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RESUMEN

Antecedentes. Los nifios con infeccidn perinatal por el VIH, tienen mayor posibilidad de
dafio al sistema inmunolégico, dado que aun se encuentra en desarrollo. Dentro de las
alteraciones que se presentan, se ha comenzado a describir el envejecimiento replicativo
prematuro (inmunosenescencia) al compararse a los nifios sin infeccion por VIH, tomando
como marcador de las células T al fenotipo CD28- CD57+. Dentro del grupo de nifios con
VIH, un trabajo previo encontré mayor porcentaje de células TCD8+ virgenes envejecidas
en el subgrupo de nifios con VIH viremicos comparado con nifios con carga viral
indetectable. Mientras que dentro de las subpoblaciones de células TCD4 no se encontrd
asociacion con la viremia.

Objetivo. Describir y comparar entre los grupos con y sin viremia detectable, el porcentaje
de las diferentes subpoblaciones de células T CD4+ y T CD8+, que expresan fenotipo de
inmunosenescencia.

Métodos. Estudio transversal comparativo. Se incluyeron a nifios con diagndstico
confirmado de VIH perinatal de 2 a 18 afios de edad, con peso de al menos 10 Kg. A todos
los sujetos se les tomo una muestra sanguinea para determinar la carga viral,
subpoblaciones de linfocito T, el fenotipo de inmunosenescencia, activacién inmunolégica-
y marcadores solubles de inflamacion. La medicién de las subpoblaciones de células T,
fenotipo de inmunosenescencia y la activacion inmunolégica fue realizado por citometria de
flujo de 14 colores, las mediciones se realizaron en células frescas (menos de 24 horas de
tomada la muestra). La medicion de los factores solubles de inflamacion fue realizada por
ELISA. Los nifios fueron divididos en 2 grupos, a) Aviremicos b) Viremicos. Se comparo la
distribucion del porcentaje de cada subpoblacion de células TCD4+ y TCD8+ por la prueba
de Kolmogorov-Smirnov, con esta prueba también se evalué la distribucion del porcentaje
de cada subpoblacion de células TCD4+ y TCD8+ con fenotipo de inmunosenescencia. Se
evaluo la correlacion entre el porcentaje de cada subpoblacion de células TCD4+ y TCD8+
con fenotipo de inmunosenescencia con los marcadores de activacién inmunoldgica de la
subpoblacion estudiada y los factores solubles de inflamacion.

Resultado. Se incluyeron a 20 sujetos, 11 en el grupo aviremico y 9 en el viremico, la edad
fue de 10.83 + 4.11 y 5.32 + 1.99 anos respectivamente, todos los sujetos aviremicos
estaban en tratamiento antirretroviral y solo el 55% del grupo viremico. La edad no
correlaciona con el porcentaje de células TCD4+ o TCD8+ en ninguna de sus
subpoblaciones. En las subpoblaciones de células TCD4+ los sujetos viremicos tenian
mayor porcentaje de células de memoria central efectoras; los sujetos viremicos tienen
mayor porcentaje de células TCD4+ virgenes senescentes y en las células TCD4+, TCD4+
Virgenes y TCD4de memoria central tienen mayor proporcién de células activadas. El Log
de la carga viral correlaciona con el porcentaje de células TCD4+, TCD4+ virgenes y TCD4+
de memoria central envejecidas, en el analisis por separado de los sujetos viremicos solo
se mantiene la correlacion con las células TCD4+ de memoria central. La activacién inmune
correlaciona con el porcentaje de células TCD4+, TCD4+ virgenes, TCD4+ de memoria
central, TCD4+ de memoria central efectora y TCD4+ TemRA, en el analisis por subgrupos,
solo las células TCD4+ virgenes mantienen la correlacién en ambos grupos, mientras que
en el resto de las subpoblaciones de células TCD4+ solo permanece la correlacion en el
grupo viremico. En las subpoblaciones de las células TCD8+, el grupo viremico tenia menor
proporcion de células TCD8+ virgenes y mayor proporcion de células TCD8+ de memoria
central; los sujetos viremicos tienen mayor porcentaje de células TCD8+ y TCD8+virgenes
senescentes. En todas las subpoblaciones hay un incremento de las células activadas. El
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Log de la carga viral correlaciona con el porcentaje de células TCD8+, TCD8+ virgenes y
TCD8+ de memoria central envejecidas, en el analisis por separado de los sujetos viremicos
solo se mantiene la correlacién con las células TCD8+ de memoria central. La activacion
inmune correlaciona con el porcentaje de células TCD8+, TCD8+ virgenes y TCD8+ de
memoria central. En el analisis por subgrupos solo las células TCD8+ de memoria central
mantiene la correlacion en ambos grupos, mientras que TCD8+ y TCD8+ virgenes solo lo
tienen en el grupo viremico.

Conclusiones. Nuestros datos corroboran que la viremia impacta en el envejecimiento
inmunoldgico, adicionalmente la activacion inmunolégica para contribuir también en este
fendmeno y posiblemente mas que la viremia. Falta por explorar otros fendbmenos que
favorezcan la activacion inmune como son la translocacién de productos bacterianos a partir
del intestino y co-infeciones.



MARCO TEORICO

En pediatria la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), es transmitida
preferentemente por la via perinatal.(1) Actualmente se considera que a nivel mundial hay
150 mil nuevas infecciones en nifios al afo(2); en México hay 4122 menores de 15 afios
que viven con la infeccion, de los cuales 3146 estan catalogados con SIDA.(3)

Esta poblacion es especialmente vulnerable por el hecho de tener un sistema inmunolégico
en desarrollo que tiene mayores dificultades para controlar la infeccion. Lamentablemente
en México, habitualmente se detectan a los nifios infectados cuando ya estan sintomaticos,
de acuerdo a los datos de CENSIDA entre 1997 y 2010 la relacién de nifios diagnosticados
con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)/seropositivos fue entre 8:1 y 2:1, en
2011 comenzod a revertirse esta tendencia y en 2012 la relacién quedo en 0.67,(3) por lo
que el virus ha tenido la oportunidad de ocasionar grandes dafos en el sistema inmune. El
seguimiento de nifilos con VIH presenta un desafio clinico a largo plazo, considerando que
el virus ha tenido la oportunidad de destruir un sistema inmune en formacioén y el impacto

de esta destruccion en el desarrollo a largo plazo del sistema inmune se desconoce

Maduracion y envejecimiento normal del sistema inmunolégico

El sistema inmunologico en el ser humano es de los mas complejos de la evolucion, ya que
ha tenido que especializarse para defender al organismo de una gran cantidad de
microorganismos. Ademas, juega papeles regulatorios en la homeostasis y tiene que estar
auto-regulado. Cualquier desregulacién puede ocasionar que se presenten enfermedades
alérgicas, autoinmunes o se tenga un mayor riesgo de infecciones inclusive por patégenos

oportunistas.

El timo juega un papel central en el desarrollo de la inmunidad adquirida. El timo esta
organizado en I6bulos y cada Iébulo esta dividido en corteza y medula, en donde conviven
las células epiteliales, células derivadas de medula 6sea y macréfagos. Las tres lineas
celulares son importantes para la diferenciacién de los linfocitos, en primera instancia tienen
que madurar hasta tener los receptores de membrana que caracteriza a las células T y
ademas se lleva a cabo los re-arreglos genéticos para generar la diversidad del receptor de
células T. Posteriormente van a madurar hasta diferenciarse en células cooperadoras

(CD4+) o citotoxicas (CD8+), en este momento, van a tener un repertorio de moléculas en



la superficie que los van a identificar antes de ser expuestas a diferentes antigenos,

denominandolas en este momento células “virgenes” (naive en inglés).(4)

Una vez que salen a sangre periférica, estas células son retadas a diferentes antigenos, y
comienzan a especializarse aun mas, formando clonas a diferentes antigenos, estas clonas
son conocidas como celulas de memoria, teniendo una expresién en su superficie
caracteristica de moléculas. En este estadio de diferenciacién nosotros podemos ver en
forma indirecta la replicacion que tiene esta clona por la pérdida de ciertas moléculas, como
CD28 que ocasiona que haya un desregulacién de la respuesta inmunologica y que
funcionalmente disminuya su capacidad de respuesta, por lo que se considera como un
marcador de un estadio de diferenciacién intermedio en las células de memoria, si persiste
el antigeno, las clonas de memoria son obligadas a continuar diferenciandose ocasionando
que aparezcan en su superficie moléculas asociadas a una gran replica como es la molécula
CD57. Por esto es que se considera al fenotipo CD28- CD57+ como marcador de

senescencia y esta bien documentado en los mayores de 70 anos.(4)

Cuadro 1: Fenotipos de diferentes estadios de maduracion de células T(5)

Fenotipo Estadio de desarrollo de células T

CD28*CD57-CD8* Estadio temprano de célula T CD8+

CD28CD57-CD8* Estadio intermedio de Célula T CD8+

CD28CD57*CD8* Estadio tardio de célula T CD8+

CD45RA*CD27+CD28* Célula T virgen CD4+ o CD8+

CD45RACD27*CD28* Estadio temprano de célula T de memoria CD+4 o CD8+
CD45RACD27:CD28*CD4* Estadio intermedio de célula T CD4 de memoria
CD45RACD27*CD28*CD8* Estadio intermedio de célula T CD8 de memoria
CD45RACD27-CD28CD4* Estadio tardio-RA" de célula T CD4+ o CD8+ de memoria
CD45RA*CD27-CD28CD8* Estadio tardio-RA* de célula T CD4+ o CD8+ de memoria

Tomado de referencia 5.

Los eventos que se presentan con el envejecimiento en particular son:
a) inversion de la relacion T CD4/CD8 y
b) alteracion en las proporciones de células T en estadios tempranos, intermedios y

tardios o células envejecidas.(5)



Contribucioén del Virus de la inmunodeficiencia Humana

El VIH es un virus RNA, que se clasifica como lentivirus y es capaz de unirse al DNA
humano. Se conoce bien que el VIH ocasiona destruccién a partir de su ciclo litico y de la
toxicidad de varias de sus proteinas, es particularmente susceptible la poblacién de células
T, ganglios linfaticos y timo, asi como otras células que expresan el receptor celular CD4.
El VIH ocasiona dafio en multiples 6rganos y tejidos sin embargo en este trabajo nos

enfocaremos al timo.

La infeccién de células precursoras T y timocitos pueden afectar la produccion vy liberacion
de timocitos frescos, particularmente células virgenes que entonces residen en otras partes
del cuerpo(4). Estas células son vitales para la respuesta a antigenos. Estudios que usan
el modelo de raton SCID/hu Thy/Liv apoyan que el VIH reduce las células progenitoras
hematopoyéticas, asi como los timocitos.(6) Los efectos toxicos parecen ser producidos por

factores celulares y no por el virus mismo.

El timo es el encargado de donar células virgenes T funcionales a la circulacién aun en la
edad, adulta y fundamental durante los primeros afios de la vida. Al haber dafio en el timo
la capacidad que el individuo va a tener para aumentar las células T en sangre periféricas
van a ser muy inferiores, que en condiciones normales.(4) Estos eventos podrian verse

aumentados en los ninos, donde el timo es aun mas activo en condiciones normales.

Envejecimiento del sistema inmunologico por la infeccion del Virus de la
Inmunodeficiencia Humana

El tratamiento anti-retroviral detiene el avance de la infeccion por VIH y previene la
sintomatologia del SIDA, aumentando la esperanza de vida de las personas infectadas. Sin
embargo, a pesar de tener niveles indetectables de virus, las personas VIH+ bajo
tratamiento a largo plazo tienen una esperanza de vida menor que las personas no
infectadas(7-9) debido principalmente a un mayor riesgo de desarrollar enfermedades
asociadas con el envejecimiento (ej. enfermedades cardiovasculares, osteoporosis y
cancer). Aunque una parte de estas complicaciones pudiera estar ligada al tratamiento, la
evidencia acumulada sugiere que la infeccion con VIH per se, juega un papel importante.
En particular, se ha observado que las personas infectadas por el VIH presentan cambios

en el sistema inmune que se asemejan a los encontrados en personas mayores no
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infectadas, y que se han asociado al envejecimiento.(10-12) El termino general para

referirse a este fenotipo es “inmunosenescencia’.

Los cambios asociados a la inmunosenescencia observados en el sistema inmune tanto de
personas mayores como de personas con VIH, se han medido principalmente en linfocitos
T e incluyen, entre otros: disfuncién timica, activacion de células T, disminucion del cociente
de linfocitos T CD4/CD8 y del cociente de células virgenes/células de memoria, disminucién
del repertorio de linfocitos T, reduccion en la capacidad de respuesta a antigenos vacunales
y de proliferacion y una expansion de la subpoblacion de linfocitos efectores CD28-, que

expresan el marcador de senescencia CD57 y presentan telomeros mas cortos.(11)

En términos generales, estos cambios indican que los linfocitos T del sistema inmune de
las personas mayores han ido “envejeciendo” debido probablemente a los encuentros
repetidos con patégenos a lo largo de toda una vida. En el cuadro de una infeccién crénica
como lo es la infeccion por VIH, el sistema inmune se encuentra constantemente
confrontado a los antigenos virales (incluso en pacientes bajo tratamiento anti-retroviral con
carga viral indetectable, el virus continta replicandose a bajo nivel) y esto podria estar
acelerando el proceso de inmunosenescencia observado en las personas infectadas. Es de
notar que la infeccién por citomegalovirus (CMV), responsable de otra infeccion viral

cronica, se ha asociado con marcadores de inmunosenescencia.(13-15)

En nifios infectados con VIH perinatalmente, el sistema inmune terminara de desarrollarse
en presencia del virus —incluso en presencia de una alta tasa de replicaciéon viral si la
infeccidn no es detectada y tratada de forma temprana. A pesar del impacto que la infeccion
por VIH parece estar teniendo en el envejecimiento prematuro del sistema inmune, hasta
agosto 2012 no habia estudios que evaluaban marcadores de inmunosenescenia en nifios
infectados. Es posible que este impacto sea aun mas dramatico en un sistema inmune en

desarrollo que en el sistema inmune maduro de los adultos infectados.

Un estudio reciente demuestra que una cohorte de adultos jovenes no infectados por VIH,
timectomizados poco tiempo después de nacer debido a una malformacion cardiaca
congeénita, presentaba marcadores de inmunosenescencia que se asemejaban mas a los
de adultos mayores que a los jovenes de la misma edad del grupo control no

timectomizados.(16) Esto sefala la importancia del timo durante la infancia en el desarrollo
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correcto de los linfocitos T y sugiere que el efecto de la infeccion por VIH en la disfuncion

timica podria tener un mayor impacto en nifios infectados perinatalmente que en adultos.

Con respecto al envejecimiento en nifios con VIH hay 3 estudios hasta el momento actual.
Mansoor y colaboradores estudiaron en Sudafrica a tres grupos de nifios: a) nacidos de
madre sin VIH y VIH negativos, b) nacidos de madre con VIH y nifios VIH negativos y c)
nacidos de madre con VIH e infectados por VIH en forma perinatal. (17) El objetivo del
estudio fue comparar el fenotipo de células T virgenes y de memoria en estos tres grupos
de nifios durante el primer ano de vida. Los resultados obtenidos demostraron una
disminucion del numero de células TCD8+ virgenes en los nifios con infeccion por VIH,
incremento del nimero de células TCD8+ de memoria y un mayor numero de células
TCD8+ expresaron inmunofenotipo de envejecimiento; interesantemente estas diferencias
se observaron entre el grupo con VIH y expuesto a VIH pero no cuando se comparo con el
grupo sin VIH, este fendmeno no concuerda con la teoria del envejecimiento inmunoldgico
en donde se requiere de una activacion inmune persistente para que las células se repliquen
y expresen este fenotipo, incluso los autores mencionan que este fenotipo en nifios sanos

no es lo que esperaban y por lo tanto se requiere de mas estudios en este campo.(17)

Sharp(18) y colaboradores realizaron un estudio en nifios con VIH en donde el objetivo era
evaluar la diferenciacién de las células TCD4+ en la progresién de la enfermedad,
definiendo progresion de la enfermedad como inmunosupresion si las células T CD4+ son
<15% o sin inmunosupresién si las células T CD4+ son >25%, aunque no era su objetivo
principal, describieron un aumento en la proporcién de células TCD4+ que expresaban la
molécula CD57 en el grupo con inmunosupresién grave y que esta expresion se
correlacionaba negativamente con la cuenta total de células T CD4+ y positivamente con la

carga viral.

Diaz(19) en Espafa publica el primer articulo, en donde el objetivo primario es la
inmunosenescencia en niflos con VIH y con la hipotesis que la carga viral elevada es
importante para que se presente este inmunofenotipo. Se estudiaron 57 nifios con VIH+ y
32 nifos sin VIH, unicamente se estudiaron las subpoblaciones de células TCD8. Dividieron
a los nifos de acuerdo a su carga viral en viremicos y aviremicos, encontraron un mayor
fenotipo de inmunosenescencia en el grupo virémico, cuando se comparé entre el grupo

aviremico y nifios sanos no se encontraron diferencias significativas, este fendmeno se
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repiti6 en todas las subpoblaciones estudiadas (Virgenes, de memoria, efector de

memoria).(19)

Como se puede observar en esta ultima parte del marco tedérico no esta suficientemente
estudiado envejecimiento prematuro del sistema inmunoldgico en nifios con VIH aunque
como es logico ya hay algunos estudios que demuestran que se presenta este fenédmeno.
Nuestra teoria es que entre mayor replicacion viral haya o por periodos mas prolongados
(comenzando por la edad del diagndstico) habra mayor activacién inmunologica, mayor

replicacion celular y mayor fenotipo de inmunosenescencia.

Importancia del envejecimiento del sistema inmunolégico en personas que viven
con VIH

Hay poca evidencia sobre la importancia clinica del envejecimiento inmunolégico en adultos
con VIH, aunque tedricamente puede impactar en una mala restauracion inmunoldgica
posterior al inicio de tratamiento antirretroviral, podria favorecer cancer, ateroesclerosis o

una inmunodepresién cualitativa como la que se observa en el anciano.

Cao(5) realizé un estudio de casos y controles, anidados en una cohorte de adultos con
VIH, los dividié en dos grupos: casos a los progresores rapidos (desarrollo de SIDA en
menos de 4 afos) y controles a los progresores lentos (desarrollaron SIDA en mas de 8
anos); estudiaron células crio-preservadas en la visita indice (1 afio de que presentaran
SIDA los progresores rapidos, en el mismo periodo se tomaron las células de los controles).
Encontraron un 35% de células TCD8 que expresaban fenotipo de inmunosenescencia en
el grupo de casos, mientras que hubo 20% en los adultos no infectados. Unemori(20) en un
estudio de casos y controles de adultos con VIH y sarcoma de Kaposi encontré un aumento
de los marcadores de inmunosenescencia en los casos, aun cuando la cuenta de células T

CD4+ eran similares y la carga viral estaba indetectable.
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JUSTIFICACION.

Los nifios infectados perinatalmente por VIH, estan expuestos desde in utero al VIH. En
nuestra poblacion la mayor parte de los nifios infectados, la madre desconocia la infeccion
por lo que no recibe tratamiento ni tampoco se da profilaxis al recién nacido. Posteriormente
el diagndstico se hace en forma tardia cuando el nifio ya esta sintomatico.

Al dia de hoy se sabe que la infeccién por VIH ocasiona una disfuncion del sistema inmune,
haciendo al hospedero mas susceptible de tener infecciones oportunistas. En este
momento, la infeccion por VIH se esta convirtiendo en una enfermedad crénica, debido a
que los antirretrovirales han mejorado la esperanza de vida, aun hay poco conocimiento
sobre el envejecimiento del sistema inmune, lo cual es esperado que tengan nuestros
pacientes con VIH de adquisicion perinatal. EI aumento del conocimiento sobre el
envejecimiento prematuro podria iniciar la busqueda de evaluaciones alternas en los
regimenes de tratamiento antirretroviral o bien la adicion de inmunomodulacion.
Adicionalmente en VIH perinatal es de las pocas ocasiones que nosotros tenemos la
oportunidad de evaluar el efecto de la enfermedad sabiendo su tiempo de duracién casi

exacto.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ya se ha documentado en adultos con infeccion por VIH que existe un fenotipo de
inmunosenescencia, asi como en adultos jévenes timectomizados, mientras que
comienza su estudio en nifios con VIH. Tedricamente esto se sustenta en la
activacion inmune que ocasiona la infeccién crénica por VIH. En los nifos con VIH
en México en donde se hace un diagnéstico tardio, la viremia persistente en los
primeros afos habra ocasionado que haya una diferenciacion acelerada de las
células T CD8 y CD4, este envejecimiento del sistema inmunoldgico parece estar
relacionado con eventos no relacionados a SIDA, similares a los que se presentan
en la poblaciéon anciana. El entendimiento de las variables que potencialmente
influyen en el envejecimiento inmunoldgico son basicas para proponer estrategias
de monitorizacion en adolescentes y/o jévenes que tienen infeccidon perinatal del
VIH, asi como de metas virologicas e inmunolégicas en el tratamiento de los nifios

con infeccién perinatal por VIH.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

Los nifios con VIH, que estan virémicos ¢tienen un mayor porcentaje de células T
CD8y T CD4 que expresan fenotipo de inmunosenescencia, comparados con nifios

con VIH avirémicos al momento de la inclusion al estudio?

OBJETIVOS

1. Describir y comparar entre los grupos con y sin viremia detectable, el porcentaje de
las diferentes subpoblaciones de células TCD4+ y TCD8+, que expresan fenotipo
de inmunosenescencia

2. Analizar las variables que potencialmente impactan en el porcentaje de células
TCD8+ y TCD4+ que expresan el fenotipo inmunosenesencia

3. Describir y comparar las subpoblaciones de células T CD4+ y T CD8+ en ambos

grupos

HIPOTESIS

1. Los nifios con VIH que estan virémicos tienen un mayor numero de células T CD8 y

T CD4 que expresan fenotipo de inmunosenescencia.

MATERIAL Y METODOS

Poblacién accesible
La poblacion estudiada fueron nifios con diagndstico de Infeccién perinatal por VIH, que se

atienden en el CAPASIT Oaxaca.
Disefio
Estudio transversal comparativo

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion
e Edad de 2 a 16 afos

e Diagndstico de infeccion perinatal por VIH

e Pesoigual o mayor a 10 Kg

14



Criterios de Exclusion

e Patologias concomitantes (cancer, diabetes mellitus, asma, cardiopatia congénita,

enfermedades autoinmunes)

Variables

Variable dependiente
Fenotipo de inmunosenescencia (fenotipo CD57+ CD28-)

Variables independientes
Logaritmo de la carga viral

Viremia al momento del ingreso al estudio

Edad

Edad al momento del diagndstico

Grupo de edad (2 a 6 afos; 7 a 18 anos)

Recibir tratamiento anti-retroviral altamente activo (TARAA)
Nadir de CD4

Marcadores de activacion inmune (HLA-DR, CD38)

Operacionalizacion de variables

Variable Definicién Definicion operativa Tipo de Escalade Medicion
conceptual variable
Variable dependiente
Fenotipo de Expresion de Células TCD8 y CD4 Cuantitativa Porcentaje de Ia
inmunosenescencia  moléculas que expresan la discreta subpoblaciéon  celular
asociadas al molécula CD57 y no que expresa el
envejecimiento en expresan la molécula fenotipo de
céluas T CD4 y CD28 inmunosenescencia
CD8
Variables independientes
Logaritmo de la Logaritmo de la Conversion al Cuantitativa Log natural de la carga
Carga viral carga viral logaritmo natural del continua vial detectada en
detectada en numero de copias del plasma
plasma RNA del VIH,
detectadas por ml de
plasma, <50
copias/ml se
considera

indetectable
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Sujetos virémicos

Edad

Edad al diagnéstico

Grupo de edad

Tratamiento anti-
retroviral altamente
activo

Nadir de CD4
Marcadores de

activaciéon inmune

Presencia de RNA

del VIH en plasma

Tiempo
transcurrido desde
el nacimiento hasta
la inclusion al
estudio

Tiempo
transcurrido desde
el nacimiento hasta
que se diagnostico
la infeccién por VIH
Intervalo de edad
previamente
definido

Combinacion  de
farmacos con al
menos dos
mecanismos de
accion para inhibir
la replicacion del
VIH

Punto mas bajo de
CD4 en la vida de

un paciente

Deteccion de
moléculas HLA-DR
y CD38 en
subpoblaciones de
Células TCD4y T
CD8

Asignaciéon al grupo
de sujetos con
viremia, si el RNA en
plasma del sujeto esta
detectable

Tiempo transcurrido
en afos desde el
nacimiento hasta la
inclusion al estudio
Tiempo transcurrido
en afos desde el
nacimiento hasta el
diagnostico de la
infeccion por VIH
Para fines de este
estudio, se dividi6 en

menores y mayores

de 7 afnos
Sujetos que estan
recibiendo una

combinacion de 3
farmacos para inhibir
la replicacion del VIH,
de acuerdo a las
guias de tratamiento
de la infecciéon por
VIH en nifios

Punto mas bajo de
CD4 registrados en el

expediente clinico

Porcentaje de
subpoblaciones  de
Células T CD4 y T
CD8 que expresan
cualquiera de las dos
moléculas (HLA-DR vy
CD38)

Dicotéomica

Cuantitativa

continua

Cuantitativa

continua

Dicotéomica

Dicotéomica

Cuantitativa

discreta

Cuantitativa

discreta

0= Aviremico

1= Viremico

Anos

Afos

1= 2 a 6 anos

2=17 a 18 anos

0= Sin tratamiento
1= Con tratamiento

Numero absoluto de
CD4

registrados en el

mas bajos

expediente clinico

De razén
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Muestra

La estimacion del tamafo de muestra se realizé con los siguientes supuestos,(19) utilizando

el software Open Epi para comparacion de medias,con la siguiente formula

2 2 2
(o +0, Tk)NzZyn+21p)

n Az

1

2 2 2
- (k*o +o,)z_,,t :1_;;)

Asumimos que el porcentaje de células con el fenotipo de inmunosenescencia se

comporta como una variable aleatoria continua:
Células TCD8 virgenes

— Alfa: 0.05

— Beta: 80%

— Media Grupo 1: 0.2 Desviacion estandar: 0.2
— Media Grupo 2: 0.8 Desviacion estandar: 0.6

— Relacién 1:1

Grupo aviremico= 9
Grupo viremico= 9
No se realizé una estimacion del tamafio de muestra para otras subpoblaciones

celulares dado que solo se ha reportado la diferencia en las células TCD8 virgenes.
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Muestreo

Secuencial, por conveniencia. Previa firma de consentimiento informado del padre o tutor.

Plan de analisis estadistico
Se realiz6 estadistica descriptiva (medidas de tendencia central y dispersion). Se realizo

una comparacion entre los siguientes grupos.
a) Viremicos (carga viral detectable al momento del ingreso al protocolo)

b) Aviremicos (Carga viral indetectable al momento del ingreso al protocolo)

Para comparar las variables nominales se usoé la Ji cuadrada o prueba exacta de Fisher.
Para comparar las variables cuantitativas se utilizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov, para
comparar la distribucion entre variables, consideramos que esta prueba es mas robusta en
una poblacidn pequefia, comparada con la U de Mann-Whitney que solo compara las
medianas. Se buscd correlacién entre las células con fenotipo de inmunosenescencia,
logaritmo de la carga viral y porcentaje de células con activacion inmune. Se considerd una

p <0.05 como estadisticamente significativa.

Descripcion general del estudio.

Reclutamiento.
El reclutamiento se realizé por el investigador principal del CAPASITS Oaxaca, durante su

visita de seguimiento habitual al laboratorio. En esta visita se invito a participar en el estudio,
se resolvieron todas las dudas que expresaron los sujetos o sus tutores y se firmaron las

cartas de consentimiento y/6 asentimiento informado.

Toma de muestras.
La toma de muestras se realizd durante la primera visita, posterior a la firma del

consentimiento informado. Se utilizé el sistema Vacutainer ® y tubos con EDTA, uno de 5
ml para carga viral y otros dos de 5 ml cada uno para medir las subpoblaciones de linfocitos.
En total se tomaron 15 ml de sangre lo que para un nifio de 10 kg corresponde al 1.8% del
volumen circulante. La toma de muestras estuvo a cargo del personal del servicio de
laboratorio de CAPASITS Oaxaca.

Procesamiento de las muestras.
La carga viral se realiz6 en el laboratorio de diagndstico viroldgico del Centro de

Investigacion de Enfermedades Infecciosas (CIENI) del Instituto Nacional de Enfermedades
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Respiratorias (INER), asi como un reporte para uso clinico de la subpoblacién de células T,
T CD4 y T CD8. Los ensayos para determinar en fenotipo de inmunosenescencia y la
activacion inmune se realizaran en el laboratorio de investigacion del CIENI, el cual tiene
un nivel de bioseguridad BSL-2. Las muestras se trabajaron en células frescas. Todos los

estudios se realizaron en el CIENI del INER.

Mediciones de laboratorio y gabinete.
Carga viral. Los niveles de RNA-VIH fueron medidos utilizando la prueba COBAS Tagman

HIV-1 test (Roche, Branchburg, New Jersey, USA). El nivel mas bajo de deteccion fue 50
VIH-RNA copias/ml.

Marcadores solubles de inflamacién. La cuantificacion de PCR, IL-6, fibrinogeno y dimero

D se realizaron por el método de ELISA.

Preparacion de las muestras para estudios de fenotipo de linfocitos
Todas las muestras llegaron en 24 horas al laboratorio, inmediatamente las células

mononucleares periféricas (PBMC) fueron aisladas por centrifugacién, mediante la técnica
de gradiente en placa de Ficoll (Pharmacia, Uppsala, Suecia) y posteriormente fueron

tefidas para la determinacion del inmunofenotipo.

Citometria de flujo.
El fenotipo fue realizado en cuanto las muestras llegaron al laboratorio. Las células fueron

tefidas por 20 minutos en la obscuridad con anticuerpos mononucleares fluorescentes
conjugados CD3-fluoresceina isotiocianato, CD31- ficoeritrina (PE), CD38-PE, CD57-PE,
CD45RA aloficocianina (APC) y el receptor de muerte celular programada (PD)-1-PECy7
(Becton-Dickinson, San Diego, California, USA), CD27-PECy7 (Beckman Coulter, Fullerton,
California, USA) y CD4-VioBlue, CD8-VioGreen, Antigeno célular leucocitario -Antigeno D
Relacionado (HLA-DR)-APC, CD28-APC (Miltenyi Biotec, Auburn, California, USA). Se
utilizaron controles isotipicos apropiados (mouse IgG1-PE, IgG2b-APC, and IgG1kPECy7)
para evaluar tefiidos no especificos. Posteriormente las células fueron lavadas y re-
suspendidas en solucion salina con fosfato como amortiguador 1% para-formaldehido.
Todas las muestras fueron analizadas utilizando el clitbmetro FacsCalibur (Becton-
Dickinson). En total se recolectaron/midieron 100,000 eventos de linfocitos utilizando

parametros morfolégicos (Dispersion directa y lateral). Los datos fueron procesados con el
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Software FACSDiva (Becton-Dickinson) y analizados con el software Kaluza Analyzing v.1.2

(Beckman Coulter).

CONSIDERACIONES ETICAS

De acuerdo a la Ley General de Salud, este estudio se considera como un estudio con
riesgo minimo, debido a que implica la toma de muestra de sangre menor a 2 % del volumen
circulante. Se solicité consentimiento informado por escrito al tutor todos los sujetos de
estudio, solo se solicitd asentimiento informado a los nifios de 8 0 mas afos y si ya conocian
el diagndstico de la infeccion por VIH.

Se respetd la privacidad y confidencialidad de los sujetos de investigacion, el documento
fuente se encuentra reguardado en el CIENI del INER, la base de datos electrénica se
encuentra bajo el resguardo de los investigadores responsables, solo se utilizaron cédigos
para que los sujetos no pudieran ser identificados.

Si bien este proyecto no tiene un beneficio directo al sujeto de investigacion, entender el
fendmeno de envejecimiento, abre las puertas a potenciales intervenciones clinicas.

Este proyecto se encuentra registrado y se tiene la aprobacion de los comités de
investigacion y ética del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (C32-13) y de
CAPASITS Oaxaca.
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RESULTADOS

Se incluyeron 20 sujetos, con diagnostico de infeccion perinatal por el virus de la
inmunodeficiencia humana. Reportamos las caracteristicas generales de los sujetos de
investigacion en la tabla 1, donde puede apreciarse que los sujetos sin viremia eran de
mayor edad, una mayor proporcion estaba recibiendo terapia anti-retroviral, asi como tenian

mas tiempo de estar recibiendo dicho tratamiento.

Cuadro 2. Caracteristicas generales

Variable Virémicos (n =9) No virémicos (n=11) p
Mujeres, n (%) 4 (44.44) 7 (63.63) 0.652
Edad, afios (DE) 5.32 (1.99) 10.83 (4.11) 0.002
Edad al diagnéstico, afios (DE) 3.01 (1.94) 2.35(1.33) 0.37
2 a 6 afios, n (%) 6 (66.66) 4 (36.36) 0.372
Tiempo desde el diagnéstico, afios (DE) 2.31 (1.69) 8.48 (4.45) 0.001
Tratamiento, n (%) 5 (55.55) 11 (100) 0.0262
Tiempo de tratamiento, afios (DE) 3.08 (1.64) 8.22 (4.20) 0.021
Nadir de CD4, n (DE) 628 (206) 488 (340) 0.29
Log Carga viral, (DE) 2.99 (1.47) NA NA

a. Prueba exacta de Fisher

El andlisis descriptivo se realizé dividiendo a los sujetos de acuerdo a la presencia o
ausencia de viremia al momento de ingreso al estudio, se calcularon las medianas, los
rangos intercuartil y de acuerdo a su distribucién -que fue diferente a la Gaussiana- se
decidié realizar la prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar diferencias en la distribucién
entre los grupos estudiados. Este analisis se realizé para los linfocitos TCD4, TCD8 y sus

subpoblaciones por separado.
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Células T CD4+

Resultados por subpoblacion de linfocito TCD4+ estudiada
Entre las subpoblaciones celulares de los linfocitos TCD4+, solo en los linfocitos TCD4+

efectores de memoria central hubo diferencias en la mediana de los grupos de estudio, los
sujetos con viremia tuvieron una mayor proporcion de TCD4+ de memoria central (19.8
RIC15.7 - 20.9 vs 16.7 RIC 8.27 - 18.7) (Tabla 2). Al analizar las medianas de las diferentes
subpoblaciones de los linfocitos TCD4+ que expresan fenotipo de inmunosenescencia solo
encontramos diferencia en las células TCD4+ Virgenes (0.16 RIC 0.006 - 0.41 vs 0.062 RIC
0.05 - 0.041) (Figura 1).

Figura 1. Los nifios con VIH que estan viremicos tienen una mayor proporcion de células
T CD4+ virgenes envejecidas
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También se observaron diferencias en la expresion de moléculas de activaciéon inmune,
particularmente HLADR en el total de las células TCD4+, TCD4+ virgenes y TCD4 de
memoria central, asi como en la expresion simultanea de HLADR+ y CD38+ a excepcion

de las células TCD4+ de memoria central.
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Cuadro 3. Distribucion de las subpoblaciones de células TCD4

Todos los nifios con VIH

Virémicos

Sin viremia

Variable Mediana, (RIC 25-75) Mediana, (RIC 25-75) Mediana, (RIC 25-75) p
TCD4+, n 907.5 (643.5 -1058) 953 (695 - 1055) 862 (614 - 1061) 0.91
Subpoblacién

TCD4+ Virgenes, % 56.65 (54 - 61) 56 (53 - 57.1) 57.8 (55.4 - 65.7) 0.44
TCD4+ de memoria central, %  20.7 (15.6 - 25.55) 20.3 (15.4 -26.4) 21.1 (18.7 - 23) 0.81
TCD4+ de memoria efectora, % 18.5 (12.1 - 20.1) 19.8 (15.7 - 20.9) 16.7 (8.27 - 18.7) 0.041
TCD4+ TemRA, % 3.09 (1.14 - 6.69) 3.5(1.38-6.35) 2.69 (1.26 - 7.03) 1
TCD4+

Células envejecidas, % 0.39(0.17-0.91) 0.41(0.37 - 1.35) 0.26 (0.12-0.84) 0.56
HLADR+, % 5.68 (3.82-9.01) 7.88 (5.71 -10.3) 3.87 (3.35-5.7) 0.031
CD38+, % 86.05 (81.05 - 90) 89 (83.9-91.2) 85.1(78.8 - 87.3) 0.31
Doble marcador+, % 3.91(3.12-7.57) 7.48 (6.17 - 7.69) 3.52 (2.48 - 3.92) 0.031
Ki67+, % 1.05 (0.53 - 2.11) 2.06 (0.53 - 2.11) 0.68 (0.39 - 1.43) 0.153
TCDA4+ Virgenes

Células envejecidas, % 0.32 (0.12 - 0.071) 0.16 (0.006 - 0.41)  0.062 (0.05-0.041) 0.031
HLADR+, % 2.04 (1.02 - 2.74) 2.62 (2.28 - 3.8) 1.07 (0.7 - 1.98) 0.006
CD38+, % 98.45 (97.2 - 99) 98.9 (98.3 - 99) 98 (95.5 - 99) 0.258
Doble marcador+, % 1.56 (1.05 - 2.56) 2.26 (2.14 - 3.63) 1.05(0.76 - 1.8) 0.009
Ki67+, % 0.28 (0.13 - 0.67) 0.48 (0.22 - 0.69) 0.18 (0.06 - 0.43) 0.211
TCD4+ de memoria central

Células envejecidas, % 0.21 (0.06 - 0.36) 0.2 (0.1-0.27) 0.33 (0.06 - 0.38) 0.56
HLADR+, % 8.29 (4.41-13.7) 13.8 (7.76 - 17) 5.12 (3.94 -9.18) 0.041
CD38+, % 73.95 (65.55 - 84.55) 84.7 (74.2 - 84.8) 67.6 (60.7 - 74.6) 0.012
Doble marcador+, % 5.07 (2.94 - 9.57) 7.45 (4.26-12.4) 479 (2.3-7.97) 0.31
Ki67+, % 2.22 (0.99 - 4.075) 3.14 (1.47 - 4.22) 1.72 (0.72 -3.38) 0.65
TCD4+ de memoria efectora

Células envejecidas, % 1.46 (0.67 - 4.66) 1.55(1.01-5.7) 1.07 (0.38 - 3.61) 0.95
HLADR+, % 19 (15.95 - 27.8) 19.7 (18.6 - 25) 16.4 (11.07 - 30.6)  0.211
CD38+, % 49.6 (37.15 - 60.8) 59.4 (48.4 -62.4) 37.9 (26.7 - 58.3) 0.06
Doble marcador+, % 10.45 (8.06 - 20.7) 15.1 (8.88 - 23.9) 9.43 (6.47 - 15.1) 0.485
Ki67+, % 2.07 (1.33 - 5.58) 3.86 (1.4 -4.81) 1.49 (0.73 - 7.04) 0.313
TCD4+ TemRA

Células envejecidas, % 1.85(0.37 - 6.61) 2.96 (0.98 - 6.73) 0.64 (0.26 - 6.49) 0.485
HLADR+, % 11.85(5.18 -24.4) 18.6 (9.64 - 35.5) 11.2(3.15-22.1) 0.171
CD38+, % 87.75 (83.1 - 94.65) 88.2 (84.4 - 95.8) 87.3 (72.8-92.8) 0.446
Doble marcador+, % 7.51(3.21-19.3) 15.3 (5.13-19.7) 6.7 (2.06 - 16.4) 0.41
Ki67+, % 1.96 (0.63 - 5.98) 4.08 (0.77 - 5.17) 1.72 (0.32 - 6.79) 0.735

RIC: Rango intercuantilico

23



Cuadro 4. Coeficiente de correlacion de Pearson entre las células TCD4+, las
subpoblaciones envejecidas y las variables clinicas.

T CD4+ TCD4+ TCD4+ de TCD4+ de memoria TCD4+
Virgenes memoria central efectora TemRA
Nadir Células CD4+ 0.037 0.0766 0.1667 0.0673 0.1009
Valor de p 0.8768 0.7482 0.4824 0.7779 0.672
Log CV 0.4805 0.6063 0.5468 0.3191 0.4377
Valor de p 0.032 0.0046 0.0126 0.1703 0.0536
Log CV al diagndstico 0.004 -0.0151 -0.0227 0.0641 0.0626
Valor de p 0.9868 0.9497 0.9242 0.7883 0.7931
Edad -0.1681 -0.3279 -0.2931 -0.1524 -0.2374
Valor de p 0.4787 0.1581 0.2098 0.5212 0.3135
Tiempo de recibir TARAA 0.0755 -0.3693 -0.0086 -0.0234 -0.1815
Valor de p 0.781 0.1592 0.9749 0.9315 0.5011
Tiempo desde el
diagndstico de VIH -0.237 -0.3896 -0.3533 -0.175 -0.2762
Valor de p 0.3144 0.0895 0.1265 0.4606 0.2385

Analisis de otras variables explicativas
El envejecimiento de las células TCD4+ tuvo correlacién con el logaritmo de la carga viral,

sin embargo, cuando se evalla la correlacion solo en el subgrupo de sujetos viremicos se
pierde la correlacion (R? 0.53 p= 0.14). También se encontrd correlacion con la activacion
inmunolégica -particularmente con la expresién de HLADR y su expresién simultanea con
CD38+, esta correlacion se mantiene solo en el subgrupo de sujetos viremicos.
Interesantemente en la exploraciéon de las variables dicotdmicas hubo diferencia de las

células con marcador de envejecimiento inmunoldgico entre hombres y mujeres.
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Cuadro 5. Coeficiente de correlacion de Pearson entre
subpoblaciones envejecidas y marcadores de activacion inmune e inflamacion

las células TCD4+, las

T CD4+ TCD4+ TCD4+ de memoria TCD4+ de memoria TCD4+
Virgenes central efectora TemRA

CDA4+ activada 0.8032* 0.7962 0.6511 0.4822 0.7026
doble marcador+
Valor de p <0.001 <0.001 0.0019 0.0313 0.0006
CD4+ activada 0.3521 0.1599 0.2939 0.1616 -0.0685
CD38+
Valor de p 0.1279  0.5006 0.2085 0.4961 0.7742
CD4+ activada 0.7114  0.7108 0.3905 0.5586 0.6051
HLA DR+
Valor de p 0.0004 0.0004 0.0887 0.0105 0.0047
CD4+ 0.3648 0.3819 0.3037 0.1197 0.1028
proliferativa
Ki67+
Valor de p 0.1137  0.0966 0.193 0.6152 0.6662
PCR 0.1652  0.2838 0.1977 -0.0248 0.1941
Valor de p 0.4863  0.2253 0.4035 0.9173 0.4122
IL-6 0.3670 0.4111 0.3933 0.2138 0.3622
Valor de p 0.1341 0.0901 0.1063 0.3944 0.1397
Fibrin6geno 0.0520 0.1699 0.0759 -0.0972 0.1101
Valor de p 0.8275 0.4738 0.7505 0.6835 0.6442
Dimero D -0.2023 -0.0641 -0.1127 -0.1553 -0.2019
Valor de p 0.3924 0.7883 0.6360 0.5132 0.3932

25



Figura 2. Las células TCD4+ envejecidas correlacionan con el Log de la carga viral
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Figura 3. Ausencia de correlacién entre las células TCD4+ envejecidas y el log de la carga

viral en el grupo viremico
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Figura 4. Las células TCD4+ envejecidas correlacionan con la expresion del marcador de
activacion inmune HLADR+
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Figura 5. La correlacién de las células TCD4+ con la expresion de HLADR+ solo esta
presente en el grupo de sujetos viremicos
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Figura 6 Las células TCD4+ envejecidas correlacionan con la expresion del doble marcador

de activacion inmune
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Figura 7. La correlacion de las células TCD4+ envejecidas con la expresién del doble
marcador de activacion inmune solo esta presente en el grupo de sujetos viremicos.
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Figura 8. Las mujeres tienen una mayor proporcién de células TCD4+ envejecidas
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En la subpoblacién de células virgenes también se encontré correlacién con el logaritmo de
la carga viral, sin embargo, cuando se evalu6 solo al grupo viremico se observa que se
pierde esta asociacién, posiblemente por un efecto del tamafio de la muestra y la presencia
de dos valores extremos. La expresion de HLADR y su expresion simultanea con CD38
correlacionan con el porcentaje de células TCD4+ virgenes envejecidas, al evaluar esta

correlacion por subgrupos se mantiene la correlacion.
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Figura 9. Las células TCD4+ virgenes envejecidas correlacionan con el Log de la carga viral
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Figura 10. Ausencia de correlacién entre las células TCD4+ virgenes envejecidas y el Log
de la carga viral, en el grupo viremico
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Figura 11 Las células TCD4+ virgenes envejecidas, correlacionan con la expresion
del marcador de activacion inmune HLADR+.
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Figura 12. Las células TCD4+ virgenes envejecidas, correlacionan con la expresion
del marcador de activacion inmune HLADR+ en ambos subgrupos
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Figura 13 Las células TCD4+ virgenes envejecidas correlacionan con la expresion del doble

marcador de activacion inmune
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Figura 14 Las células TCD4+ virgenes envejecidas correlacionan con la expresion del doble

marcador de activacion inmune independientemente del grupo estudiado
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La subpoblaciéon de células T CD4+ de memoria central se encontré una correlacion entre
las células envejecidas y el logaritmo de la CV y la expresién simultanea de CD38+ y
HLADR+. En el analisis estratificado, el grupo con viremia mantiene la correlacion entre las
células T CD4+ de memoria central envejecidas y el logaritmo de la CV. Solo se mantuvo
la correlacion entre las células TCD4+ de memoria central envejecidas y la expresion de las
dos moléculas de activacion inmune en los sujetos virémicos. En esta subpoblacién también
hubo diferencia de las células con marcador de envejecimiento inmunoldgico entre hombres

y mujeres.

Figura 15. Correlacién entre TCD4+ memoria central envejecidas y Log de la carga viral
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Figura 16. Las células TCD4+ de memoria central envejecidas, correlacionan con el Log de
la carga viral en sujetos viremicos
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Figura 17. Las células TCD4+ de memoria central envejecidas, correlacionan con la
expresion del marcador de activacion inmune HLA DR+ CD38+
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Figura 18. La correlacion entre las células TCD4+ de memoria central envejecidas y la
expresion de HLADR+/CD38+ estan presentes solo en los sujetos viremicos
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Figura 19 Las mujeres tienen una mayor proporcion de células TCD4+ de memoria central
envejecidas
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Las células TCD4+ de memoria efectoras envejecidas, no tienen correlacién con el
logaritmo de la CV, sin embargo, si hay correlaciéon con la expresién de HLADR+ y su
expresion simultdnea con CD38+. Estas correlaciones solo se observan en el grupo de

sujetos viremicos.

Figura 20. Las células TCD4+ de memorial efectoras envejecidas, correlacionan con la
expresion del marcador de activacion inmune HLA DR+
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Figura 21. Las células TCD4+ de memoria central efectoras envejecidas, correlacionan con
la expresion de HLA DR+ solo en el grupo virémico
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Figura 22. Las células TCD4+ de memoria efectoras envejecidas, correlacionan con la
expresion de HLADR+ CD38+
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Figura 23. Las células TCD4+ de memoria efectoras envejecidas, correlacionan con la
expresion de HLA DR+ CD38+ solo en el grupo virémico
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En las células TCD4+TemRA envejecidas tampoco encontramos una correlacion con el
logaritmo de la CV en forma global ni en el andlisis estratificado. Persiste la correlacién con
HLADR+ pero se pierde en el analisis estratificado; existe correlacion con la expresion
simultanea de CD38+ y HLADR+ en el analisis global y en el grupo de sujetos viremicos,
adicionalmente en esta subpoblacion se observa una correlacion negativa entre las células
CD4+ TemRA+ envejecidas y la expresion de CD38+.
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Figura 24. Las células TCD4+ TemRA envejecidas, correlacionan con la expresiéon del
marcador de activacion inmune HLA DR+
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Figura 25. No hay correlaciéon entre las células TCD4+ TemRA envejecidas y la expresion
del marcador de activacion inmune HLA DR+ en el andlisis estratificado
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Figura 26. Correlacion entre las células TCD4+ TemRA envejecidas y la expresion
simultanea de HLA DR+ y CD38+
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Figura 27. Correlacion de las células TCD4+ TemRA envejecidas y la expresion
simultanea de HLA DR+ y CD38 en sujetos viremicos
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Figura 28. Correlacion negativa entre las células TCD4+ TemRA envejecidas y la expresion
de CD38 en el grupo sin viremia
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Células T CD8+

Resultados por subpoblacién de linfocito TCD8+ estudiada
En las células TCD8+ observamos que no hay diferencias de la mediana entre sujetos con

y sin viremia, sin embargo, cuando se evaluan las subpoblaciones celulares, la mediana del
porcentaje de las células TCD8 virgenes es mayor en los sujetos sin viremia (56.3 IC 46.8
—62 Vs 31.3 RIC 28.8 - 41.2). En forma inversa la mediana del porcentaje de las células
TCDB8+ efectoras de memoria central es mayor en los sujetos viremicos (42.4 RIC 34.2 -
45.8 vs 24.5 RIC 9.8 - 29.3).

Al analizar el envejecimiento celular en las células TCD8+ y sus subpoblaciones celulares,
encontramos que solo en el total de las células TCD8+ y en las TCD8+ virgenes la mediana
del porcentaje de células que expresan los marcadores de envejecimiento, son mayores en
el grupo de sujetos viremicos. Adicionalmente la mediana de las células que expresan

marcadores de activacion inmunoldgica fueron mayores en los sujetos viremicos (Tabla 5).
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Figura 29. El porcentaje de células TCD8+ envejecidas es mayor entre los sujetos

virémicos
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Figura 30. El porcentaje de células TCD8+ virgenes envejecidas es mayor entre los
sujetos virémicos
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Cuadro 5. Distribucion de las subpoblaciones de células TCD8+
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Todos los nifios,

Viremicos,

Sin viremia,

Variable Mediana (IC25-75) Mediana (IC25-75) Mediana (IC25-75) p
TCD8+, n 1182 (861 - 1467) 1433 (1139 - 1479) 981 (717 - 1420) 0.25
Subpoblacién

TCD8+ Virgen, % 46.7 (30.85-57.4) 31.3(28.8-41.2) 56.3 (46.8 - 62) 0.001
TCD8+ de memoria central, % 3.26 (1.84 - 5.21) 4.43 (2.28 -6.13) 2.65(1.68-4.08) 0.37
TCD8+ de memoria efectora, % 29.75(24.1-41.8) 42.4 (34.2-45.8) 24.5(19.8-29.3) 0.006
TCD8+ TemRA, % 17.15 (14.55 - 20.35) 20.1 (17.4 - 27.9) 16.4 (14 - 18.1) 0.098
TCD8+

Células envejecidas, % 26.55(17.3-36.9) 36(30.1-38.2) 23.2(11.2-26.1) 0.001
HLAR+, % 17.25 (10.9-26.5) 25.9(22.9-454) 11.1(7.42-16.6) 0.001
CD38+, % 85.85 (70.1 - 90.55) 90.3 (88.3 - 93.3) 72.7 (61.3-83.6) 0.001
Doble marcador+, % 13 (6.88 - 22.85) 221 (17.2 - 32.5) 7.09 (5-11.2) 0.001
Ki67+, % 1.15 (0.55 - 2.85) 2.23(1.13(1.13-3.08) 0.6 (0.39-1.83) 0.06
TCD8+ Virgen

Células envejecidas, % 1.17 (0.51 - 2.91) 2.24 (1.65-4.79) 0.82(0.3-1.18) 0.031
HLADR+, % 2.51 (1.65 - 4.15) 423 (4-4.81) 1.77 (1.14-2.3) 0.001
CD38+, % 89.8 (81.05 - 92-55) 92.4 (89.9 - 93.4) 84.5(71.8-90.9) 0.041
Doble marcador+, % 2.63 (1.48 - 4.08) 4.4 (3.7-4.52) 1.89 (0.99 - 2.65) 0.002
Ki67+, % 0.46 (0.17 - 0.75) 0.57 (0.32 - 0.84) 0.22 (0.09-0.64) 0.21
TCD8+ de memoria central

Células envejecidas, % 13.3(10.44-27.4) 16 (11.4--31.7) 13.2(9.67-20.1) 0.815
HLADR+, % 20.75 (12.5 -40) 34.5 (12.7 - 63.8) 17.6 (9.65 - 28.5) 0.041
CD38+, % 83.35(568.05-91.4) 91.4(89.6 - 92.5) 61.7 (49.6 - 80.6) 0.001
Doble marcador+, % 18.85(8.85-37.7) 36.4 (8.45-60.3) 15.7 (9.26 - 27.2) 0.123
Ki67+, % 4.15(1.96 - 6.87) 4.31(2.96 - 10.7) 3.05(1.58-6.19) 0.76
TCD8+ de memoria efectora

Células envejecidas, % 42.95 (32.55-53.6) 47.1(41.7 -53.7) 42.4 (26.8 -53.5) 0.171
HLADR+, % 32.4 (26.5 - 50.8) 43.8 (33.5-61.9) 28.1(21.9-34.5) 0.018
CD38+, % 75.5 (56.35 - 87) 87.4 (84.3-89.4) 57 (43.4 - 72.6) 0.001
Doble marcador+, % 31.4 (20.6 - 46.65) 44.3 (36 - 54.5) 21 (15.3 - 33.6) 0.018
Ki67+, % 2.95(1.01 -5.61) 4.05(2.69-5.71) 1.07 (0.65-4.18) 0.21
TCD8+ TemRA

Células envejecidas, % 58.4 (41.65 -67.9) 66.4 (53.8 - 68.6) 45.2 (20.2-60.7) 0.12
HLADR+, % 25.7 (15.65-35.1) 34.7 (21.6 - 54.5) 24.3(9.85-27.1) 0.15
CD38+, % 77.8 (61.65 -88.3) 88.4 (83.3-90.4) 62.8 (53.8 - 76.8) 0.001
Doble marcador+, % 22.3 (13.45-26.55) 26.3 (24.7 -40.4) 13.6 (9.45-25.3) 0.005
Ki67+, % 0.61 (0.33 - 1.65) 1.27 (0.69 - 0.33) 0.53(0.32-1.63) 0.98
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Analisis de otras variables explicativas
Las otras variables evaluadas, fueron variables clinicas incluyendo el logaritmo natural de

la carga viral, los marcadores de activacion inmunoldgica y los marcadores soblubles de

inflamacién, la evaluacion se realizé por la correlacion de Spearman (Cuadro 6y 7).

Cuadro 6. Coeficiente de correlacion de Pearson, en las subpoblaciones de células
TCD8+ envejecidas contra las variables clinicas.

Células T Células T CD8+ Células T CD8+ Células T CD8+ Células T

CD8+ Virgenes memoria central memoria efectoras CD8+ TemRA
Nadir Células CD4+ 0.0151 -0.0475 -0.142 -0.0724 -0.0707
Valor de p 0.9497 0.8423 0.5502 0.7617 0.7672
Log CV 0.5004 0.5398 0.4689 0.1811 0.2067
Valor de p 0.0246 0.014 0.037 0.4449 0.3819
Log CV al
diagnostico -0.0544  -0.0114 -0.2563 0.0062 0.2134
Valor de p 0.8199 0.9621 0.2754 0.9794 0.3663
Edad -0.269 -0.3645 0.043 -0.0923 -0.215
Valor de p 0.2514 0.1141 0.8571 0.6987 0.3627
Tiempo de recibir
TARAA -0.1262  -0.1198 0.3935 -0.1014 -0.11
Valor de p 0.6413 0.6587 0.1316 0.7086 0.685
Tiempo desde el
diagnostico de VIH  -0.253 -0.3629 -0.0852 -0.0839 -0.1005
Valor de p 0.2819 0.1159 0.7211 0.7252 0.6735
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Tabla 7. Coeficiente de correlacion de Pearson entre las subpoblaciones de células TCD8+

envejecidas y marcadores de activacion inmune e inflamacion
Células T Células T Células T CD8+  Células T CD8+ de Células T

CD8+ CD8+ Naive memoriacentral memoria efectoras CD8+ TemRA

CD38+* 0.2427 0.2473 0.4252 0.1008 0.06

Valor de p 0.3026 0.2931 0.0617 0.6724 0.8015
HLA DR+* 0.4696 0.9537 0.7494 0.1749 0.3318
Valor de p 0.0367 < 0.001 < 0.001 0.4608 0.1529
CD38+, HLA DR+*  0.476 0.9568 0.8037 0.1281 0.2178
Valor de p 0.0339 < 0.001 < 0.001 0.5904 0.3563
Ki67+* 0.3265 0.2386 0.4854 0.0335 0.2651
Valor de p 0.1601 0.3109 0.0301 0.8883 0.2587
PCR 0.2932 0.1869 -0.1203 -0.0275 0.0971
Valor de p 0.2096 0.4300 0.6134 0.9083 0.6840
IL-6 0.0960 0.2718 0.2715 -0.0798 0.1066
Valor de p 0.7048 0.2753 0.2758 0.7530 0.6738
Fibrin6geno 0.2597 0.2415 -0.0376 0.0648 0.0108
Valor de p 0.2689 0.3050 0.8749 0.7860 0.9640
Dimero D 0.4373 0.3793 0.1093 0.2017 0.3147
Valor de p 0.0539 0.0990 0.6465 0.3937 0.1766

*La correlacion con los marcadores de activacion inmune se midieron en cada subpoblacion celular estudiada y la
correlacion estimada se realizo entre las células de cada subpoblacion envejecida vs células con activaciéon inmunoldgica
de la misma subpoblacion celular

El total de las células TCD8+ correlaciono con el logaritmo natural de la carga viral, la
expresion de HLADR+ y la expresién simultanea de HLADR+ y CD38+. La evaluacién por
subgrupo de muestra que se pierde la correlacién con todas las variables anteriormente

descritas.
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Figura 31. Las células TCD8+ envejecidas correlacionan con el logaritmo de la carga viral
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Figura 32. Hay ausencia de correlacién entre las células TCD8+ envejecidas y el Log de la
carga viral cuando se evalua el grupo de sujetos viremicos
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Figura 33. Las células TCD8+ envejecidas correlacionan con la expresion de HLADR+
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Figura 34. Ausencia de correlacion entre células TCD8 envejecidas y HLADR en los

subgrupos estudiados.

Sin viremia Viremicos
o |
©
[
[
[
o
< ° o
®
[
[
e® o
[
o | \ R2 -0.0584 p0.086 R2 0.3334 p0.38
N
o O
[
[ ]
o
T T T T T T T
0 20 40 60 O 20 40 60

% Células TCD8+ HLADR+

47



Figura 35. Las células TCD8+ envejecidas, correlacionan con la expresién de HLADR y
CD38
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Figura 36. Ausencia de correlacion entre células TCD8 envejecidas y la expresion
concomitante de CD38+ y HLADR+ en los subgrupos estudiados.
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En la subpoblacion de células Virgenes, hay correlacion entre las células envejecidas y el
Log de la carga viral, asi como con la expresion del marcador HLADR+ y la expresion
concomitante de HLADR+ y CD38+. Cuando se analizé por subgrupos se mantiene la
correlacion con HLADR+ y la expresion simultanea de HLADR+ y CD38+ en el grupo

viremico, pero no hay correlacion con el Log de la carga viral.

Figura 37. Las células TCD8+ virgenes envejecidas, correlacionan con el Log de la carga
viral
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Figura 38. Hay ausencia de correlacion entre las células TCD8+ virgenes envejecidas y el
Log dela carga viral cuando se evalua el grupo de sujetos viremicos
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Figura 39. Las células TCD8+ virgenes envejecidas, correlacionan con la expresion

de HLADR
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Figura 40. Las células TCD8+ virgenes envejecidas, correlacionan con la
expresion de HLADR solo en el grupo viremico
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Figura 41. Las células TCD8+ virgenes envejecidas, correlacionan con la expresion de
HLADR y CD38
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Figura 42. Las células TCD8+ virgenes envejecidas, correlacionan con la expresion de
HLADR y CD38, solo en el grupo viremico
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Las células TCD8+ de memoria central, evidencian el mismo fendmeno, previamente
descrito para la subpoblacién de células virgenes.



Figura 43. Las células TCD8 de memoria central correlacionan con el Log de la CV
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Figura 44. Las células TCD8+ de memoria central envejecidas correlacionan con el Log
de la CV en el grupo viremico
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Figura 45. Las células TCD8+ de memoria central envejecidas correlacionan con la
expresion del marcador de activacion inmune HLADR+
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Figura 46. Las células TCD8+ de memoria central envejecidas correlacionan con la
expresion del marcador de activacion inmune HLADR+ en ambos grupos
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Figura 47. Las células TCD8+ de memoria central correlacionan con la expresién de
HLADR+ y CD38+
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Figura 48. Las células TCD8+ de memoria central envejecidas de ambos grupos
correlacionan con la expresién del marcador de activacion inmune HLADR+ y CD38+
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Figura 49. Los sujetos sin tratamiento antirretroviral, tienen mayor porcentaje de células
TCD8+ de memoria central envejecidas
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DISCUSION

Este estudio lo conceptualizamos en un inicio para evaluar el impacto de la viremia en el
envejecimiento inmune y adicionalmente explorar variables que potencialmente podrian
explicarlo. Aunque se ha evaluado ya el impacto de la viremia en la inmunosenescencia de
las células T, (19,21) no se habia medido el impacto de la activacién inmunolégica, que si
bien puede haber activacion inmunolégica por la infeccion por VIH y hacer que haya una
secuencia viremia- activacion inmune- envejecimiento, también hay otras causas que
pueden hacer que haya activaciéon inmunolégica como las infecciones cronicas(22) y la

translocacion de productos bacterianos a través de la barrera intestinal.(23)

Nuestra hipotesis establecia que la viremia tiene un papel trascendental en la
inmunosenescencia de las células T, para esto comparamos la distribucién de los sujetos
viremicos y aviremicos de las diferentes subpoblaciones de las células T y en todas ellas el
fenotipo predefinido de inmunosensecencia (CD28- CD57+). Al analizar las caracteristicas
basales de los grupos observamos que los sujetos viremicos eran mas pequefos de edad,
tenian menos tiempo de tratamiento y solo el 55% estaba en tratamiento anti-retroviral. Esto
puede explicarse debido a que las politicas de tratamiento contemplaban 1) la edad del
diagndstico, 2) status inmunolégico y 3) Carga viral. Dado que la edad de diagnéstico en lo
general fue en mayores de 1 afo, es esperado que se contemplara el status inmunolégico
y la carga viral para decidir comenzar el tratamiento anti-retroviral, posiblemente esto fue lo
que paso y por esto al ir creciendo los ninos comenzaron a bajar los linfocitos TCD4+ y
tuvieron una indicacion precisa para comenzar a tratarlos, posteriormente lograrian la
supresion virolégica. Esto es lo que regularmente pasaba en la practica clinica, sin
embargo, en adultos hay evidencia que el inicio de la terapia antiretroviral temprana reduce
la morbilidad asociada y no asociada a VIH, asi como la mortalidad general.(24) En nifios
se prescribe a todos los menores de 1 afo debido a la repercusion en el neurodesarrollo,
sin embargo, con base en el estudio STARD(24) las nuevas guias de tratamiento de VIH
en nifios de México(25) y EUA(26) ya recomiendan el inicio del tratamiento en todos los
nifos independientemente de su sintomatologia, cuenta de células TCD4+ y carga viral.
Estos cambios a las politicas de tratamiento deberan ser estudiadas tanto en la morbilidad
como en la mortalidad de los nifios con VIH, incluso ahora que lo esperado es que caiga
aun mas la mortalidad, es sumamente importante evaluar las repercusiones en sistema

0seo, cardiovascular e inmunoldgico en diversos aspectos.
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Nuestro grupo de pacientes fue de menor edad que el estudiado por Diaz y Mendez-
Lagares(19,21) y mayor que el estudiado por Gianesin (23). A excepcion de un nifo todos
estaban bajo tratamiento anti-retroviral en los estudios de Diaz y Mendez-Lagares(19,21)
mientras que en el estudio de Gianesin el 30% estaba sin tratamiento, lo cual lo hace un
grupo un poco mas parecido al que estudiamos.

Una de las primeras aproximaciones fue evaluar la correlacion entre las células
senescentes TCD4+, TCD8+, subpoblaciones de cada una de ellas y la edad,
interesantemente no hubo correlacién en ninguna poblacion o subpoblacion de células T
con la edad, previamente ya se habia reportado la ausencia de correlacién entre la edad y
células TCD8+ virgenes en nifios con VIH.(19) La siguiente aproximacion fueron las
variables dicotomicas, encontrando que las mujeres tienen mayor proporcién de células
TCD4+ senescentes, a este hallazgo no encontramos alguna explicacién bioldgica por el
momento y debera de ser motivo de analisis en estudios posteriores. El grupo de sujetos
viremicos tiene una mayor proporcion de células TCD4+ virgenes envejecidas, este
hallazgo no habia sido reportado previamente, Mendez-Lagares(21) estudio Ila
inmunosenescencia de las células TCD4+ en nifios con VIH, estudio 57 nifios con VIH (25
viremicos) y 32 sin VIH, describié envejecimiento prematuro de las células TCD4+ y sus
subpoblaciones en los nifios con VIH, pero no encontré6 asociaciéon con la viremia.
Posteriormente evaluamos la correlacién entre el Log de la carga viral y el porcentaje de
células TCD4+ virgenes envejecidas, encontrando que, aunque hay una correlacion
positiva estadisticamente significativa, al ver la gréfica con detalle, son los sujetos
aviremicos los que estan haciendo que haya una correlacion ficticia, esto se demuestra al
evaluar por separado al grupo viremico. Este hecho hace que se ponga en duda la hipétesis
sobre el efecto de la viremia en el envejecimiento inmunoldgico, por este motivo evaluamos
posibles explicaciones al fendmeno de la inmunosenescencia como son la activacion
inmunolégica y marcadores solubles de inflamacion. En el caso de las células TCD4+
virgenes, se encontré una correlacion positiva entre la activacion inmunoldgica y la
inmunosenescencia, incluso cuando se evalué por separado a los grupos viremicos y

aviremicos.

En nuestro estudio no evaluamos otros factores que favorezcan la activacion inmunolégica,
se sabe que la translocacion de productos bacterianos a partir del intestino favorece la
activacion inmune. En el estudio de Gianesin(23) sCD14 fue correlacionado positivamente

con la expresion de HLADR+ CD38+ en células TCD8, pero no con células TCD8+
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envejecidas, los autores consideraron que las translocacion de productos bacterianos no
ocasionan en forma directa el envejecimiento inmunoldgico, pero si favorece la activacién

inmune y esto a su vez favorece el envejecimiento.

Por otra parte, encontramos datos que previamente no habian sido reportados como por
ejemplo, las células TCD4+ de memoria envejecidas correlacionaron con el Log de la carga
viral y persiste esta correlacion en el analisis por subgrupos, sugiriendo que al menos en el
compartimento de las células TCD4+ la viremia si tiene alguna participacién en la génesis
del envejecimiento replicativo, ademas que solo el grupo viremico correlaciona en forma
positiva con la activacion inmune. Las células TCD4+ de memoria efectoras y TemRA
correlacionan con la activacion inmunoldgica solo en el grupo viremico. La correlacién que
encontramos entre la inmunosenescencia y la activacion inmune en el grupo viremico
sugieren que hay una secuencia viremia-activacidon inmune-inmunosenescencia, sin
embargd nuestro estudio no alcanza a evaluar otros factores que pueden favorecer la
activacion inmune. Debido a que nuestro estudio estaba disefiado para encontrar
diferencias en el porcentaje de las células TCD8+ virgenes envejecidas al dividir a los
sujetos entre viermicos y aviremicos, la muestra termino siendo pequefia para poder ajustar
un modelo de regresién logistica y poder determinar mejor, el impacto que tiene la

activacion inmune y la viremia en la génesis de la inmunosenescencia.

Con respecto al compartimento de las células TCD8+, Diaz reporto diferencias solo en las
células TCD8+ virgenes,(19) nuestro estudio es el primero que encuentra diferencias del
porcentaje de células envejecidas TCD8+, TCD8+ virgenes y TCD8+ de memoria entre los
sujetos viremicos y aviremicos, resaltando la importancia de mantener una carga viral
indetectable en la atencion clinica a los nifos con VIH. También es el primero en evaluar la
correlacion entre la carga viral y el fenotipo de inmunosenescencia, en este sentido es
sumamente interesante como en el analisis bivariado se encuentran diferencias, sin
embargo, al hacer una evaluacién con variables continuas, no hay correlacion del Log de la
carga viral con el fenotipo de envejecimiento de las células TCD8+, y si lo hay en las células
TCD8+ virgenes y TCD8+ de memoria. Este fendmeno junto con la correlacion positiva que
hay con la activacion inmunoldgica sugiere que la activacion inmunolégica posiblemente
impacte mas que la viremia en el fenotipo de envejecimiento inmune. Desde el punto de
vista fisiopatologico, es esperado que el hecho de tener un estimulo antigénico persistente

ocasione la expansion clonal y que las células T en lo general se comiencen a diferenciar
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hasta llegar a un estadio avanzado, con el fenotipo de envejecimiento CD28- CD57+, con

todas las potenciales consecuencias de eventos no relacionados a SIDA.(5,20)

Dado que nuestro grupo de sujetos viremicos es mas joven que el aviremico, consideramos
que el envejecimiento inmune en nifios con VIH, es mas dramatico que lo reportado en
adultos y reviste mayor importancia entender este fenomeno, incluyendo el papel de la
activacion inmunolégica y sus posibles consecuencias a largo plazo. Gianesin (23)
demostrd que hay envejecimiento biologico acelerado en nifios infectados por VIH al
compararse con nifios expuestos perinatalmente y nifios sin VIH. Ademas, demostré la
correlacion entre el acortamiento de los telomeros con las células TCD8+ envejecidas,
cansadas y activadas en los nifios con VIH, sin embargo, no evalud el impacto de la carga

viral en el cansancio, activacion o envejecimiento inmunolégico.

Ahora que se han cambiado las politicas de tratamiento antirretroviral en nifios, se debe de
evaluar su impacto en el cansancio o envejecimiento del sistema inmunolégico, dado que
ahora lo esperado es ver mas nifos aviremicos, y se debe de incluir otros factores que
favorecen la activacion y envejecimiento inmunolégico como la infeccién por CMV, aunque
en México la seroprevalencia es de hasta 70.1% (64.0-76.1) en nifios de 1 a 9 afios (no se
han realizado estimaciones por grupos de edad mas pequefos)(27) asi como la
translocacion de productos bacterianos y otras infecciones crénicas. Otros fendmenos por
explorar es la carga viral a través del tiempo y su asociacion con el envejecimiento inmune,
todos los estudios de este topico son transversales, por lo que solo estamos observando
una fotografia de la carga viral, sin embargo, no estamos evaluando el historial de la carga
viral de cada individuo y como le ha impactado en el envejecimiento inmunolégico, por lo
que un estudio disefiado para evaluar todos estos topicos con una muestra adecuada para

evaluar confusores seria idéneo.
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Conclusiones

Si hay envejecimiento inmune prematuro en las células TCD4+

La activacion inmunolégica posiblemente impacte mas en el fenotipo de envejecimiento
inmune que la viremia.

El sexo es una variable que se debera de seguir estudiando ya que previamente no
estaba reportada como asociada al fenotipo de envejecimiento inmune.

Se requiere de ampliar la muestra.

Debemos explorar otros factores que favorezcan la activaciéon inmune en nifios con VIH.
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