadamente en cada dot plot. La frecuencia de l infocitos T CD4+ identificados 

en es te panel fue d el 1. 07%. A dicionalmente s e p udo i dentificar el  g rado de 

activación en l os l infocitos T  CD4+ con “homing” al  intestino y en los l infocitos T 

CD8+.  

En la Figura 25B (Resultados, sección 12.4) correspondiente al panel de tinción 2, 

se observa que las poblaciones positivas y negativas pueden ser identificadas en 

cada dot plot. Con el empleo de este panel solo se determinó una f recuencia de 

0.314% correspondiente a linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino. Debido a la 

baja frecuencia de esta población el grado de activación no pudo ser identificado. 

Mientras q ue en l os l infocitos T  C D8+ el  g rado de ac tivación s i pud o s er 

determinado.   

Comparando ambos paneles, se observa una diferencia importante en el dot plot 

correspondiente a l a población positiva par a l os marcadores C CR9+ y  β7+high. 

Considerando q ue en a mbos p aneles s e em plearon l as c élulas d el m ismo 

individuo sin V IH, de m anera v isual en el  pa nel de tinción 1  hay una  m ayor 

cantidad d e c élulas que pr esentan ambos m arcadores c omparadas c on l as 

observadas en el panel 2.  Lo cual se comprueba con las  frecuencias identificadas 

de linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino, siendo mayor en el panel de tinción 

1 (1.07%) que en el panel de tinción 2 (0.314%). 
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Esta variación en las frecuencias puede ser debida al uso de distintos anticuerpos 

en cada panel. Como se puede observar en ambas figuras (Figura 25A y B) el uso 

de di ferentes an ticuerpos g enera q ue l a distribución de l as poblaciones s ea 

distinta en  cada dot  pl ot e incluso que s e i dentifique una m enor frecuencia en 

alguna población.   

La f recuencia identificada de l infocitos T  C D4+ c on “ homing” al  i ntestino en e l 

panel 1 ( 1.07%) es  s imilar a l a r eportada pr eviamente. Se h an r eportado 

frecuencias del 1% (Chenge, Sheth et  al . 2011) hasta del 2% aproximadamente 

(Mavigner, C azabat e t al . 2 012) en s angre per iférica.  Adicionalmente con el  

primer panel se logró la identificación del  g rado de ac tivación en  los linfocitos T  

CD4+ con “homing” al  intestino y en los lin focitos T CD8+. Con estos resultados 

obtenidos se el igió el  panel de tinción 1 para l a i dentificación de l os l infocitos T 

CD4+ con “homing” al intestino en sangre periférica.     

 

Comparación entre la frecuencia de los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino 

identificada en linfocitos T purificados a partir de PBMC  frescas y PBMC 

congeladas 

En l a Figura 26A (Resultados, s ección 12.5) s e muestran l os dot  plots y  l a 

frecuencia correspondiente a los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino. Esta 

frecuencia f ue del  1.05% y s e det erminó en l infocitos T p urificados a p artir de  

PBMC f rescas. Mientras q ue en la Figura 26B se m uestran los dot  pl ots y  l a 

frecuencia de l os l infocitos T C D4+ c on “ homing” al  i ntestino identificada e n 

linfocitos T purificados a partir de PBMC congeladas (el tiempo de congelación fue 

de 6 meses). La frecuencia en esta población correspondió al 1.02%. 

En ambas figuras (Figura 26A y B) se observa que se logró identificar la población 

CCR9+ y β7+high. Mientras que la frecuencia de los linfocitos T CD4+ con “homing” 

al i ntestino, determinada en l infocitos T p urificados a par tir de PBM C frescas 

(1.05%) y  congeladas (1.02%) fue s imilar. Con esta prueba se determinó que la 

frecuencia de la población de interés no fue alterada por el empleo de linfocitos T 
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purificados a par tir d e P BMC f rescas o c ongelas. Es dec ir, d e ac uerdo a l os 

resultados obtenidos en este experimento el almacenamiento de las PBMC a una 

temperatura de -150° en ni trógeno l íquido, no al teró l a ex presión de l os 

marcadores que proporcionan el “homing” al intestino (CCR9+, β7+high y α4+).  

 

Comparación entre la frecuencia de linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino 

identificada a partir de PBMC y de linfocitos T purificados 

En l a Figura 27A (R esultados, s ección 12.6) s e muestran l os dot  plots y  l a 

frecuencia de l infocitos T CD4+ con “homing” al intestino determinada a partir de 

PBMC congeladas. La frecuencia de la población de interés a partir de PBMC fue 

del 0.819%. Mientras que en la Figura 27B se muestran los linfocitos T CD4+ con 

“homing” al intestino identificados a partir de linfocitos T purificados. La frecuencia 

identificada de la población de interés fue del 1.160%. 

Al c omparar l os dot  p lots c orrespondientes al ex perimento r ealizado a pa rtir de 

PBMC y  l infocitos T purificados ( Figura 27A y  B  r espectivamente), en am bos 

casos s e i dentificó de m anera adecuada a l os l infocitos c on fenotipo CCR9 +, 

β7+high y α4+. Respecto a las frecuencias determinadas en cada prueba (0.819% a 

partir de  P BMC y  1. 160 en l infocitos T p urificados) existe una v ariación ent re 

ambos valores. Esta variación puede deberse a q ue las muestras empleadas en 

estos experimentos pertenecen a dos individuos diferentes sin VIH. Debido a esto 

se esperaba encontrar alguna variación ent re las f recuencias de l a población de 

interés. Sin e mbargo, l os v alores identificados a  par tir d e P BMC y  l infocitos T 

purificados son similares a las reportados que van desde el 1% (Chenge, Sheth et 

al. 2011) hasta del 2% aproximadamente (Mavigner, Cazabat et al. 2012).  

Debido a que se demostró que el uso de PBMC o linfocitos T purificados no altera 

la frecuencia de linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino, se determinó que en 

las muestras con PBMC insuficientes para la purificación se emplearían las PBMC 

totales. 
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Identificación de cambios en la frecuencia de los linfocitos T CD4+ con “homing” al 

intestino dependientes del número de PBMC separadas 

Fueron descartadas posibles variaciones en la frecuencia de los linfocitos T CD4+ 

con “ homing” al  i ntestino de bidas al  n úmero de P BMC s eparadas. Para el lo s e 

hizo una  comparación ent re l os dot plots y  l as frecuencias d e l a po blación de 

interés a partir de 10x106, 25x106 y 50x106 de PBMC congeladas. Comparando los 

dot plots que se muestran en la Figura 28 (Resultados, sección 12.7) de manera 

visual se puede observar que en los tres casos se puede identificar claramente la 

población de linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino. 

Las PBMC empleadas en es te experimento pertenecen al mismo individuo, por lo 

cual se esperaba que las frecuencias de la población de i nterés fueran similares. 

La frecuencia a partir de 10x106 de PBMC fue del 1.03%, en 25x106 fue del 1.02% 

y en 50x 106 de PBMC la f recuencia corresponde al 1.18%. Entre las f recuencias 

no hay una variación que indique que la cantidad de PBMC a partir de l as cuales 

se hizo el análisis, interfiera en l a cantidad identificada de l infocitos T  CD4+ con 

“homing” al  i ntestino. Debido a  q ue e n l as m uestras de es tudio el  número d e 

PBMC separadas fue variable (desde 12x106 hasta 60x106 de PBMC), con estos 

resultados se des cartó alguna posible i nterferencia e n l a i dentificación d e l os 

linfocitos T  C D4+  c on “ homing” al  i ntestino, debidas al  nú mero de P BMC 

separadas.  

 

Frecuencia y activación de los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino  

En l a Tabla 10 (Resultados, s ección 1 2.8) s e m uestran l as f recuencias de  

linfocitos T C D4+ c on “ homing” de  c ada u na de l as m uestras de  es tudio d e l os 

diferentes g rupos. E sta i nformación s e m uestra de  m anera g ráfica en  l a Figura 

29A (resultados, sección 12.8), en la cual se muestra la frecuencia de los linfocitos 

T CD4+ con “homing” al intestino en cada grupo de estudio.  
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El pr imer grupo de estudio mostrado en esta gráfica (Figura 29A) corresponde a 

los i ndividuos s in V IH. E ste g rupo pr esentó una m ediana en l a frecuencia de l a 

población de i nterés del 1. 01. E ste es  un valor s imilar al  r eportado previamente 

que comprende desde el 1% al 2% aproximadamente (Chenge, Sheth et al. 2011; 

Mavigner, Cazabat et  al . 2012).  Se observa que las f recuencias de la población 

de interés comprendidas entre el 25% y el 50% de la población se encuentran más 

dispersas que entre el 50% y 75%. El segundo grupo de estudio corresponde a los 

individuos con VIH sin TAR. En este grupo se identificó una mediana del 0.871 (la 

frecuencia de linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino en individuos con VIH sin 

TAR no ha sido reportada previamente). Se puede observar que la distribución de 

las f recuencias es mayor entre el 50% y el 75% de los datos. El último grupo de 

estudio corresponde a individuos con VIH bajo TAR, el cual presentó una mediana 

de 2.190. En este grupo se observa que la mediana se encuentra al centro de la 

caja, indicando que la distribución de las frecuencias de la población de interés es 

homogénea.  

Comparando las medianas del grupo de individuos sin VIH y con VIH sin TAR no 

se enc ontró di ferencia entre el las. Como y a ha s ido m encionado d urante l a 

infección por el VIH hay una di sminución en la cantidad de l infocitos T  CD4+ en 

sangre per iférica (Langford, A nanworanich et al . 20 07) y en G ALT (Brenchley, 

Price et  al . 2006; McMichael, B orrow et  al . 2010 ; Marchetti, Tincati et  al . 2013). 

Debido a esto, s e es peraba enc ontrar una di sminución en la f recuencia de los 

linfocitos T C D4+ c on “ homing” al  i ntestino de i ndividuos c on V IH s in T AR 

comparada c on l a de i ndividuos s in V IH. Sin em bargo l as m edianas de ambas 

poblaciones son similares entre sí (0.871 en individuos con VIH sin TAR y 1.010 

en individuos sin VIH).  

Se ha r eportado u na correlación pos itiva ent re l a f recuencia d e l os l infocitos T 

CD4+ en sangre purifica y GALT (Mavigner, Cazabat et al. 2012). Basados en esta 

correlación podemos i ndicar q ue al  hab er una c antidad elevada de linfocitos T  

CD4+ en s angre periférica, en el GALT la cantidad de es ta población también es 

elevada. Debido a es to, la cantidad de linfocitos TCD4+ con “homing” al intestino 
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en s angre per iférica n o ha s ido al terada de  m anera c onsiderable. E sto p ermite 

explicar q ue hay a u na frecuencia s imilar de l infocitos T C D4+ c on “ homing” al  

intestino de individuos con VIH sin TAR y sin VIH.  

Comparando l a frecuencia d e l infocitos T CD4+ c on “ homing” a l i ntestino en el 

grupo de i ndividuos con VIH s in TAR y el  grupo con VIH bajo TAR, se encontró 

una di ferencia e ntre ambas frecuencias ( 0.871 y  2. 190 r espectivamente). En 

(Mavigner, Cazabat et al. 2012)se demostró que en i ndividuos con VIH bajo TAR 

la frecuencia de linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino se encuentra elevada 

en sangre periférica comparada con individuos sin VIH. En este estudio se empleó 

una c ohorte q ue pr esentó u na m ediana de  5. 5 años  baj o T AR, un c onteo d e 

linfocitos T CD4+ de 668 cel/µl y una frecuencia de linfocitos T CD4+ con “homing” 

al intestino del 6% aproximadamente. Mientras que en nuestro estudio la mediana 

del TAR corresponde a 6 años, el conteo de linfocitos T CD4+ fue de 497.5 cel/µl y 

la frecuencia de la población de interés del 2.190%.  

La frecuencia de la población de interés que fue reportada en(Mavigner, Cazabat 

et al. 20 12)es m ayor (6%) a l a q ue fue de terminada en este t rabajo (2.190%). 

Considerando el conteo de los linfocitos T CD4+ se observa que en la referencia, 

hubo un mayor conteo de l infocitos T CD4+ en sangre periférica. Esto indica una 

mayor r ecuperación d e es ta población, i ncluyendo a l os l infocitos T  C D4+ c on 

“homing” al  i ntestino q ue se m antiene en c irculación. Mientras q ue en nu estro 

grupo de estudio hay una menor recuperación de los linfocitos T CD4+ en sangre 

periférica y de la población de interés. Sin embargo se encontró diferencia entre la 

frecuencia de l infocitos T CD4+ con “homing” al intestino entre los individuos con 

VIH sin TAR e individuos con VIH bajo TAR como se esperaba.  

Se ha propuesto q ue en di viduos c on VIH baj o TAR hay  un a r ecuperación d e 

linfocitos T C D4+ c on “ homing” al  i ntestino, s in e mbargo s olo se mantienen en  

circulación y por lo tanto su frecuencia es mayor que individuos sin VIH (Mavigner, 

Cazabat et al. 2012). Considerando esto, se esperaba observar una elevación en 

la f recuencia de l a población de i nterés en  individuos con V IH bajo T AR 

comparada c on i ndividuos s in V IH. En i ndividuos s in V IH s e determinó u na 



66 
 

frecuencia del  1.010% y  e n i ndividuos con VIH bajo TAR fue del   2.190%. Esto 

indica que en los individuos sin VIH los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino 

se mantuvieron en G ALT y  en  c irculación solo s e i dentificaron aquellos q ue se 

dirigían del sitio inductor hacia el GALT como ha s ido reportado (Gorfu, Nieves et 

al. 20 09; Mavigner, C azabat e t al . 20 12). Y  en i ndividuos c on V IH baj o TAR s e 

observó una m ayor f recuencia de la población de interés, dem ostrando s u 

mantenimiento en sangre periférica como se esperaba.  

 

Grado de activación en los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino  

En l a Figura 29B (Resultados, s ección 1 2.8) s e muestra d e m anera g ráfica e l 

grado de activación identificado en los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino. 

El pr imer g rupo de es tudio son los individuos sin V IH. La  mediana del  g rado de 

activación en los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino de este grupo fue del 

2.120%. S e obs erva que hay  una m enor distribución d e l as f recuencias en el 

primer cuartil c omparado c on el  t ercero. En el  s egundo g rupo d e estudio 

correspondiente a los individuos con VIH sin TAR se determinó una activación del 

6.810%. Las frecuencias de es te grupo se encuentran con una mayor dispersión 

en el  pr imer cuartil mientras que en el  tercero es menor. Finalmente en el  tercer 

grupo correspondiente a l os individuos con VIH bajo TAR se determinó un g rado 

de ac tivación del  2. 555% y  s e m uestra u na m ayor di spersión de l os dat os e n 

tercer cuartil.  

Se s abe q ue dur ante l a i nfección p or V IH di stintas po blaciones c elulares s on 

alteradas y presentan distintos marcadores de activación (Langford, Ananworanich 

et al . 2 007; McMichael, B orrow et al. 201 0). Entre es tas pobl aciones se 

encuentran los linfocitos T CD4+ (Langford, Ananworanich et al. 2007). Tanto en el 

estudio r ealizado p or (Jain, H artogensis et al . 2 013)como e n e l r ealizado por  

(Hunt, M artin et  al . 2 003)se i dentificó el  g rado d e ac tivación es ta pobl ación. En 

individuos sin VIH se muestra un grado de activación del 4% aproximadamente, en 

individuos c on V IH s in T AR fue del 10% y  en i ndividuos c on V IH baj o T AR f ue 
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cercana al  5% (frecuencias similares en a mbos es tudios). C onsiderando es tas 

frecuencias, el comportamiento en el grado de activación en los linfocitos T CD4+ 

fue similar al mostrado por los linfocitos T CD8+ (Butler, Valdez et al. 2011; Jain, 

Hartogensis et al. 2013).  

Sin e mbargo el  g rado de  ac tivación en l os l infocitos T C D4+ c on “ homing” a l 

intestino, n o ha  s ido r eportado previamente. En bas e a  l o r eportado e n l os 

linfocitos T CD4+, se esperaba un comportamiento similar en nuestra población de 

interés. E ntre i ndividuos s in V IH e i ndividuos c on V IH s in T AR no s e enc ontró 

diferencia significativa en e l grado d e ac tivación de la pobl ación  de i nterés 

(mediana del 2 .120% y  6. 810% r espectivamente). D e manera g ráfica s e puede 

observar q ue l a mediana del g rado d e ac tivación en l os i ndividuos c on V IH s in 

TAR se encuentra elevada comparada con la correspondiente a los individuos sin 

VIH. Sin embargo al ser bajo el número de individuos en cada grupo (sin VIH n=5 

y c on V IH s in TAR n=4) l a di spersión de  un  s olo ev ento m odifica el  análisis 

estadístico. E sta d ispersión evita que s e i dentifique un a diferencia s ignificativa 

entre los grupos. Como ya fue mencionado en ambos grupos hay una di spersión 

de los datos. Considerando esta dispersión y el bajo número de individuos en cada 

grupo se explica la ausencia de la diferencia significativa entre ambos grupos.  

Entre el grado de activación de los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino del 

grupo de i ndividuos c on V IH s in TAR y  c on V IH baj o T AR ( 6.810% y  2. 555% 

respectivamente) no se encontró diferencia significativa. Sin embargo la mediana 

correspondiente al grupo de individuos con VIH sin TAR es mayor a la mediana de 

los i ndividuos baj o TAR. E n es te úl timo g rupo se o bserva q ue hay  una g ran 

dispersión de  l os dat os e n el  t ercer i ntercuartil. D e m anera s imilar al  análisis 

anterior, el bajo número de individuos en cada grupo (con VIH sin TAR n=4 y con 

VIH bajo TAR n=4) y la dispersión de los datos interfiere en la identificación de una 

diferencia significativa entre los grupos.  

Finalmente en tre el grupo de  i ndividuos sin V IH y  c on V IH b ajo TAR no s e 

identificó una diferencia significativa. Comparando los valores de las medianas (sin 

VIH 2.120% y con VIH bajo TAR 2.555%) se observa que son similares a pesar de 
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la amplia di stribución de l os datos en el  g rupo de i ndividuos con VIH bajo TAR. 

Aunque no s e l ogró i dentificar di ferencias s ignificativas ent re l os g rupos, l a 

comparación entre las medinas permite identificar que los individuos con VIH sin 

TAR pr esentan el m ayor g rado de ac tivación. M ientras q ue el us o d el T AR 

contribuye a l a di sminución del  g rado d e activación s in e mbargo s igue s iendo 

superior al  de i ndividuos s in V IH. Posiblemente un i ncremento en  el  nú mero d e 

individuos por grupo permitiría identificar la presencia de diferencias significativas.  

 

Grado de activación en los linfocitos T CD8+  

Durante la infección por VIH hay una activación crónica del sistema inmunológico 

(Vergis and Mellors 2000; Hunt, Martin et al. 2003; Hunt 2007; Klatt, Funderburg et 

al. 2013). El grado de activación del sistema inmunológico identificado a través de 

los l infocitos T C D8+, es  empleado c omo un marcador de l a pr ogresión d e l a 

infección (Hunt 20 07). E l gr ado de  activación en l a i nfección p or V IH h a s ido 

ampliamente es tudiado. S e s abe q ue en i ndividuos c on V IH s in T AR l lega a 

presentar un g rado de activación desde el  50% (Butler, Valdez et  al. 2011; Jain, 

Hartogensis et  al . 2 013) hasta el  80 % (Chevalier, P etitjean et  al . 20 13) 

dependiendo de las características clínicas del grupo de estudios. Mientras que el 

uso del TAR contribuye a la disminución del grado de activación sin llegar al de un 

individuo s in V IH (Hunt, M artin et  al . 2 003; Butler, V aldez et  al . 2011 ; Jain, 

Hartogensis et al. 2013).  

En la Figura 29C (Resultados, sección 12.8) se muestra el grado de activación en 

los i ndividuos s in V IH. La  m ediana c orresponde a 0.290% y  l os dat os 

correspondientes al  t ercer i ntercuartil se encuentran más di spersos. La mediana 

del g rupo de i ndividuos c on V IH s in T AR f ue de l 3. 225% y  d e ac uerdo a l o 

observado en la gráfica se presentó una baja dispersión de la población. Mientras 

que l a m ediana del g rado de ac tivación en el g rupo de i ndividuos con V IH bajo 

TAR fue del 0.662% y la dispersión de los datos se puede considerar homogénea.  
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Comparando el grado de ac tivación en individuos sin VIH y el perteneciente a los 

individuos c on V IH s in T AR, s e e ncontró una di ferencia s ignificativa ent re l as 

medianas de cada grupo como se esperaba. Sin embargo el grado de activación 

determinado en individuos con VIH sin TAR es bajo (3.225%), considerando que 

se ha r eportado un g rado d e ac tivación aproximado del 50%  en es ta p oblación 

(Butler, Valdez et al. 2011; Jain, Hartogensis et al. 2013). En el estudio realizado 

por (Chevalier, P etitjean et  al . 2013)presenta un g rupo d e es tudio de i ndividuos 

con V IH s in T AR con un c onteo de l infocitos T  C D4+ de 490 c el/µl (menor al  

conteo d e nu estro g rupo d e es tudio). E n es te es tudio se de terminó el  g rado de 

activación del sistema inmunológico y los individuos con VIH sin TAR presentaron 

un grado de activación desde el 2% hasta el 15%, incluyendo valores similares a 

los determinados en nuestro grupo de estudio.  

Entre l os v alores d el g rado de activación c orrespondientes a  los g rupos de  

individuos c on V IH s in T AR y  c on V IH baj o T AR s e enc ontró una di ferencia 

significativa. E l g rupo c on V IH s in TAR p resentó una mediana del  g rado d e 

activación del  3. 225% y  en el  g rupo c on V IH baj o TAR fue d e 0.662%. Estos 

valores indican que el  uso del TAR ha contribuido a la disminución del grado de 

activación. Retomando el estudio realizado por (Chevalier, Petitjean et al. 2013)en 

donde se consideró un grupo de individuos con VIH bajo TAR con un conteo de 

linfocitos T  C D4+ de  750 c el/µl, se det erminó u n g rado de ac tivación en l os 

linfocitos T CD8+ menor al  2%, un valor s imilar al  determinado en nuestro grupo 

de estudio.  

Comparando las medianas del grado de activación del grupo sin VIH y del grupo 

con V IH baj o TAR (0.290% y  0. 662% r espectivamente) no s e e ncontró alguna 

diferencia significativa entre ambos grupos. Esto indica que el grado de activación 

disminuyó en los individuos bajo TAR. Si comparamos el valor de las medianas de 

cada grupo podemos observar que son s imilares, sin embargo en  los individuos 

con VIH bajo TAR el grado de ac tivación continua siendo un poco mayor que en 

individuos sin VIH. En general el grado de activación en los tres grupos de estudio 

se comporta de acuerdo a lo reportado previamente. Siendo mayor en i ndividuos 



70 
 

con VIH s in TAR y disminuyendo en los individuos que se encuentran bajo TAR 

sin llegar al nivel de los individuos sin VIH.  

 

Correlaciones de los datos clínicos y las frecuencias determinadas para los 

linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino 

Empleando los datos clínicos mostrados en la Tabla 7 (Resultados, sección 12.1) 

y las f recuencias determinadas en cada grupo de estudio se hicieron graficas de 

correlaciones. E n l a Figura 30A (Resultados, sección 12. 8) se m uestra l a 

correlación correspondiente a la CV y el conteo de l infocitos T CD4+ en el grupo 

de i ndividuos c on V IH s in T AR. E n es ta primera c orrelación s e obs erva q ue a 

mayor CV el conteo de linfocitos T CD4+ es menor. Esto es debido al incremento 

en la replicación viral y la depleción de los linfocitos T CD4+ durante el curso de la 

infección (McMichael, Borrow et al. 2010; Butler, Valdez et al. 2011).  

La Figura 30B ( Resultados, s ección 1 2.8) corresponde a l a c orrelación e ntre el  

conteo de linfocitos T CD4+ y la frecuencia de los linfocitos T CD4+ con “homing” 

al i ntestino ( individuos c on V IH s in T AR). Se m uestra una c orrelación neg ativa 

entre ambos parámetros, la cual indica que a mayor conteo de linfocitos T CD4+ 

hay una m enor frecuencia de l infocitos T C D4+ c on “ homing” al  i ntestino. E sta 

correlación puede interpretarse considerando que a m ayor conteo de linfocitos T 

CD4+ hay una mayor cantidad de esta población en GALT (Mavigner, Cazabat et 

al. 20 12). Por l o t anto s i l a depleción de l os l infocitos T C D4+ con “ homing” a 

intestino en el G ALT es  baj a, l a di ferenciación d e l infocitos c on es te fenotipo 

también lo será y por lo tanto se detectará una menor frecuencia de esta población 

en sangre periférica.  

La correlación en la Figura 30C (Resultados, sección 12.8) muestra el conteo de 

los l infocitos T C D4+ y  el  gr ado de activación e n l os l infocitos T  C D4+ con 

“homing” al  i ntestino en el  g rupo de i ndividuos c on V IH s in T AR. C omo y a f ue 

mencionado se esperaba que el grado de activación en los linfocitos T CD4+ con 

“homing” al intestino fuera similar al que presentan los linfocitos T CD8+. Es decir 
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que a m ayor grado de ac tivación m enor conteo d e l infocitos T C D4+ (Butler, 

Valdez et  al . 20 11; Jain, H artogensis et  al . 2013). Sin em bargo s e ob serva u na 

correlación contraria a la esperada. Esta correlación se modifica por un solo punto 

(punto correspondiente al  menor conteo de lin focitos T  CD4+ y  m enor g rado de 

activación en los l infocitos T  CD4+ con “homing” al  i ntestino), deb ido a e sto y  a 

que solo se están considerando cuatro valores no es posible dar una conclusión 

sobre la correlación entre estas poblaciones.  

En la Figura 30D (Resultados, sección 12.8) se observa que la correlación entre el 

grado de ac tivación en l os linfocitos T CD8+ y el conteo de l os linfocitos T CD4+ 

es n egativa (en el g rupo c on V IH s in TAR). Esto i ndica q ue al  haber un  mayor 

grado de ac tivación en l os l infocitos T  C D8+ hay  una m ayor pr ogresión de l a 

infección y por lo tanto se observa un menor conteo en los linfocitos T CD4+. Esta 

correlación coincide con lo reportado previamente (Hunt 2007; Butler, Valdez et al. 

2011). 

Se sabe que una mayor CV indica una m ayor replicación v iral y por lo tanto un 

aumento en la depleción de los linfocitos T CD4+. Esto contribuye a un incremento 

en el grado de activación que se ve reflejado en una mayor frecuencia de linfocitos 

T CD8+ que expresan CD38 y  HLA-DR (Paiardini and Trutwin 2013). Esto pudo 

ser comprobado en nuestro grupo de estudio de individuos con VIH sin TAR como 

muestra la correlación de la Figura 30E (Resultados, sección 12.8). 

En la Figura 30F (Resultados, sección 12.8) se muestra una correlación positiva 

entre el  g rado de ac tivación en l os l infocitos T  C D8+ y  la f recuencia d e l os 

linfocitos T C D4+ c on “ homing” al  i ntestino (individuos con V IH s in TAR). Esta 

correlación pu ede s er i nterpretada c onsiderando q ue una mayor ac tivación del  

sistema inmunológico podría indicar de forma indirecta una mayor alteración en el 

GALT (Brenchley, Price et al. 2006; Klatt, Funderburg et al. 2013). Debido a esto 

se es peraría un a m ayor di ferenciación d e l infocitos T C D4+ c on “ homing” al  

intestino y por lo t anto una  mayor f recuencia de es ta población en sangre 

periférica. Mientras que en un menor grado de activación se esperaría una menor 
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diferenciación de l a p oblación d e i nterés y  por  l o t anto l a c antidad en s angre 

periférica sería menor.  

En la úl tima grafica de correlaciones m ostrada en la Figura 30G (R esultados, 

sección 12.8) contrario a lo que se esperaba, se observa una correlación negativa 

entre la cantidad de l infocitos T CD8+ activados y la frecuencia de los linfocitos T 

CD4+ c on “ homing” al  i ntestino activados ( individuos c on V IH s in T AR). Para l a 

interpretación de es ta correlación se propone  considerar la Figura 30F. La cual 

indica q ue al ha ber u n m ayor g rado de activación del  s istema i nmunológico, en 

sangre periférica hay una mayor f recuencia de l infocitos T CD4+ con “homing” al 

intestino. Como y a ha s ido mencionado es tos l infocitos c orresponden a  l a 

población que va desde las Placas de Peyer o los ganglios linfáticos mesentéricos, 

hacia el  G ALT des pués de s u diferenciación (Gorfu, N ieves et  al . 200 9; Shale, 

Schiering et  al . 2013). Por lo tanto se podría esperar que estos l infocitos aún no 

hayan sido activados debido a q ue fueron tomados en circulación antes de llegar 

al GALT.   

Estas c orrelaciones fueron r ealizadas par a el g rupo d e i ndividuos c on VIH b ajo 

TAR. Sin embargo en este grupo no se encontraron correlaciones. Esto puede ser 

debido a q ue cada individuo muestra una recuperación de los l infocitos T CD4+ 

con “homing” al intestino distinta. Esta variación puede depender del momento en 

que inició con la TAR o de características propias del individuo bajo TAR. (Macal, 

Sankaran et al. 2008; Chenge, Sheth et al. 2011).  

Es i mportante mencionar q ue l os r esultados o btenidos e n es te t rabajo 

experimental d eben ser considerados como un pr imer acercamiento al  

comportamiento de las poblaciones. Esto es debido a que el número de individuos 

en cada grupo de estudio bajo (sin VIH n=5, con VIH sin TAR n=4 y con VIH bajo 

TAR n=4). Como ya fue mostrado la dispersión de un solo dato puede afectar la 

correlación entre dos poblaciones. Por lo tanto sería recomendable incrementar el 

número de i ndividuos en c ada g rupo de e studio p ara i dentificar c laramente l as 

correlaciones existentes entre las poblaciones.   



73 
 

13. CONCLUSIONES 

Los r esultados obtenidos en este trabajo per mitieron la es tandarización de u n 

panel de t inción par a l a i dentificación de l os l infocitos T C D4+ c on “ homing” al  

intestino, el grado de activación en esta población y en los linfocitos T CD8+. Esta 

identificación se logró a partir de muestras de sangre periférica de los tres grupos 

de estudio: individuos sin VIH, con VIH sin TAR e individuos con VIH bajo TAR. 

Se demostró que distintas condiciones de l a muestra como el empleo de c élulas 

frescas o congeladas, el tipo de población teñida (PBMC o linfocitos T purificados), 

el per iodo d e al macenamiento y  l a c antidad de PBMC s eparadas, no altera l a 

frecuencia de l infocitos T  C D4+ c on “ homing” al  i ntestino i dentificada e n cada 

muestra. 

Las frecuencias de los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino en individuos sin 

VIH y c on V IH s in T AR f ueron s imilares. Como fue mencionado el  c onteo d e 

linfocitos T C D4+ entre a mbas po blaciones t ambién fueron s imilares. Estos 

resultados sugieren que la frecuencia de la población de interés en individuos con 

VIH sin TAR se encuentra relacionada con el conteo de linfocitos T CD4+. Y por lo 

tanto la determinación de l a frecuencia de los l infocitos T CD4+ con “homing” al  

intestino podría ser empleada en combinación con el conteo de linfocitos T CD4+ 

para conocer de manera indirecta el estado del GALT.  

En el  grupo de i ndividuos con VIH bajo TAR se determinó una mayor f recuencia 

de los l infocitos T CD4+ con “homing” al intestino. Indicando de manera indirecta 

que el  da ño en el  GALT s e mantiene, presentadose u na disminución e n l a 

expresión de C CL25 y α4β7. Por lo tanto la población de interés se mantiene en 

circulación. E ste r esultado per mite t omar en c onsideración q ue un a m ayor 

frecuencia d e l a población de i nterés e n i ndividuos b ajo TAR i ndica una b aja 

reconstitución del GALT.  

En este trabajo se logró la identificación del grado de activación en los linfocitos T 

CD4+ “ homing” al  i ntestino, el c ual n o ha bía s ido r eportado previamente. Se 

identificó que hay un mayor grado de activación en los individuos con VIH sin TAR, 
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el c ual di sminuye en  i ndividuos baj o T AR has ta v alores s imilares al  de l os 

individuos s in V IH. E stos r esultados j unto a l as frecuencias de l a po blación de 

interés, s e c omplementan para s ugerir a l os l infocitos T C D4+ c on “ homing” al  

intestino como un marcador complementario al  conteo de l infocitos T  CD4+ y  la 

CV para tener un panorama más amplio de la progresión de la infección.  

Adicionalmente s e l ogró l a i dentificación del g rado de ac tivación del  s istema 

inmunológico m ediante la expresión de los marcadores de ac tivación en l os 

linfocitos T C D8+. Los r esultados ob tenidos e n l os t res g rupos d e estudio 

coinciden con el comportamiento reportado.  

Los resultados ob tenidos a partir de l as correlaciones entre l a frecuencia de l os 

linfocitos T CD4+ con “homing” al  i ntestino y l os parámetros c línicos ( conteo de 

linfocitos T  C D4+ y  CV) en i ndividuos c on V IH s in T AR, per miten c onocer d e 

manera i ndirecta el  p osible es tado d el G ALT. E sto c omplementa y r efuerza l a 

propuesta d e e mplear l os l infocitos T  C D4+ c on “ homing” al  i ntestino como un 

marcador complementario para conocer la progresión de la infección.  
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14. PERSPECTIVAS 

En el  pr esente trabajo s e o btuvieron r esultados q ue p ermiten t omar e n 

consideración a l os linfocitos T C D4+ c on “ homing” al  i ntestino c omo u na 

población i mportante dur ante l a i nfección por  el  V IH. La alteración en s u 

frecuencia t iene di stintas r epercusiones que representan nuevas ár eas de  

investigación, como pueden ser: 

• Identificar alguna relación entre la frecuencia de l os l infocitos T CD4+ con 

“homing” al intestino y la presencia de ciertas poblaciones bacterianas en el 

lumen intestinal. 

  

• Realizar estudios longitudinales que permitan identificar el comportamiento 

de los linfocitos T CD4+ con “homing” al intestino durante la infección por el 

VIH.  

 
• Realizar estudios longitudinales que contemplen el grado de activación en 

los l infocitos T CD4+ con “homing” al  i ntestino durante l a i nfección por  el  

VIH.  
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