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Resumen

La patogénesis de la enfermedad ocasionada por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) conduce
a una disminucion de la cantidad de células T CD4" en sangre, causando el desarrollo del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) por mecanismos indirectos e independientes del efecto citopatico
causado por el ciclo de replicacidn viral. El incremento en la activacidn de las células T es considerado
uno de estos mecanismos.

En la infeccién por VIH, la activacién celular se encuentra incrementada y ha sido identificada como un
fuerte predictor del progreso de la infeccién, descrito como la disminucidn de la cantidad de células T
CD4" en sangre y una progresién mas rapida a SIDA, ademads de ser predictor para varias consecuencias
patoldgicas de la infeccién. Entre los marcadores de activacién, la expresion de la molécula CD38 ha sido
ampliamente caracterizada como predictor de la progresion de la enfermedad, aunque su participacion
en la patogénesis por VIH no se ha demostrado aun. Existen otros marcadores de activacion que
también se han encontrado incrementados en la infeccidn, como Ki67, que se ha usado para medir
proliferacién, mecanismo central de la activacidn celular. El valor predictivo de estos marcadores puede
diferir dependiendo de en qué subpoblaciones de células T es expresada, implicando que poseen
distintas funciones dentro de la activacidn celular.

Las células T de memoria centrales (Tcy, CCR7* CD45R0Y) tienen gran capacidad para proliferar y de
autorrenovacién, y bajo condiciones de estimulacion se diferencian en células T de memoria efectora
(Tem, CCR7” CD45RO"). Por estas caracteristicas, las células Tey son relevantes en los estudios que
evaluan la patogénesis del VIH.

Este estudio tuvo como objetivo realizar un analisis de las distintas subpoblaciones de células T CD4", y
los subconjuntos de cada subpoblacidn, principalmente de las células T¢y, comparando sus proporciones
y la frecuencia con la que expresan las moléculas CD38 y Ki67, con el fin de identificar si la infeccion por
VIH afecta de manera distinta a estos subconjuntos, pudiendo sugerir un mecanismo de alteracion de la
homeostasis del conjunto de células T¢y, circulantes.

En este estudio describimos como los distintos subconjuntos de células Ty pueden estar alterados en la
infeccion por VIH, y como estas alteraciones estan asociadas a la expresidon de CD38. La expresidn de
esta molécula estd asociada a la pérdida de un subconjunto con capacidades de autorregeneracion
ademas de que podria favorecer la infeccién de otros subconjuntos de células Tey. El estudio de los
subconjuntos de células T¢y es relevante porque puede ayudar a comprender cuales células son mas
susceptibles a la infeccidén por VIH.



Abstract

The pathogenesis of the disease caused by the human immunodeficiency virus (HIV) leads to a reduction
of the CD4" T cell blood counts, causing the development of the acquired immune deficiency syndrome
(AIDS) by indirect mechanisms moreover the cytopathic effect of the virus replication cycle. The
increased T cell activation is considered one of these mechanisms.

In the HIV infection, the cell activation is increased and it has been identified as a strong disease
progression predictor, the disease progression is described as a reduction of CD4" T cell counts and a
fast development of AIDS, besides been the predictor of several pathological consequences. Among
activation markers, CD38 expression has been strongly characterized as disease progression predictor,
although, its entry in HIV pathogenesis has not been found yet. There are other incremented activation
markers, like Ki67, that is used for proliferation measure, the central mechanism of cell activation. The
predictive value of these markers can change according in which T cell subsets are expressed, involving
that these markers possess distinct functions.

The central memory T cells (Tcy CCR7 CD45R0") have a great proliferation capacity and self-renewing
capacity, under stimulation, they differentiate into effector memory T cells (Tgy CCR7 CD45R0OY). For this
features, these cells are relevant in studies about HIV pathogenesis.

The aim of this study was to perform a CD4" T cell subsets analysis, mainly the T¢y subpopulation, by
comparing their frequencies and their CD38 and Ki67 expression, with the goal of identify if the HIV
infection affects in a distinctive way the T¢y subsets, and in this way, suggest a mechanism of
homeostasis alteration in this subpopulation.

In this study we described how the distinct T¢y subsets can be disrupted in HIV infection, and how this
disruptions are associated with CD38 expression. CD38 is associated to the loss of a subset with self-
renewing capacities besides that its expression could promote the infection on other T¢y subsets. The
study in Tey subsets is relevant because it could help to comprehend which cells are more vulnerable to
HIV infection.



Introduccion

VIH y SIDA

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) es un lentivirus que pertenece a la familia
Retroviridae. infecta a las células del sistema inmune, principalmente a los linfocitos T CD4",
destruyendo o alterando su funcién (1). Esta infeccion genera un deterioro progresivo del
sistema inmune ocasionando una inmunodeficiencia. El sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) es la etapa final de esta infeccién, donde la inmunodeficiencia generada
ocasiona el paso de infecciones oportunistas (2). La relevancia de esta infeccién radica en que
aun no hay cura y sin un tratamiento antirretroviral oportuno la tasa de sobrevivencia es muy
baja (1, 2). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, 36.9 millones de personas se
encontraban infectadas al término del afio 2014, teniendo alrededor de 2 millones de casos
nuevos por afio y 1.2 millones de personas fallecidas por causas asociadas a la infeccién (2).

La patogénesis de esta infeccion debe de involucrar varios mecanismos indirectos que
favorezcan a la muerte celular, independientes del efecto citopatico ocasionado por el ciclo de
replicacion viral (3). Por lo que a mds de 30 afios del surgimiento de la epidemia por VIH, no se
comprenden satisfactoriamente los procesos que dan lugar a la pérdida de células T CD4", la
cual caracteriza a esta infeccidon y conduce al desarrollo del SIDA (4). A pesar de que la pérdida
de la frecuencia de células T CD4" correlaciona con la carga viral, esta solo explica del 3% al 9%
de la variabilidad de la pérdida (5). Durante la infeccidn, la tasa de pérdida de células T CD4" es
muy variable dependiendo de la fase (6), al igual que la carga viral (7), pero se ha visto que solo
una pequefia cantidad de células estan infectadas o contienen ADN proviral (1/100,00 y
1/10,000) (8). Esto indica que las tasas de infeccion y replicacién viral son bajas comparadas con
la pérdida de células T CD4" que se observa en la infeccién (8).

Linfocitos T CD4*

El blanco principal del VIH son los linfocitos T CD4" ya que la molécula CD4 es el receptor de
entrada (1). esta poblacidon celular es heterogénea, y estda compuesta por varias subpoblaciones
con distintas funciones de acuerdo a su estado de diferenciaciéon causado por la estimulacidn
(9). Las células Naive son células que no han sido estimuladas por un antigeno especifico, al ser
estimuladas, se produciran células de dos tipos principalmente, las células de memoria
centrales (Tem, CCR7T CD45RO’); que se alojan en dérganos linfoides secundarios y sangre, vy las
células de memoria efectoras (Tem, CCR7 CD45RO") que se alojan en sangre y en tejidos (9, 10).



Las células Tem no producen citocinas proinflamatorias y son importantes para mantener la
frecuencia de células totales, ya que son productoras de IL-2 y tienen una mayor respuesta
proliferativa ante estimulos antigénicos y homeostdaticos que las células Tgy, ademds poseen
una vida media prolongada (9-11). Estas caracteristicas causan que las células Tcy que sean
infectadas acaben siendo reservorios virales (12), sin embargo, podemos decir que estas células
son relevantes para los estudios acerca de la patogénesis del VIH ya que a pesar de que si
pueden ser infectadas por el virus (¥15% en modelos animales) (13—-15), su capacidad de
proliferacién y mantenimiento de la homeostasis continla presente en la etapa crdnica de la
enfermedad (13).

Disfunciones celulares asociadas a la pérdida de células T CD4" en la infeccién por VIH

Al identificar que la causa de la disminucidn de las células T CD4+ en la infecciéon por VIH se
debe tanto a mecanismos directos como indirectos, se han encontrado varias disfunciones
celulares que podrian estar asociadas. Algunos de estos mecanismos son:

- Arresto del ciclo celular. Las células Tey de pacientes VIH™ al estar en fase S del ciclo
celular son mas susceptibles a la muerte celular por apoptosis y tienen limitaciones para
completar el ciclo celular (16). Es claro que existe un desbalance en la
produccién/destruccién de células T CD4" durante la infeccién. Frente a esto, se han
identificado a las proteinas Vif y Vpr como causantes del arresto del ciclo celular en la
fase G2 en células infectadas (17, 18), pudiendo ocurrir esto a través de mecanismos de
ubiquitinacidon y degradacion de proteinas con accién antirretroviral como APOBEC3G
(19), promoviendo la estabilidad y bloqueando la degradacién del inhibidor del ciclo
celular, TP53 (20). También se ha documentado que en células T CD4" de pacientes VIH,
la expresidon de Ki67, molécula presente en todas las fases del ciclo celular (21), no
solamente identifica a proliferacién celular, sino que podria estar marcando a células en
las cuales hay arresto celular en fase G1 del ciclo; ademas, las células Ki67" son
productoras de la proteina viral p24 (22).

- Incremento de muerte celular de células no infectadas. Este proceso se ha visto de
forma independiente de la via Fas-FasL (23). Se ha propuesto otro proceso de muerte
celular en modelos in vitro, la piroptosis, que es un proceso caracterizado por la
presencia de caspasa 1 en vez de caspasa 3 (24, 25). Los factores proinflamatorios
generados en la piroptosis podrian inducir muerte celular generalizada; al liberarlos
estarian induciendo la muerte de otras células.



- Se ha documentado que en la infeccién por VIH se encuentra incrementada la
concentracion sérica de Interleucina 7, citocina importante para la proliferacion y
diferenciacién de linfocitos T (26). Sin embargo, la expresion del receptor (IL-7R) esta
reducida en células Ty (27, 28). Este fendmeno parece participar como un mecanismo
de compensacién por la linfopenia de células T CD4" presente (27, 29, 30). El patrén de
expresion del receptor de IL-7 condiciona a las células a no recibir el estimulo necesario
para mantener la homeostasis. La expresion de IL-7R en células Tcw CD4" de pacientes
VIH" correlaciona de manera negativa con la expresién de moléculas asociadas a la
activacion como CD38 y HLADR (28). Como la expresién de marcadores de activacidon
crénica esta asociada al progreso de la infeccidn, se podria esperar que la respuesta
deficiente a IL-7 empeore con el avance de la infeccidon. Se ha evidenciado en sujetos
sanos que las células Ty que no expresan IL-7R poseen una expresion menor de CCR7 y
mayor tendencia a sufrir apoptosis (31). Es posible que la activacién celular
incrementada que se encuentra en la infeccién por VIH pudiera condicionar a que este
mecanismo de homeostasis esté alterado.

A pesar de estas deficiencias, la frecuencia de las células T CD4" puede mantenerse durar varios
afios hasta la aparicién de la fase de SIDA. Otro fendmeno consistente entre los pacientes con
VIH es la activacidn crénica incrementada (32—34), este fendmeno siempre se ha encontrado
asociado a la progresién de la enfermedad.

En modelos animales, la infeccién por el Virus de la Inmunodeficiencia de Simios (SIV) en su
hospedero natural, el mangabey ahumado (Cercocebus atys), no desarrolla una
inmunodeficiencia a pesar de la alta tasa de replicacién viral (35). En contraste, la infecciéon en
Macacos Rhesus, el SIV si genera una inmunodeficiencia, muy parecida a la generada por la
infeccién por el VIH en humanos. Se han identificado varias diferencias entre la infeccién por el
SIV en mangabeys y en Macacos Rhesus, entre las que destaca la baja expresidon de marcadores
de activacion en células T en el hospedero natural (35-39).

Activacion crénica

La alta expresién de moléculas asociadas a la activacidn inmune presenta una consistente
correlacion con el avance de la infeccidn, caracterizada por la pérdida de células T CD4" y un
rapido avance a la fase de SIDA (34, 40-47). La activacién de células T a la que se refieren
diversos estudios implica varios procesos, como la proliferacién, la produccién de citocinas y el
incremento del metabolismo (41), todos estos mecanismos son caracterizados por la expresion
de moléculas especificas conocidas como marcadores de activacion. La asociacién estadistica
gue existe entre la expresién de estos marcadores no es indicadora de causalidad, sin embargo,



es razonable pensar que puedan estar interviniendo dado que su expresién incrementada
distingue a individuos en los que la enfermedad por VIH avanzard rapidamente. Cada marcador
participa en distintos procesos bioldgicos, algunos de ellos asociados, pero esto dificulta
proponer mecanismos concretos en la inmunopatogénesis, por lo cual es necesario comprender
la contribucién de cada marcador.

Entre estos marcadores, la molécula CD38 ha sido ampliamente caracterizada como un
predictor de progresién de la enfermedad (42, 47, 48). La alta expresiéon de este marcador
durante la patogénesis del VIH también es un correlato de varias consecuencias patolégicas
asociadas a la infeccién, tales como disfunciones del endotelio vascular que pueden llegar a
causar arterosclerosis, a pesar del tratamiento antirretroviral (49-51). Asi mismo, el nivel alto
de expresién de CD38 esta asociado a una respuesta pobre al tratamiento antirretroviral, donde
la recuperacion de la frecuencia de las células T CD4" no es tan efectiva como en los pacientes
en los que la expresién de CD38 disminuye en respuesta al tratamiento (34), adicionalmente, la
alta expresion de CD38 se asocia con el desarrollo del Sindrome Inflamatorio por Reconstitucion
Inmune (SIRI) (52). En los estudios enfocados al desarrollo de potenciales vacunas, la expresion
de CD38 ha sido identificada como una respuesta indeseable (53). Esta molécula parece ser
importante ya que ademas de su consistente asociacion con el progreso de la infeccidn,
también estd implicada en otras alteraciones patoldgicas presentes en la infeccidén por VIH.

Sin embargo la funcion de CD38 dentro del proceso de patogénesis del VIH no se conoce. Se
sabe que es una ectoenzima expresada en varios tipos celulares. Sus funciones son varias.
Como enzima participa en la regulacion de los niveles de calcio intracelular y en la produccién
de nicotinamida (NAm), ADP-ribosa ciclica (cADPR). También se le han atribuido funciones
relacionadas a la adhesién y migracién (54-56).

Existen otros marcadores de activacién como Ki67, cuya expresidon también se ha encontrado
incrementada la infeccion por VIH y que indican que una célula se encuentra en ciclo celular
(21, 47, 57). La expresion alta de Ki67 correlaciona con el perfil de expresidon de varios
marcadores de activacion independientes de la proliferacion, como HLA-DR y CD69, pero no
siempre correlaciona con la expresiéon de CD38 (58). El valor predictivo de estos marcadores
puede diferir dependiendo de la subpoblacién de células T que lo expresa, implicando que
poseen distintos roles dentro de la activacion celular (47, 57-59). Esto podria indicar que los
marcadores de activacidon se asocian a la progresién de la infeccion en forma independiente,
probablemente por contribuir de diferente manera a la progresidn de la infeccion.



Durante de la infeccién por VIH se ha documentado que las células Ty que expresan CD38
tienen una funcionalidad diferente a las que no lo expresan. Las células T CD38" presentan una
menor expresion de CD40L (60, 61), que es una molécula importante para la coestimulacién
con las células presentadoras de antigeno. También se ha encontrado que éstas células, al ser
estimuladas producen mayores cantidades de IFN-y comparando con las células CD38 (61). La
produccién de IFN-y no es caracteristica principal de las células Tcy, pero ha sido reportado que
las células Tcym que lo producen tienen menor capacidad de proliferar y son mas susceptibles a
la apoptosis (31).

Marcadores de diferenciacion celular

La poblacion de células Ty es heterogénea y se han identificado subconjuntos celulares que
cuentan con un fenotipo y funcionalidad diferentes que podria representar poblaciones pre-
polarizadas hacia alguna especializacién funcional especifica (62, 63). La pérdida de la expresién
de la molécula CCR7 les da la capacidad de migrar a sitios efectores (9). De acuerdo con esto,
se ha visto en modelos in vitro que las células que expresan el receptor de quimiocinas CXCRS5 al
ser estimuladas mantienen la expresion de CCR7 y proliferan sin diferenciarse, lo que implicaria
la autorrenovacion celular in vivo. En contraste, las células que ya no expresan CXCR5 al ser
estimuladas pierden facilmente la expresién de CCR7, ademas de que producen citocinas como
IFN-y e IL-4 (62-64).

Estas subpoblaciones de células T¢w son caracterizadas de acuerdo a la expresién de los
receptores de quimiocinas CXCR3, CCR4 y CXCR5. Cuatro de ellas se consideran de importancia:

- Las células Tey CXCR5" CXCR3™ CCR4™ muestran una gran capacidad para proliferar in
vitro sin diferenciarse al ser estimulada con citocinas homeostaticas o a través del TCR.
Ademas, algunas de estas células tienen la capacidad de funcionar semejante a una
célula T folicular helper (Tey) cooperando con células B en foliculos (65, 66), aunque no
forman parte del conjunto de células Ty ya que estas células no expresan CCR7 y se
alojan en foliculos (67, 68), pero la expresion de CXCR5 les confiere la capacidad de
interactuar con células B por medio de la quimiocina CXCL13 (69, 70), este marcador, al
igual que la molécula CCR7, se mantiene después de la estimulacion (62).

- Las células Tcy CXCR5 CXCR3" CCR4,, al ser estimuladas, se diferencian a células Tem
polarizadas a funciones tipo Th1, como la produccidn de IFN-y (62).

- Las células Ty CXCR5™ CXCR3™ CCR4" se diferencian a células Tem productoras de IL-4
(62).



- Por ultimo, las células Ty CXCR5™ CXCR3™ CCR4, se consideran como comprometidas a
diferenciarse a Tgy al ser estimuladas, pero sin polarizacidon intrinseca; es decir, serian
mas sensibles a la influencia del medio para la determinacidn de su polarizacién
funcional (62, 71).

Las células Tcy que ya no expresan en su superficie CXCR5, son las que expresan menos
intensidad media de fluorescencia (MFI) de la molécula de CCR7 (72), y al ser estimuladas
pierden su expresidn por completo. Esta proteina participa en el control de la migracién de las
células de los ganglios linfaticos a sitios efectores lo que las caracterizaria como células en una
etapa mas diferenciada (Tem) que las células Ty que expresan CXCR5 y mantienen su expresion
de CCR7 (62, 72).

En funcidn de lo descrito previamente, proponemos que la molécula CD38 se asocia al progreso
de la enfermedad por VIH de manera independiente de otros procesos caracteristicos de la
activaciéon, como la entrada a ciclo celular. Esta molécula podria estar participando en la
pérdida y disfuncién de células Tew de pacientes VIH', lo cual se veria reflejado de forma
diferencial en cada subconjunto de células Tcy ya que es una poblacidn muy heterogénea.



Hipotesis

e En la patogénesis de la infeccion por VIH, la alta expresidon de la molécula CD38 en las

células T CD4" polarizard a los linfocitos T CD4" de memoria centrales hacia

subconjuntos con fenotipos comprometidos a diferenciase en células efectoras, y

disminuiran los subconjuntos con una funcidn autorrenovadora. Esta polarizacion podria

ser la causa de la incapacidad para recuperar la frecuencia total de células T CD4" en
. +

sangre, en pacientes VIH".

Objetivos

Objetivo general

Identificar de qué forma los subconjuntos de células T CD4" de memoria centrales de
pacientes VIH" estdn afectados en la infeccién por VIH tanto en proporcidén, en la
expresion de marcadores de activacion y en su capacidad de respuesta a un estimulo
mediado por el receptor de células T.

Objetivos especificos

Identificar los subconjuntos de células T CD4" de memoria centrales de acuerdo a su
patron de expresion de receptores de quimiocinas (CXCR3, CXCR5 y CCR4) en pacientes
VIH" y donadores sanos y comparar sus porcentajes en ambos grupos de sujetos con el
fin de definir si las proporciones de los subconjuntos estdn sobreexpresadas o
subexpresadas en los pacientes.

Comparar el porcentaje de expresion de CD38 y Ki67 en los distintos subconjuntos de
células T CD4" de memoria centrales, al igual que en los subconjuntos de memoria
efectoras entre pacientes y controles.

identificar los grupos de variables asociados a la infeccion y a la pérdida de células T
CD4" circulantes en pacientes VIH" por medio de un analisis de componentes principales
y clustering.



Metodologia

Sujetos de estudio

En este estudio fueron reclutados 11 pacientes VIH" y 11 donadores sanos VIH. Los pacientes
fueron reclutados en la consulta externa del Departamento de Infectologia del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutriciéon Salvador Zubirdn. Se obtuvo consentimiento
informado de todos los participantes, aprobado por el comité de ética del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran y por el comité de ética del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas (No. De registro: B17-10). Las caracteristicas
de los sujetos de estudio se encuentran en la tabla 3 en la seccién de resultados. Ningun
paciente presentaba infecciones oportunistas ni estaba recibiendo farmacos antirretrovirales o
inmunorreguladores.

Obtencion de células mononucleares de sangre periférica

Se obtuvieron muestras de 60 mL de sangre periférica por puncién venosa, y a partir de estas,
las células mononucleares (CMN) fueron separadas por sedimentacién en ficoll (Lymphoprep,
Axis-Shield PoC AS) inmediatamente después de su obtencién. Estas fueron lavadas por 15
minutos a temperatura ambiente y 2000 rpm y resuspendidas en medio RPMI 1640 (Lonza)
adicionado con 10 U/mL de penicilina, estreptomicina, L-glutamina (los 3 de Gibco) y 10% de
suero bovino fetal inactivado (Lonza).

Inmunofenotipificacion ex vivo

Las células provenientes de pacientes VIH" y de donadores sanos fueron inmediatamente
fenotipificadas ex vivo con los anticuerpos listados en la tabla 1 (la concentracion fue pre-
titulada). Se incubaron por 30 minutos y después se lavaron con PBS (Lonza). Posteriormente
fueron fijadas, resuspendiéndolas 30 minutos con 500 uL de paraformaldehido al 4% (JK Baker)
en la oscuridad. Se permeabilizaron lavandolas dos veces con Perm Wash Buffer (BioLegend), y
después se incubaron con 20 uL del anticuerpo para Ki67 intracelular conjugado con FITC (BD
Biosciences) por 30 minutos.

Se realizé un control negativo para cada fluorocromo. Para determinar el tipo de control, se
realizd un analisis en el cual solo los fluorocromos que fueron necesarios se incluyeron en el
tubo control. Los fluorocromos necesarios en cada tubo control se determinaron de la siguiente
manera: si después de aplicar la compensacion, los fluorocromos seguian teniendo sefial falsa
positiva en otro canal de emision, eran afadidos al tubo control, ademds de esta
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determinacion, se anadieron controles de isotipo (anticuerpos del mismo isotipo del anticuerpo

especifico, marcados con el mismo fluorocromo) para cada control negativo establecido. Los

controles usados se encuentran en la tabla 2. Las células fueron adquiridas en un citdmetro

Facs CANTO Il (Becton Dickinson) con software FACS DIVA versién 6.0 y los archivos generados

se analizaron con FlowJo software (Tree Star), la estrategia de delineacién de cada poblacién

(gating) se muestra en la figura 1.

Tabla 1. Panel usado para las tinciones de esta investigacion.

Molécula  Fluorocromo Concentracidn Marca Observaciones

CcD4 APC-Cy7 1 uL/10° células BD Biosciences

CD8 APC-Cy7 5 uL/10° células BioLegend

CD45R0 Biotina- 0.5 pL de biotina mas 25 uL de Biolegend Deteccion por
streptavidina-PE una dilucion 1/1000 de BD Biosciences anticuerpo
Texas red streptavidina/10° células secundario

CCR7 PE-Cy7 5 uL/10° células BD Biosciences

CXCR3 PE 20 pL/10° células BD Biosciences

CCR4 Alexa Fluor 647 1 },lL/lO6 células BD Biosciences

CXCR5 PerCP-Cy 5.5 1.25 pL/10° células BioLegend

CD38 Alexa Fluor 700 2 uL/10° células BioLegend

Ki67 FITC 20 uL/lO6 células BD Biosciences Tincidén intracelular
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Figura 1. Estrategia de gating para la tincién de las CMIN de pacientes VIH* y donadores sanos. Tewy:
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Tabla 2. Fluorocromos y concentraciones que se establecieron para los controles negativos para cada
fluorocromo del panel.

Anticuerpo/fluorocromo Concentracion
Control de CCR7-PE-Cy7
CD4 APC-Cy7  /CD8 APC-Cy7 1uL/5 plL
CD45R0 Biotina-Strept.-PE Texas Red 0.5/25 plL (1:1000)
CXCR5 PerCP-Cy5.5 1.25 ulL
CXCR3 PE 20 uL
rat 1IgG2a k PE-Cy7 2.5puL
Control de CXCR5- PerCP Cy5.5
CD4 APC-Cy7 / CD8 APC-Cy7 1uL/5 pL
CD45RO0 Biotina-Strept.-PE Texas Red 0.5/25 plL (1:1000)
CCR7 PE-Cy7 5uL
CCR4 Alexa Fluor 647 1puL
CXCR3 PE 20 pL
Mouse IgG1 k PerCP CY5.5 1.25 plL
Control de CD45R0 Biotina-streptavidina-PE Texas Red
CD4 APC-Cy7 / CD8 APC-Cy7 1uL/5 pL
CXCR3 PE 20 uL
Mouse IgG2a k Biotina, Strept.-PE Texas Red 0.5/25 ulL (1:1000)
Control de CXCR3-PE
CD4 APC-Cy7  /CD8 APC-Cy7 1uL/5 plL
CD45RO0 Biotina-Strept.-PE Texas Red 0.5/25 ulL (1:1000)
Mouse IgG1 k PE 20 pL
Control de CCR4-Alexa Fluor 647
CD4 APC-Cy7 / CD8 APC-Cy7 1uL/5 pL
CD45RO0 Biotina-Strept.-PE Texas Red 0.5/25 ulL (1:1000)
CCR7 PE-Cy7 5uL
Mouse IgG1 k Alexa Fluor 647 1ul
Control de CD38-Alexa Fluor 700
CD4 APC-Cy7 / CD8 APC-Cy7 1uL/5 pL
CCR4 Alexa Fluor 647 1pul
CXCRS5 PerCP-Cy5.5 1.25 plL
Mouse IgG1 « Alexa Fluor 700 2uL
Control de Ki67-FITC
CD4 APC-Cy7  /CD8 APC-Cy7 1uL/5 plL
Mouse IgG1 K FITC 20 pL

Cultivo celular de células de pacientes VIH' y donadores sanos

Se colocd un millén de células/mL de medio RPMI 1640 suplementado y se incubaron a 37°C en
5% de CO2 y 90% de humedad relativa por 48 horas. Estas células se cultivaron con los
siguientes estimulos: 1) 10pg/10° de células de un anticuerpo agonista a CD3 clona UCHT1
unido a la placa (BioLegend), 2) 10ug/10° de células de un anticuerpo agonista a CD3 unido a la
placa (BioLegend) mas 1ug/10° de células de un anticuerpo agonista a CD28 (BioLegend), y 3)
20ng/10° de células de PMA (Sigma-Aldrich) y 2ng/10° de células de ionomicina (Sigma-Aldrich).
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Andlisis estadistico:

Se realizd un andlisis multivariado, para el cual se hizo una division de variables en diversos
niveles de andlisis de acuerdo a la estrategia de gating de subpoblaciones, subconjuntos y
expresion de CD38 y Ki67 en cada uno de ellos. Lo que este analisis busca que los datos a
analizar tengan homogeneidad, esto se refiere a que en cada nivel solo existan variables de una
misma categoria (Fig. 2). Las variables de estos niveles se sometieron a un analisis de
componentes principales (PCA), con el fin de agrupar variables correlacionadas, reducir las
dimensiones y obtener componentes independientes (ortogonales) que estuvieran aportando
el 80% de la varianza (se incluyeron las variables de: porcentaje de las subpoblaciones y
porcentaje de subconjuntos que expresan cada patrén de activacion (Fig. 2), sin incluir variables
categéricas (paciente, control). El PCA nos permite obtener componentes independientes que
expliquen el mayor porcentaje de la varianza de los datos. Posteriormente se usé el método de
clustering con K-medias, utilizando los componentes que arroja el PCA (42, 73). En este andlisis
se evitd el efecto de factores confusores, incluyendo en cada analisis las variables de las cuales
se derivan las variables a analizar, y asi explicar si el efecto se debe a esa variable o a las demas.

Posteriormente se realizaron dos tipos de regresiones multiples utilizando los clisteres como
cofactores: regresién logistica, donde la variable dependiente es el estatus de infeccidn,
infectado por VIH o no infectado, y regresion lineal multiple en la cual la variable dependiente
fue la cuenta de células T CD4" de pacientes VIH" en sangre o la carga viral.

Dentro de las comparaciones univariadas, se usd la prueba U de Mann Whitney para la
comparacién de datos no pareados (comparacién de pacientes VIH" y controles) y la prueba de
Rangos con Signo de Wilcoxon para la comparacidon de datos pareados (diferencias entre
subpoblaciones de Tcy de un mismo grupo de sujetos). Se realizaron correlaciones (Spearman)
para evaluar la relacién entre diferentes variables experimentales y variables indicadoras del
avance de la infeccién. Los valores de P menores a 0.05 fueron considerados como significativos
para todas las pruebas.
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Resultados

Se obtuvieron las muestras de 11 pacientes VIH" y 11 controles sanos. Los criterios de exclusion
para los pacientes fueron aquellos que se encontraban en tratamiento antirretroviral o
inmunomodulador y tampoco fueron incluidos aquellos que presentaran infecciones
oportunistas. Los datos de los pacientes se muestran en la Tabla 3. No se encontraron
diferencias significativas de las edades de los sujetos entre ambos grupos. No se contd con
datos de carga viral y cuentas de células T CD4" de un paciente, los datos obtenidos de este
paciente solo fueron incluidos en las comparaciones con el grupo de controles.

Tabla 3. Caracteristicas de los sujetos incluidos en este estudio. N.A.: no aplica

Pacientes VIH" Donadores Sanos
Edad 33.1 (19-50 afios) 27.33 (20-48 anos)
Hombres 9 9
mujeres 2 2

Carga viral (copias de RNA de VIH/mL de 116565.4 (1527-421290) N.A.
sangre) (Media e intervalo)

Cuenta de células T CD4"/uL de sangre 323.2(96-561) N.A.
(media e intervalo)

Comparacién de las proporciones de subconjuntos de células Tq, CD4” entre
pacientes VIH" y donadores sanos

Se caracterizaron los distintos subconjuntos de células Ty de acuerdo a la expresion de CXCRS5,
CXCR3 y CCR4 en pacientes VIH" y controles, con el fin de observar si alguno de ellos se
encontraba disminuido o sobrerrepresentado con respecto a los demas, en comparacién con su
frecuencia entre las células Tqw de controles. Los subconjuntos que en este estudio
constituyeron la mayoria de las células T¢y de controles sanos correspondieron a los
encontrados como subconjuntos principales de las células Tcy en el estudio de Rivino, et al
(2004) (62), Estos subconjuntos principales fueron representados por un cédigo de colores para
facilitar su descripcion a lo largo de esta investigacion (Fig. 3).

Se realizd una prueba no pareada entre cada subconjunto de pacientes VIH" y controles VIH

(Fig. 4). Se observé que la proporcién de las células Tey CXCR5T CXCR3™ CCR4 de pacientes VIH'
(5%) se encuentra significativamente disminuida en comparacién con la proporcién que

representd el conjunto de T¢w de controles VIH (14%) (Fig. 4 B, P=0.038). Ademas, la
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Células Ty CD4" de pacientes VIH®, C) Estrategia de gating que se siguié para delimitar los subconjuntos
de células Ty El valor P corresponde a diferencias significativas en el porcentaje de la subpoblacion
entre controles sanos y pacientes, de acuerdo a la prueba U de Mann Whitney. A la derecha se muestra
el cédigo de colores para cada subpoblacion y su patron de expresion de receptores de quimiocinas.

Expresién de CCR7 en las células Tcy CXCR5”

Se ha descrito que entre estos subconjuntos, los que no expresan la molécula CXCR5 se
diferenciaran a células Tgy al ser estimuladas in vitro con citocinas homeostaticas o a través de
su receptor de células T, algunas de ellas ya tienen definida la polarizaciéon funcional que
tendran al diferenciarse, de acuerdo al patréon Thl o Th2. Las células Tcy ya polarizadas
producen citocinas caracteristicas de su polarizacién y, al ser estimuladas, disminuyen su
expresion de CCR7 y CD62L, marcadores que al perderse indicarian la diferenciacién hacia un
fenotipo efector (62).

Con la finalidad de observar si las células Tcy que expresaban CXCR5 podrian encontrarse un
paso antes en el proceso de diferenciacion hacia células Ty, se evalué la media de la intensidad
de fluorescencia (MFlI, siglas en inglés) correspondiente a CCR7, dentro de los subconjuntos de
células Tem (todos CCR7Y) que expresan o no CXCR5 provenientes de la tincidn ex vivo (Fig. 5).
Se observé una diferencia significativa en la MFI de CCR7 entre el total de células Tey CXCR5' y
las CXCR5™ (entre controles: P=0.04, entre pacientes: P=0.03). Estos resultados concuerdan con
lo observado por Suresh (2012) (72).

2000- £0.03 ] Figura 5: La expresion de CCR7 es
- A significativamente mayor en las células
s} 20001, s CXCR5" en pacientes con VIH.
& 40001 " | - I Se muestran diferencias de la intensidad
E‘ 3000- A: ~ e o 56 media de fluorescencia de’ CCR7 acoplado
) A 0g® MA” ODO a PE-Cy7 entre las células Tg, que
% 2000 4a4 ..' o A:\A 0l o expresan CXCR5 y las células Tey CXCR5
E 10004 ° OO de pacientes VIH" y controles VIH. Se
s realizé una prueba de rangos con signo

0 . . [ T de Wilcoxon.
HIV+ HIV- HIV+ HIV-
CXCR5+ CXCR5-
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Mantenimiento del fenotipo CXCR5" CXCR3  CCR4 al estimular in vitro

Al observar que la frecuencia de las células Tey CXCR5® CXCR3™ CCR4™ de pacientes VIH se
encontraba disminuida ex vivo, se analizd este fenotipo al estimular a las células, con el objetivo
de observar si aumentaria la proporcién de estas células o se mantenia disminuido. Se
incubaron las células mononucleares de sangre periférica de pacientes y de controles sanos por
48 horas, con un estimulo via CD3 y otro via CD3 mas coestimulacidon con un anticuerpo anti-
CD28. Como control negativo se dejaron en medio RPMI suplementado sin estimulo. Después
de 48 horas se midié la frecuencia de expresién de las subpoblaciones de células Tey CD4”.

Se observé que en pacientes, el conjunto de células Tey CXCR5® CXCR3™ CCR4™ se mantuvo
significativamente menor en comparacién con el del grupo de controles después de estimular
(Fig. 6 A o-CD3: P=0.035, a-CD3 + a-CD28: P=0.04). No se encontrd ninguna otra diferencia al
comparar las frecuencias de las subpoblaciones entre pacientes y controles.

Se encontraron varias diferencias entre estimulos, en la subpoblacién CXCR5* CXCR3™ CCR4 de
controles VIH', se encontré una diferencia significativa al comparar su frecuencia ex vivo y el
control negativo (Fig. 6 A *P=0.004). En la subpoblacién CXCR5 CXCR3 CCR4" de pacientes VIH"
se encontraron dos diferencias significativas entre el control negativo y las dos condiciones de
estimulacion CD3 y CD3 + CD28 (Fig. 6 C, medio vs CD3: #P=0.004, medio vs CD3+CD28:
#P=0.004).

Estos resultados demostraron que la frecuencia de la subpoblacién CXCR5* CXCR3™ CCR4 se
encontraba disminuida en pacientes VIH*, y se mantiene asi a pesar de ser estimulada. Las
demas subpoblaciones de células T¢y parecen seguir la misma dinamica que las células de
controles sanos.
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Figura 6: Las células Te, CXCR5" CXCR3™ CCR4 en pacientes VIH® se mantienen disminuidas atn con
estimulacién. Se midieron las frecuencias de los subconjuntos de las células Tq, CD4" en varias
condiciones: ex vivo, Medio RPMI suplementado, a-CD3 y a-CD3 + a-CD28. A) CXCR5® CXCR3™ CCR4’, B)
CXCR5 CXCR3" CCR4, C) CXCR5 CXCR3 CCR4%, D) CXCR5 CXCR3 CCR4. El valor P que se muestra
corresponde a una prueba de U Mann Whitney entre la frecuencia de la subpoblacion de pacientes y
controles. El valor P<0.05 entre condiciones se indica asi: ¥ para comparaciones de controles sanos y #
para comparaciones de pacientes VIH".

Variables asociadas a los marcadores de progresion de la enfermedad

Se realizé un analisis multivariado para detectar variables que correlacionaran con las células T
CD4", la carga viral o con la infeccién en forma independiente de las demds variables. Para esto,
primero se hizo un analisis de clustering basado en componentes principales, el cual agrupo en
una misma dimensién a las variables que correlacionaban entre si. Con estos clUsters se
realizaron dos tipos de correlaciones: lineal y logistica.
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Dentro de los subconjuntos de las células Tew CD4Y, se obtuvo un clister que estd
significativamente correlacionado de forma lineal a la frecuencia de las células T CD4" en
pacientes VIH" (Tabla 4). Este cluster estd formado por las células CXCR5” CXCR3 CCR4" vy las
cuatro posibles combinaciones de la expresiéon de CD38 y Ki67, sin embargo solo dos de estas
combinaciones participan de manera principal en esta correlacién (CD38" Ki67 y CD38" Ki67") y
las otras dos combinaciones (CD38 Ki67" y CD38 Ki67') tienen un coeficiente negativo, por lo
cual se encuentran participando de manera inversa a las otras, en su asociacién con la las
cuentas de células T CD4", (Tabla 4, P=0.036). El mismo clister mostré una asociacion positiva
con la carga viral, (Tabla 4, P=0.030).

Lo que se identificd en este andlisis es que la expresion de CD38 es el factor determinante para
encontrar correlaciones con la pérdida de las células T CD4" y con el aumento de la carga viral.
Esto implica que, aunque la expresion de Ki67 como la de CD38 correlacionaron con los factores
de avance de la infeccidon, es CD38 el principal, ya que este correlaciona al expresarse junto con
Ki67 o al estar sin este marcador.

El segundo resultado encontrado en este analisis, es que son las células Tey CCR4™ en las que la
expresion de CD38 parece estar ligado a la patogénesis del VIH.

Tabla 4.- Clusteres que resultaron significativos para las pruebas de regresion logistica o regresion lineal.

Variables en el Cluster Signo de | P Correlaciéon

coeficiente dentro

del cluster
Tcw CXCR5  CCR4* CXCR3/ Ki67 CD38" | + 0.036 | Negativa, Lineal, con la cuenta
Tcw CXCR5  CCR4* CXCR3/ Ki67* CD38" | + de células T CD4*/mm? sangre

Tem CXCR5 CCR4™ CXCR3™/ Ki67* CD38 | -
Tem CXCR5™ CCR4™ CXCR3™/ Ki67 CD38 -

0.030 | Positiva, Lineal, con la carga
viral

Tcm CXCR5  CCR4™ CXCR3"/ Ki67 CD38"
Tcm CXCR5” CCR4™ CXCR3/ Ki67* CD38"
T CXCR5™ CCR4™ CXCR3/ Ki67* CD38 | -
Tow CXCRS CCR4* CXCR3™/ Ki67 CD38 | -

+ +

Con el fin de visualizar la relacion que tiene la expresién de estos marcadores de activacion en
el subconjunto CXCR5 CXCR3™ CCR4" con la frecuencia de las células T CD4", realizamos
correlaciones univariadas entre las cuentas de células T CD4" de pacientes VIH" y la expresién
de CD38 con o sin la expresidn de Ki67 en las células Tey CXCR5™ CXCR3™ CCR4" (estrategia de
gating Fig. 7 A, correlaciones Fig. 7 B, C). Encontramos que la frecuencia de células T¢y con el
patrén CD38" Ki67 correlaciona negativamente con las cuentas de células T CD4" por microlitro
de sangre (Fig. 7 C P=0.017). No se encontro esta correlacion con la frecuencia de las células
Tem CXCR5™ CXCR3™ CCR4' que coexpresan CD38 y Ki67 (Fig. 7 D P>0.05). Esto ilustra de nuevo
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que el factor determinante de la correlacidén es la expresiéon de CD38 en este subconjunto de
células T.

En estas correlaciones univariadas se observé mejor como la expresion de CD38 en ausencia de
Ki67 puede estar asociada a la cuenta de células T CD4", que es indicador clinico del avance de
la infeccién, y su expresién podria estar ligada causalmente a la pérdida de células T CD4"
circulantes en pacientes VIH".

VIH-: células Tew VIH+: células Tem
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Figura 7: Correlacion entre las células T CD4"/mm? en sangre y las frecuencias de células de memoria
CXCR5 CXCR3 CCR4" con los fenotipos de expresion de Ki67 y CD38 A) Grdfico representativo de los
resultados de la citometria mostrando los posibles patrones de expresion de CD38 y Ki67 en células T¢y
CXCR5 CXCR3'CCR4" en controles y pacientes. B) Correlacion entre las células T CD4"/mm? con % CD38"

Ki67 de las células Ty CXCR5 CXCR3™ CCR4". C) Correlacion entre las cuentas de células T CD4"/mm? con

él % de CD38" Ki67" de las células T, CXCR5 CXCR3 CCR4". Los valores Py rho corresponden a pruebas
de correlacion de Spearman.
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Andlisis de la frecuencia de expresion de CD38 y Ki67 dentro de los subconjuntos
de células Tey

Al observar que la expresion de CD38 fue independiente de la expresidn de Ki67 al asociarse en
forma negativa con la frecuencia de las células T CD4", se realizaron comparaciones univariadas
con el propésito de identificar la manera en la que los subconjuntos expresan CD38 y Ki67 en la
infeccién por VIH.

Se midid la expresidon ex vivo de CD38 y Ki67 en los principales subconjuntos de células T¢y de
pacientes VIH" y de controles. Se clasificaron las observaciones de acuerdo a los fenotipos
relevantes de expresion de Ki67 y CD38: su coexpresiéon (CD38" Ki67") y la expresién de CD38
individualmente (CD38" Ki67).

Se encontré que la expresiéon de CD38 solo (CD38" Ki67') fue significativamente mayor en los
cuatro subconjuntos principales de células Tcw de pacientes VIH® que en los subconjuntos de
controles (Fig. 8 A. CXCR5" CXCR3™ CCR4 P=0.013, CXCR5 CXCR3" CCR4 P=0.0004, CXCR5
CXCR3 CCR4" P=0.0003, CXCR5 CXCR3 CCR4™ P=0.0004).

Cuando se compararon los porcentajes de expresion de las células coexpresando ambos
marcadores (fenotipo CD38" Ki67") no se encontré el mismo efecto, Unicamente los
subconjuntos de pacientes VIH" que no expresan CXCR5 muestran una frecuencia de células
positivas para ambos marcadores con una frecuencia significativamente mayor que los
subconjuntos de controles (Fig. 8 B, CXCR5 CXCR3* CCR4™ P=0.002, CXCR5 CXCR3™ CCR4"
P=0.009, CXCR5 CXCR3 CCR4 P=0.036).

Unicamente en el subconjunto CXCR5* CXCR3™ CCR4™ de pacientes VIH® no se observé un
incremento en la expresion de CD38 junto con Ki67, en comparacién con la frecuencia
encontrada en controles (Fig. 8 B, pacientes= 1.76+2.64, controles=0.55+1.13, P>0.05). Este
subconjunto fue el Unico que se encontré en un porcentaje disminuido en las células Tcy de
pacientes, comparadas con las de controles (Fig. 4 B). El Unico subconjunto que se encuentra
reducido en la infeccién por VIH es el que no expresa de manera mas abundante el marcador
de entrada a ciclo celular (Ki67) como efecto de la infeccion.
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Figura 8: expresion de CD38 y Ki67 entre los subconjuntos de células T¢y. A) se muestra el % de expresion
de CD38 en ausencia de Ki67 en cada subconjunto de células T\, de pacientes (A) y controles (®). B) se
muestra el % de coexpresion de CD38 y Ki67 en cada subconjunto de células Ty, de pacientes (A) y
controles (®). El valor P corresponde a una prueba de U de Mann Whitney.

El perfil “CD38" Ki67 “como factor pronosticador de la pérdida de células T CD4"

Las células Tey CXCR5" CXCR3™ CCR4 parecen no estar entrando a ciclo celular (y
potencialmente proliferando) igual que los otros subconjuntos durante la infeccién por VIH. Sin
embargo, si estdn expresando CD38 en ausencia de Ki67 de una manera significativamente
mayor que las células de controles, esto podria ser una causa de su subrepresentacion dentro
del conjunto de las células Tep.

A partir de este hecho se analizé si existe alguna correlacién entre el fenotipo de CD38" Ki67
con la pérdida de este subconjunto. Se observé que Unicamente la frecuencia de expresion de
CD38 sin Ki67 en las células CXCR5" CXCR3™ CCR4  correlaciona con su propia pérdida (Fig. 9 A,
Rho= -0.709 y P=0.032), cuando Ki67 se expresa no se encuentra ninguna correlacion
significativa (Fig. 9 B, Rho= -0.09 y P=0.78). Esta correlaciéon apunta de nuevo a un papel
independiente de la expresién de CD38 en la pérdida de células T CD4" en la infeccién por VIH.
No se encontrd este tipo de correlacion negativa en ningun otro subconjunto de las
subpoblaciones de memoria.
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correlacion de Spearman.
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Discusion

Este estudio presenta la importancia de analizar a las células Tey CD4" dividiéndolas en
subconjuntos de acuerdo a los patrones de expresién de receptores de quimiocinas, ya que a
pesar de que comparten caracteristicas basicas, en un proceso patoldgico las caracteristicas
gue identifican a cada una las pueden hacer diferencialmente vulnerables. Este estudio también
brinda evidencias de que la activacién celular es el resultado de varios procesos que pueden o
no ser dependientes uno del otro. Asi mismo, este trabajo muestra que en el contexto de la
infeccién por VIH, es la expresién de CD38 la que podria ser mas relevante para comprender la
patogénesis de la enfermedad.

Por varios afios se ha evidenciado que la activacién crénica es un predictor del avance de la
infeccién por VIH (3, 32, 33, 40, 43, 74), y se han identificado varios marcadores de activacion
que correlacionan con la pérdida de células T CD4" (32, 42, 45, 58). La expresién de CD38 en
células T CD4" y T CD8" ha sido un fuerte predictor dela progresiéon de la enfermedad y su
expresion podria ser parte de los mecanismos indirectos que forman parte de la patogénesis de
la infeccién por VIH (3, 40, 42, 57). Por esta razdn nos enfocamos en identificar si la expresion
de CD38 esta afiliada a la entrada de las células al ciclo celular, un indicador claro de la
activacion, o ligado con la pérdida de células T CD4" en la fase crénica de la enfermedad.

Se realizd un analisis multivariado con el fin de formar clisteres independientes (ortogonales)
de variables correlacionadas. Se obtuvieron distintos clusteres que fueron usados dentro de
analisis de regresion logistica y de regresion lineal multivariada. Como resultado, obtuvimos un
cluster en un subconjunto de células Tcy que correlaciona de forma negativa con las cuentas de
células T CD4". En este cluster se encontraban células que coexpresan CD38 y Ki67 y células que
solo expresan CD38. Este mismo cluster también correlaciond de forma positiva con la carga
viral. Es razonable pensar que la expresion de CD38 se encuentra asociada a la patogénesis de
la infecciéon por VIH, de forma independiente al ciclo celular, ya que las dos variables
contribuyentes al clister expresan este marcador, y las células Ki67" solo participan cuando hay
una coexpresion con CD38.

En la infeccidn por VIH ha sido descrito que hay arresto en la fase S del ciclo celular (16) y Ki67
podria indicar células estancadas en fase G1 (22), por lo que seria interesante determinar si el
alto recambio en la infeccién por VIH y su consecuente arresto celular estdn ligados a la
expresion de CD38. También seria importante seguir trabajando en el andlisis de las funciones
de CD38, no como marcador de activaciéon, sino como una molécula que podria estar
involucrada en procesos celulares que condicionaran la supervivencia celular. Dentro de esto,
ha sido encontrado que las células Tew que expresan CD38, principalmente en pacientes VIHY, al
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ser estimuladas via receptor de células T, presentan una respuesta donde domina la produccién
de IFN-y, y menor produccién de IL-2 al compararlas con sus contrapartes CD38 (61). Dentro de
las células Tewm, la produccion de IFN-y no es muy comun, pero se ha encontrado que estas
células podrian ser mas susceptibles a la apoptosis y tener menor produccion y recepcion de IL-
7 (31). También se ha observado una disminucién de la induccion de CD40L (60), importante
molécula de coestimulacién que se une a CD40 expresado por las células presentadoras de
antigeno. Esta caracterizacion sugiere que las células CD38" poseen una menor capacidad de
proliferacién y autorrenovacién, funciones que estarian mas disminuidas en la infeccién por VIH
debido a que la expresion de CD38 estd aumentada. Las funciones que se encuentran
disminuidas en células CD38" son muy importantes para mantener la homeostasis, proceso que
es importante para el sostenimiento de un minimo de células T CD4" durante la fase crénica de
la infeccion por VIH.

El cluster encontrado en la correlacién por analisis multivariado estd formado por el
subconjunto CXCR5 CXCR3™ CCR4", células previamente caracterizadas como pre-polarizadas a
una funcién tipo Th2 (62) por la presencia del factor de trascripcion GATA3 (10) y la produccién
de IL-4 al ser estimuladas (62), y que al diferenciarse, estan especializadas para migrar a sitios
efectores como pulmones y piel (75—-77), al igual que a tejidos inflamados. En este estudio estas
células se mantienen su frecuencia al comparar su proporcién entre pacientes y controles (Fig.
4). La expresién de CD38 en este subconjunto correlaciona con factores del avance de la
enfermedad. Dentro de la patogénesis del VIH, se ha encontrado que las células CD38" son mas
susceptibles para ser infectadas por el VIH (78), y la expresién de CCR4 podria también permitir
la infeccidn viral (79) al igual que la produccién de IL-4 que favorece la infeccidon por medio del
correceptor CXCR4 (80, 81).

En este estudio, también encontramos que el mantenimiento del fenotipo del subconjunto
CXCR5 CXCR3™ CCR4" bajo condiciones de estimulacién se mantiene igual que el de controles
sanos, pero la dindmica observada indica que este fenotipo disminuye en un medio con
estimulos, lo que indicaria que la expresiéon de CD38 causaria una disminucién de estas células,
condicién que esta incrementada en la infeccién por VIH (82). Nosotros encontramos que la
expresion de CD38 en las células Tcy CCR4™ correlaciona negativamente con las cuentas de
células T CD4" en pacientes VIH' y positivamente con la carga viral. Esta asociacién podria ser
importante porque se estaria favoreciendo la infeccién productiva por el VIH usando el
correceptor de entrada CXCR4 o también las podria hacer blanco viral, ademas de que las
células con este fenotipo estarian disminuyendo debido a la activacidn.

Otra disfuncién encontrada fue la disminucién de la proporcién de las células Tey CXCR5'
CXCR3™ CCR4 en pacientes VIH' (Fig. 4). En el estudio de Rivino, et al (2004) (62) se observa que

26



al estimular estas células no producen IFN-y o de IL-4, pero si tienen la misma capacidad para
proliferar que los otros subconjuntos al ser estimuladas, pero a diferencia de ellas, estas células
contindan sin diferenciarse, de este modo autorrenovandose. Se midié la expresion de CCR7,
una molécula que participa en migracion celular y permite el alojamiento en ganglios linfaticos
y ha sido usada para diferenciar una célula de memoria central de una de memoria efectora
(83), se evalud la intensidad media de fluorescencia de la molécula CCR7 en células Tcy CXCR5®
y CXCR5 (Todas estas células se encuentran dentro del gate % CCR7"). Las células CXCR5" son
las que expresan mayor intensidad, y ya que las células evaluadas poseen caracteristicas
similares de complejidad y volumen, este pardmetro es valido para cuantificar la expresién de
esta molécula. La mayor expresidon de CCR7 en estas células parece estar en concordancia con
las evidencias de que son células recién estimuladas y posiblemente en una etapa menos
diferenciada que las células que han dejado de expresarlo (62). La disminucién de la proporcion
de estas células se mantuvo bajo condiciones de estimulacidn, lo que podria sugerir que en
pacientes, esta subpoblacion no se recupera.

La expresiéon de CXCR5 es caracteristica de las células T folicular helpers (Try), estas células
tienen la capacidad de poder estimular a las células B e inducir la produccién de
inmunoglobulinas, ademas de ayudar en la diferenciacién de estas células (67, 68, 84, 85). Entre
las células Tey hay una fraccidn que expresa este marcador, y en estudios in vitro se ha
mostrado que también tienen estas capacidades, y que son mucho mayores que en las células
gue no expresan CXCR5 (65, 66), sin embargo es menor en comparacion con las células Tey que
no expresan CCR7 y se alojan en ganglios linfaticos (68, 86). Una limitante de este estudio es
que las células no fueron identificadas con los marcadores propios de las células Ty que se
encuentran en sangre (PD-1, BCL-6, ICOS) (68, 84, 87), sin embargo las células que se
describimos podrian tener estas capacidades. En la infeccidn por VIH se ha descrito poco acerca
de estas poblaciones celulares. En pacientes que poseen una mayor cantidad de anticuerpos
neutralizantes de VIH, el porcentaje de células “CXCR5" CXCR3™ PD-1" en sangre periférica es
mayor y esto podria estar asociado a la funcionalidad que poseen para estimular la produccién
de anticuerpos (84). Ademas, se ha visto que los pacientes VIH" con una cantidad mayor de
estas células, poseen una mejor respuesta a ciertas vacunas (72). Por estos antecedentes se
reconoce la importancia de este subconjunto de células en pacientes VIH®, y su disminucién
significativa podria estar participando en el deterioro del sistema inmune que caracteriza a esta
infeccion.

En este estudio se observé que en pacientes VIH" las células CXCR5" CXCR3™ CCR4, a diferencia
de sus contrapartes CXCR5', no expresan de manera aumentada el fenotipo “CD38" Ki67"” que
indicaria que las células se encuentran posiblemente proliferando en respuesta a la infeccidn,
pero si expresan de mayor manera el fenotipo “CD38" Ki67” (Fig. 8 A y B). Esto podria indicar
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que en la infeccién las células CXCR5" CXCR3™ CCR4 no estan en ciclo celular de la misma
manera que los tres subconjuntos CXCR5 lo que las pone en desventaja, y podria ser una causa
de su menor representacion. Asimismo, la frecuencia de este subconjunto correlaciona
negativamente con la expresién de CD38 en ausencia de Ki67 (Fig. 9 A), por lo que ademads de
que su proliferacion no se encuentra aumentada, el fenotipo que si tiene aumentado se
encuentra asociado a su pérdida. Esto podria ser porque la expresion de CD38 podria estar
induciendo diferenciacion o muerte celular por activacion.

Previamente se ha caracterizado que en las células CD38" incrementa la expresién de CCRS5,
otro correceptor de entrada para el VIH-1 (48). Este mecanismo podria estar incrementado en
las células CXCR5", alterando sus capacidades descritas, que serian de gran utilidad para una
respuesta efectiva contra el VIH.
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Conclusion

El objetivo general de este estudio fue identificar cdmo los distintos subconjuntos de células
Tcvm se encuentran alterados en la infeccién por VIH. Nuestros hallazgos demuestran es que las
proporciones de los subconjuntos de estas células son diferentes entre paciente VIH' y
controles VIH. Las células CXCR5 CXCR3" CCR4 tienden a estar sobrerrepresentadas en
pacientes, estas son células con una mayor facilidad a diferenciarse y menor capacidad de
autorrenovacion. Otro hallazgo fue que la proporcién de las células CXCR5* CXCR3™ CCR4™ estuvo
significativamente disminuida con respecto a las demas subpoblaciones. Esta disminucién
estuvo asociada a la expresiéon de CD38. La pérdida de estas células es relevante por sus
propiedades funcionales ya que pueden participar en la cooperacidon con células B para la
produccién de anticuerpos y en apoyar una mejor respuesta a vacunas.

Adicionalmente identificamos que la expresion de CCR4 y CD38 en células Ty estuvo asociada a
la pérdida de células T CD4" circulantes en pacientes VIH®, este fendmeno ha sido asociado a un
incremento en la susceptibilidad en el uso de CXCR4 como correceptor de entrada a la célula
por la infeccion con VIH-1.

La expresion de CD38 ha sido referida como un factor prondstico de la pérdida de células T
CD4" en la infeccidn por VIH. Su expresién estd aumentada en células T de memoria centrales
de pacientes infectados por VIH, y parece que estd alterando a esta subpoblacién en varios
niveles. La expresion de esta molécula estd asociada a la pérdida de células con capacidad de
autorregeneracion y ademas favorece la infeccion de otros subtipos celulares. Es importante
concluir que esta molécula no es uno mas de los pronosticadores de la infeccidn, sino que esta
directamente asociada a ciertas disfunciones dentro de la patogénesis del VIH.
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