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RESUMEN

Después de 30 afios desde la identificacion del VIH la infeccién no ha sido posible
de erradicar debido a la presencia de reservorios virales no detectables y
resistentes a los tratamientos farmacolégicos. La trasmision vertical, gracias a los
tratamientos, se ha logrado llevar las tasas de transmisién a menos del 1% de los
casos. Sin embargo, en los casos exitosos, a pesar de ser considerados no
infectados, los infantes expuestos a VIH+ , a través de sus madres, experimentan
mayores tasas de morbilidad y mortalidad por enfermedades infecciosas durante
los primeros meses de vida comparados con infantes no expuestos. También, se
han descrito alteraciones inmunolégicas como altas frecuencias de linfocitos T
CD4+ con fenotipos “activados” y con pocos marcadores de memoria inmune.
Dichas alteraciones son muy similares a las observadas en infantes que si se
encuentran infectados por VIH. Recientemente se ha descrito que uno de los
reservorios en sangre periférica de adultos VIH+ bajo terapia antiretroviral son
linfocitos T CD4+ con alta expresion de CD32, alcanzando hasta el 5% de células
dentro los linfocitos T CD4+. Sin embargo, se desconoce si estas células se
encuentran presentes en circulacion de infantes que tuvieron riesgo por
transmision vertical, asi como su perfil de diferenciacién, estado memoria y de
activacion. Por lo que este trabajo se enfoc6 en cuantificar el nimero de linfocitos
T CD4+CD32+ en infantes expuestos a VIH, y se profundizar en el fenotipo de
estas células. Para ello se obtuvieron células de sangre periférica de infantes de
madres VIH+ y de controles sin exposicion al virus, las cuales fueron
iInmunomarcadas con anticuerpos monoclonales fluorocromados (anti-CD45, -
CD3, -CD4 y -CD32, -CD69, -CD45RA, -CD45R0, -CXCR3, -CCR4, -CCR®6),
contadas y analizadas por citometria de flujo. De un total de 62 muestras de
infantes, encontramos que la frecuencia de Lc T CD4+ CD32+, es mayor en
infantes expuestos respecto a los controles (8.1+/-4.3, infantes vs 5.8+/-2.5%
P<0.0087). Aunque al evaluar los factores de riesgo de trasmision vertical y
comparar por grupos de riesgo, la frecuencia de los Lc T CD4+ CD32+ no mostro

diferencias significativas. También, observamos que en las células T CD4+CD32+
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de esta poblacién predomina el fenotipo naive (CD45RA+), y en las de fenotipo de
memoria (CD45RO+) los perfiles Thl (CXCR3+CCR4-CCR6-), Th2 (CXCR3-
CCR4+CCR6-) y Treg (CD4™ CD25+"9"). Ademas, el marcador activacién CD69
es fuertemente expresado en los linfocitos T CD4+CD32+, respecto a las células
CD4+CD32- (177+/-86 vs 80+/-20 IMF P<0.001).Nuestros resultados muestran
nameros elevados de linfocitos T CD4+ CD32+, con fenotipo naive y alta
expresion de CD69, en sangre periférica de infantes de madres VIH+, sin
embargo, estudios futuros deben de establecerse para determinar si estas células

podrian ser reservorios del VIH.
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ANTECEDENTES

El virus de inmunodeficiencia humanatipo 1 (VIH-1)

La infeccion por el VIH-1 y el conjunto de manifestaciones clinicas que lo
caracteriza, son uno de los grandes retos clinicos de los tiempos modernos y una
de las mayores pandemias del ultimo siglo. Aungue el virus fue aislado por primera
vez en 1983 (Barre-Sinoussi et al., 1983), 30 afios después solo se ha logrado
reducir el impacto del sindrome, llevandolo de una enfermedad mortal a un
padecimiento cronico. En este sentido, aun no ha sido posible erradicar
completamente al virus debido a la presencia de reservorios virales no detectados
y que son resistentes a los tratamientos farmacologicos (Barton, Burch, Soriano-
Sarabia, & Margolis, 2013).

El VIH esta clasificado como un retrovirus, del género lentiviriae envuelto de doble
cadena de acido ribonucleico (ARN) perteneciente al género de los lentivirus, y su
forma madura esta conformado por la envoltura de bicapa lipidica obtenida de la
célula, junto con las glicoproteinas virales (gp120 y gp41), proteinas estructurales
(p6, de nucleocapside, de capside y de matriz), proteinas con funcion homologa
(proteasa, transcriptasa reversa e integrasa), proteinas accesorias [proteina viral
R (por sus siglas en inglés Vpr, factor de infectividad viral (por sus siglas en inglés
Vif), factor de regulacion negativo (por sus siglas en inglés Nef) y la doble cadena
de material genético basado en ARN. Esta Ultima ademas de contener la
codificacion para todas las proteinas anteriormente mencionadas, contiene las
secuencias de las proteinas reguladoras: proteina transactivadora (Tat), proteina
reguladora de la expresion de virones (Rev), proteina viral U (por sus siglas en
inglés Vpu) (Freed, 2015) (Kirchhoff, 2021)

Aunque, la mayoria de virus del género lentivirae infectan macréfagos, el VIH
muestra tropismo por linfocitos T CD4+ (Lc T CD4+) donde llevan a cabo la gran
mayoria de su ciclo de replicacion y, conforme la infecciébn avanza, provoca un
descenso progresivo en el niumero estas células, pudiendo llegar al estado de

inmunodeficiencia y generando el denominado Sindrome de Inmunodeficiencia
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Adquirida (SIDA) (Stevenson, 2003). Estos ultimo ocurre porque los Lc T CD4+
juegan un papel muy importante en la inmunidad de los individuos al mediar la
activacion del sistema inmunoldgico, en respuesta a antigenos especificos, por su
capacidad de modificar al microambiente a través de la produccion de citocinas
especificas o0 a la activacibn de receptores por contacto célula-célula
(Luckheeram, Zhou, Verma, & Xia, 2012)

Ciclo de replicacion viral

El ciclo de replicacién del virus se lleva a cabo en dos etapas: la primera
comprende la entrada del virus a la célula hospedera hasta la integracion de su
material genético al acido desoxirribonucleico (ADN) gendmico, y la segunda la
transcripcion del ARN viral hasta la liberacion del virus circulacion sanguinea

periférica y su posterior maduracion y transmision (Figura 1) (Coiras et al., 2009).
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Figura 1.- Resumen del ciclo de replicacion del virus de inmunodeficiencia
humana-1. Se muestra la entrada del virus por fusibn de membranas, el proceso de
retrotranscripcion; la movilizacién del ADN al nucleo y su integracion al DNA
gendmico. También se representa la sintesis de las nuevas proteinas virales y por
splicing alternativo el nuevo ARN viral, para finalmente ensamblar al virion y permitir su

maduracion.

Modificado de: (Coiras, Lopez-Huertas, Perez-Olmeda, & Alcami, 2009)

Durante la primera etapa, el reconocimiento de las células hospederas esta
mediado por las interacciones sucesivas de los receptores CD4, CCR5 y CXCR4

con la proteina viral gp120 y gp4l (Rizzuto et al., 1998; Wu et al., 1996). La

interaccion de gpl20 con el CD4 y CCR5 o CXCR4 induce cambios

conformacionales en estos Ultimos que permiten la interaccién con gp41. Con este

multiple anclaje, la region hidrofébica de gpl20 se puede fusionar con la

membrana celular, permitiendo el primer contacto directo con la célula.

Posteriormente, un complejo trimétrico de gp41 forma un haz helicoidal que retrae
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la membrana viral y celular permitiendo su fusion y la internalizacion de la capside
virica al citoplasma (Kirchhoff, 2021). Una vez dentro de la célula, la capside se
apoya de las proteinas enddgenas ciclofilina A para prevenir su desensamblaje
prematuro, y de la trasnportina 3 para dirigirse a una zona cercana a un poro
nuclear, donde las proteinas del poro nuclear 153 y 358 facilitan el desensamblaje
de la capside. Es en este punto donde la retrotranscriptasa virica utiliza los
dinucléotidostrifosfato de la célula hospedera para sintetizar una doble hebra de
ADN con el ARN viral como molde (Ambrose & Aiken, 2014).

Una vez completada la retrotranscripcion el complejo de la transcriptasa revesa se
desensambla progresivamente para formar el complejo de pre-integracion (CIP),
compuesto por el ADN de doble cadena lineal, la integrasa viral, proteinas de
matriz, la retrotranscriptasa, la Vpr y algunas proteinas de la célula hospedera,
como el factor de crecimiento derivado del epitelio (por sus siglas en inglés
LEDGF) o la proteina B1 del grupo de alta movilidad (Arhel et al., 2007; Farnet &
Bushman, 1997; Piller, Caly, & Jans, 2003), quienes facilitan el transporte del
complejo a través de los microtdbulos y los poros nucleares (McDonald et al.,
2002). Cuando el material genético ha sido introducido al nucleo celular, puede
mantenerse como material extracromosomico en forma circular o integrarse al
ADN cromosémico. El proceso de integracion ocurre gracias a la accion conjunta
de todo el CIP, primero la integrasa corta dos nucleétidos en los extremos 3" del
ADN viral. Los extremos 3” resultantes son unidos covalentemente a la secuencia
diana a una distancia de 5 nucleotidos entre cada extremo. La integrasa corta el
otro extremo de la cadena diana, y las dos bases desapareadas de la cadena viral.
Finalmente enzimas celulares reparan y ligan los nucleétidos faltante (Craigie &
Bushman, 2012). Factores intrinsecos del hospedero, como la emerina o LEDGF,
son clave para reconocer y facilitar la integracion en los sitios especificos (Jacque
& Stevenson, 2006; Llano et al., 2006).

Una vez completada la integracion de esta forma denominada provirus, junto con
sus extremos repetidos largos terminales (LTR, por sus siglas en inglés), el ADN

viral se conduce por la maquinaria de replicacion y duplicacion de la célula
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hospedera. A partir de este punto inicia la etapa de latencia; que es el periodo en
el que el ahora provirus puede permanecer silenciado transcripcionalmente e
inerte para todo el sistema inmunoldgico hasta su reactivacion dependiente de
diversos factores que involucran al estado de salud del hospedero (Dahabieh,
Battivelli, & Verdin, 2015).

El virus latente

Diversos factores estan involucrados en el tiempo de latencia. Estos incluyen
desde la forma en que se integra el virus y la region cromosémica que ocupa
hasta mecanismos de indole epigenética o incluso el control post-transcripcional
por ARNs de interferencia (Coiras et al., 2009). También se ha reconocido que la
integracion de la secuencia virica al ADN genomico debe ser direccionada en
cierta medida hacia los sitios de insercién. Un ejemplo claro son el factor LEDGF y
la proteina rica en histidina 2 (por sus siglas en inglés HRP-2) que dirigen el
complejo de pre-integracion hacia intrones de genes transcripcionalmente activos
facilitando su integracion en estos sitios (Ciuffi et al., 2005; Schrijvers et al., 2012).
Interesantemente, la latencia depende en gran medida de que los genes en los
gue se integré el ADN viral no se transcriban. Por lo que se ha propuesto, con
base modelos de latencia de VIH-1 en células Jurkat, que una fraccion de eventos
de integracion ocurren de manera aleatoria en regiones donde la cromatina se
encuentra reprimida, promoviendo la latencia del virus por tiempos prolongados
(Jordan, Defechereux, & Verdin, 2001). Ademas, se ha demostrado que otro factor
de suma importancia es la situacion topologica del ndcleo al momento de la
integracion y que en lugar de ser eventos aleatorios regulados negativamente por
factores como LEDGF, son favorecidos por la cercania de la cromatina al poro

nuclear (Marini et al., 2015).

Otro mecanismo de latencia es la ausencia o disminucién de factores necesarios
para la transcripcion de la secuencia virica tales como el factor nuclear-kB (NF-

kB) (Nabel & Baltimore, 1987), el factor nuclear de células activadas (NFAT)
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(Corthesy & Kao, 1994), o la proteina de especificidad 1 (SP1), (Jones, Kadonaga,
Luciw, & Tjian, 1986). Debido a que dichos factores son producidos cuando las
células hospederas inician estados de activacion celular; se ha propuesto que la
latencia del VIH se establece cuando una célula infectada pasa a un estado de
inactividad celular frente a un estimulo, o también denominado “quiescencia”.
(Weinberger, Burnett, Toettcher, Arkin, & Schaffer, 2005).

Sumado a lo anterior diversos factores promueven este estado de quiescencia. Tal
es el caso de FOX0O3a, un factor que participa en la regulacion del ciclo celular, la
diferenciacion, apoptosis y metabolismo de las células T quiescentes. Diversos
trabajos han mostrado que la forma fosforilada (inactiva) de FOXO3a se encuentra
en altas cantidades en células T de memoria central (linfocitos que han alcanzado
un alto grado de maduracion y han disminuido su metabolismo al minimo) durante
la infeccion por VIH lo que promueve su sobrevida mediante la represion de genes

proapoptoéticos (Van Der Heide, Hoekman, & Smidt, 2004).

En cuanto a la regulacién epigenética que ocurre durante el periodo de latencia, tal
como ocurre con el resto de los genes, las modificaciones a las histonas modulan
la expresion del material genético; de este modo dirigir una hipoacetilacion hacia
las histonas en las que se compacta un gen particular reprime su expresion.
Ejemplo de ello son los factores Ying y Yang (YY1) (Gordon, Akopyan, Garban, &
Bonavida, 2006) y el factor tardio SV40 (Ylisastigui et al., 2004) quienes reprimen
la expresion del provirus por el reclutamiento de la desacetilasa de histonas
HDAC1, hacia el complejo represor situado entre los nucleétidos -10 y +27 del
LTR. En contraste, factores como la proteina viral Tat y varias citocinas inhiben la
interaccion de HDAC1 con el complejo represor induciendo un rearreglo del
nucleosoma 1 lo que permite la transcripcion del 5'LTR (Lenasi, Contreras, &
Peterlin, 2008). Sin embargo, se ha observado que la inhibicibn de las
desacetilasas no es suficiente para la trascripcion del provirus, y es necesaria la
presencia factores transcripcionales como NF-kB, NFAT y la SP1 (Jiang,

Espeseth, Hazuda, & Margolis, 2007).




Formacioén de particulas virales

Los factores NF-kB, NFAT y la SP1 son elementos promotores de activacion

celular que, ademas de formar parte de CIP, transmiten sefiales de activacion que
promueven la transcripcion del provirus. En un primer paso los factores
mencionados promueven la unién de la ARN polimerasa Il (ARNPol Il) a la caja
TATA para iniciar la transcripcién del ARN mensajero. Seguidamente un asa de 59
nucleétidos, denominada elemento responsivo transactivacional, se forma en el
extremo 5°creando un sitio de union para el factor TAT (Dingwall et al., 1990). Esta
interaccion promueve la elongacion eficiente del transcrito, reclutando factores
como el factor de elongacion de la transcripcion positivo y la ciclina dependiente
de cinasas 9 que incrementan la capacidad funcional de la ARNPol Il. El producto,
una vez completado, pasa por un proceso de splicing y modificaciones post
transcripcionales para poder ser exportado del nucleo. Los fragmentos maduros
codifican la sintesis de las proteinas regulatorias Rev, Tat y Nef provenientes del
virus (Garber, Wei, & Jones, 1998; Zhou et al., 2000).

Una vez generadas las proteinas viricas, Rev se une al ARN viral favoreciendo el
corte y empalme o “splicing” alternativo para formar nuevos productos completos
(Pollard & Malim, 1998). En conjunto, estos componentes son exportados al
citoplasma donde son utilizados como moldes para sintetizar dos precursores de
la proteina Gag, uno de 55 kDa que contiene los péptidos que formaran la
particula viral (dominios de matriz, de la cépside y la nucleocapside y el dominio
p6) y otro de 160 kDa que contiene el resto de las enzimas virales (la proteasa, la
transcriptasa reversa y la integrasa) llamado poliproteina Gag (Freed, 2015).
Simultaneamente, copias de ARN con intrones que no son empleadas para
traduccion, también son movilizadas hacia la membrana debido a la proteina Rev
(Zapp & Green, 1989). Una vez en membrana, la proteina Rev se dimeriza para
dar la sefal de inicio de ensamblaje de un nuevo virion (Nikolaitchik et al., 2013).
Esta sefial es reconocida por el dominio de la nucleocapside de la proteina Gag
desencadenando la multimerizacion del dominio de la capside que se alinea junto

con otras proteinas Gag radialmente; a la vez que el dominio de matriz se une a la
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membrana celular que ahora formara la envoltura viral (Briggs et al., 2009). Para
completar la envoltura viral, se debe incorporar el complejo glicoprotéico Env y co-
sefializar con Gag hacia un sitio comdn en la membrana plasmatica (como una
balsa lipidica) o bien, por reclutamiento tanto directo como indirecto entre las
proteinas (Checkley, Luttge, & Freed, 2011).

Finalmente ocurre la liberacion de la particula a la circulacion. Esta dltima etapa
inicia con la escision del dominio p6 de Gag, deteniendo la acumulacion de mas
proteinas que se unan al complejo anclado en la membrana (Gottlinger, Dorfman,
Sodroski, & Haseltine, 1991). Esta demostrado que el Ultimo paso para la
liberaciébn estd mediado por la maquinaria de complejos de clasificacion
endosOmicos requeridos para el transporte de la propia célula; la cual es reclutada
también por la misma proteina Gag, sin embargo, el mecanismo no ha sido
totalmente elucidado (Morita et al.,, 2011; Sette, Nagashima, Piper, & Bouamr,
2013).

Para que la particula viral sea infecciosa requiere de un proceso de maduracion
gue consiste en el cambio conformacional de la agrupacién radial de las proteinas
Gag, mediado por la actividad proteolitica del precursor GagPol, para formar el
nucleo cénico de la cipside. Este proceso también libera a la transcriptasa reversa
y la integrasa, de GagPol para tener la capacidad de infectar una nueva célula
(Frank et al., 2015).

Mecanismos de transmisién perinatal

Como la mayoria de los virus envueltos, el VIH tiene poco a nula capacidad de
perdurar viable en contacto con el medio ambiente. Es por ello que todas las vias
de transmisién requieren el contacto de mucosas o inoculacion percutanea (Miller
et al., 1989; Restrepo et al., 2011). Dichas vias se pueden clasificar de acuerdo al
sitio de invasién, ya sea tracto genital, intestinal o placenta, y su localizacién
anatomica, ademas es sumamente importante el medio de trasmision por el que

se moviliza el virus. Como se resume en la tabla 1 todos los factores implicados en
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cada una de las vias tienen diferentes riesgos de contagio, siendo que las vias de
trasmision vertical, incluyendo intrauterina, intraparto o postparto, tienen mayor
riesgo de trasmisién al neonato, en comparacion a las otras vias de contagio
(Shaw & Hunter, 2012).

De la misma manera que los adultos, para que la infeccion sea trasmitida a un
recién nacido o infante requiere el contacto de mucosas con particulas infectivas,
ej. Tracto gastrointestinal o nasofaringeo como un medio en el que pueda viajar el
virus, ya sea libre o dentro de un reservorio. Medios con estas caracteristicas son
todos los fluidos maternos durante la gestacion, el canal vaginal y la leche
materna. Aunque las barreras epiteliales de las mucosas deberian evitar la
entrada del virus, se han mostrado varias formas en que se puede producir la
infeccidn. Por ejemplo, se ha reportado un nimero importante de linfocitos T CD4+
CCRb5+, susceptibles de ser infectados, en el epitelio intestinal de fetos e infantes.
Lo que proporciona una excelente via de contagio si entra en contacto con fluidos
gue puedan a acarrear el virus (Bunders et al., 2012). También se ha propuesto
gue la via puede ser a través de transcitosis, este mecanismo permitiria el
transporte del virus mediante vesiculas desde el lumen intestinal a través de las
células de epitelio hasta la cara basolateral del recién nacido, donde se encuentra
una alta cantidad de células susceptibles a la infeccion (Alfsen, Yu, Magerus-
Chatinet, Schmitt, & Bomsel, 2005). Ademas, estudios in vitro en tejidos orales e
intestinales de fetos han mostrado que tanto virus libres, asi como en reservorios,
pueden cruzar estas barreras y permanecer altamente infecciosos (Tugizov et al.,
2011, 2012).

A pesar de que in utero es la via menos probable de transmision vertical, existen
diversos casos reportados, siendo que condiciones como altas cargas virales y
bajos conteos maternos son factores que favorecen este desenlace (Barral et al.,
2014). Si bien los trofoblastos no pueden ser infectados productivamente por el
VIH en su forma libre, si pueden hacerlo a través de la transcitosis de células
reservorio (Dolcini, Derrien, Chaouat, Barre-Sinoussi, & Menu, 2003; Lagaye et al.,
2001).




Por otra parte, durante el nacimiento, el recién nacido se expone al canal vaginal,
donde la frecuencia de transmision se ha estimado ocurren de un tercio a la mitad
de todos los contagios de VIH a neonatos. Se cree que el primer momento de
riesgo en esta etapa, es durante las primeras contracciones de la labor de parto
debido a que pueden generar microtransfusiones de sangre materna al feto,
proveyendo del medio necesario para la transiciéon del virus (Kaneda, Shiraki,
Hirano, & Nagata, 1997). Mas adelante, durante el parto, el neonato esta
expuesto a ingerir fluidos cervicales o vaginales con altas cargas virales. Prueba
de ello es que el virus ha sido aislado de aspirados gastricos u orofaringeos de
recién nacidos por via vaginal (Mandelbrot et al., 1999). De hecho, se ha
observado que en el caso de gemelos, el primero tiene mayor probabilidad de
infeccion que el segundo por pasar mas tiempo en el canal vaginal y estar en
contacto con dichos fluidos (Duliege, Amos, Felton, Biggar, & Goedert, 1995;

Goedert, Duliege, Amos, Felton, & Biggar, 1991).

El amamantamiento también ha contribuido con gran cantidad de contagios de
VIH; algunas estimaciones llegan hasta el 40% de infecciones infantiles en el
mundo (Tabla 1). Existen mdltiples reportes de la deteccion de VIH en leche
materna tanto en su forma libre como en reservorios normalmente
correspondiendo los niveles de ARN viral en leche con los del plasma (Lewis et al.,
1998; Thiry et al.,, 1985). También el ADN del virus se ha detectado en los
linfocitos T CD4+ y macrofagos presentes en la leche de madres infectadas (Van
de Perre et al., 2012), y al menos existen 2 reportes de cultivos éxitosos de VIH a
partir de muestras de leche materna, demostrando asi su viabilidad (Gray, Fiscus,
& Shugars, 2007).
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Tabla 1.- Principales vias de infeccién del VIH y probabilidad estimada de infeccion.

Probabilidad de Contribucion

Sitio de Localizacién . oo Medio de trasmisién por ;
. . . Tipo de epitelio s mundial
Invasion anatomica transmision evento de -
C . ~ estimada
exposicion por afio
Tracto
genital Vagina Escam_o_so no Semen; sangre 1 en 200; 1 en 2000 12.6 millones
femenino queratinizado
. Escamoso no
Ectocervix L
gueratinizado
Endocervix Collmrer
monocapa
Tracto Prepucio Escamoso poco Secreciones
genital Tep SO P cervicovaginales 1 en 700; 1 en 3000 10.2 millones
. interno gueratinizado )
masculino y rectales; sangre
Uretra Columnar
estratificado
Trac_to Recto Columnar, Semen; sangre 1en20;1en 300 3.9 millones
Intestinal monocapa
Tracto
gastrointestinal Varios Semen; sangre 1 en 2500 1.5 millones
superior
Sangre materna;
secreciones len5;1en10 960,000
genitales
(intraparto)
Leche materna 4 o) 5.9 o 10 960,000
(postparto)
. Dos capas (cito- y
Vellosidades o Sangre materna .
Placenta coribnicas SInCI,tIO'— (Intrauterina) len10;1en20 480,000
trofoblastico)
Productos
LISt Sanguin€os, g5 en100; 1 en 150 2.6 millones
sanguineo objetos
punzantes

*Traducido de (Shaw & Hunter, 2012)

Factores maternos que contribuyen en la trasmision vertical

Existen también una serie de factores asociados a la trasmision vertical propios
del estado de salud de la madre como el neonato. Eventos como infecciones
concomitantes o el grado de infeccion por VIH pueden aumentar las

probabilidades de transmitir el virus al recién nacido (Barral et al., 2014).
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Los factores maternos mas importantes en el riesgo de infeccion son aquellos que
se refieren al grado de la infeccidon en la madre, relacionados a la carga viral y el
conteo de linfocitos T CD4+ en circulacion periférica. De esta manera, un estudio
de cohorte brasilefio demostr6é que cargas virales de mas de 1000 copias del virus
por mililitro de sangre y/o un conteo de menos de 350 Lc T CD4+ por microlitro de
sangre periférica estan directamente asociados con mayor probabilidad de
trasmitir el virus. Otro factor importante es la falta de apego al tratamiento
antirretroviral, es algo influye en la probabilidad de transmision vertical.
Interesantemente no encuentran asociacion entre la via de nacimiento, cesarea o
parto natural, o el género del recién nacido y la incidencia de trasmision vertical.
(Rosa et al., 2015). Otro estudio, también confirma la influencia de la carga viral y
conteo de Lc T CD4+, con resultados muy similares, y la continuidad de la terapia
antirretroviral. En este apartado también observan que, no solo influye la
continuidad de la terapia, sino también el momento del inicio del tratamiento
antirretroviral durante el embarazo; siendo que, si este no fuese administrado
desde antes a 9 semanas al parto, puede incrementar el riesgo significativamente.
De la misma manera, este reporte muestra influencia en la via de nacimiento, pero
si en el niumero de partos que la madre haya tenido previamente, siendo que mas

de 3 partos favorece la transmision vertical (Barral et al., 2014).

La infeccion por VIH en el contexto perinatal

Evitar de trasmisién vertical ha sido una de las grandes prioridades en la lucha
contra el VIH. A nivel mundial se estima que mas de 2 millones de nifios viven con
VIH, de los cuales 160 000 son casos nuevos, reporta la comision de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la lucha contra el SIDA (UNAIDS) en
su ultimo corte (2017). En este reporte, se muestra también, el gran avance que
ha habido, durante el Ultimo siglo, en expandir la cobertura de terapias
antirretrovirales para prevenir la transmision vertical y como consecuentemente se
ha observado una importante disminucion en la incidencia de nuevos casos en

nifios (Figura 2). Sin embargo la mayoria de las infecciones pediatricas ocurren en
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paises con recursos limitados, particularmente en el africa sub-sahariana (>90%)

donde no hay acceso a la terapia antiretroviral (Luzuriaga & Mofenson, 2016).

Numero de nuevos infectados
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Covertura de terapia
antiretroviral para prevenir la
transmision vertical

100

—_
—_
——

(%] e |
(=] [4,}

alejuadiog
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o

Nuevas infecciones en
menores 14 afios

2.-
infecciones globales en
menores de 14 afios y
cobertura de la terapia
antiretroviral
el siglo XXI.

Figura Nuevas

durante

Traducido de: (UNAIDS,
2017)

En México, el registro del Centro Nacional para la Prevencion y Control del VIH

(CENSIDA) reporta un total de 1140 casos de seroconversion en menores de 14

afios desde su inicio de labores en 1984 hasta su ultimo corte el afio pasado,

incluyendo los 55 nuevos casos 2017. De ellos se determind que 1041 casos

fueron infectados por transmision vertical, representando el 91.3 % del total de

casos reportados. Esto lo convierte en la via primaria de transmision del virus en

menores de 14 afos, de hecho, para los casos de menores de 9 afos es

practicamente la Unica via de transmision reportada con un 98.7 % de los casos
(Tabla 2).
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Tabla 2.- Distribucion de los casos notificados que continllan como seropositivos a VIH segtn
grupo de edad y categoria de transmisién; México, 1984-2017

Categoria de Transmision
Grupo de Sexual Sanguinea** uDlI Perinatal No especificado Total
Edad Acumulad 2017 | Acumulad 2017 | Acumulad 2017 | Acumulad 2017 | Acumulad 2017 | Acumulad 2017
<del 0 0 0 0 0 0 186 7 0 0 186 7
1-4 0 0 0 0 0 0 542 24 4 0 546 24
5-9 0 0 2 0 0 0 263 6 7 0 272 6
10-14 71 12 4 1 0 0 50 3 11 2 136 18
15-19 3,969 524 5 0 50 6 0 0 69 5 4,093 535
20-24 14,717 1,861 0 0 127 10 0 0 290 5 15,134 1,876
25-29 15,953 2,024 1 0 141 4 0 0 342 10 16,437 2,038
30-34 12,196 1,302 1 0 156 9 0 0 325 11 12,678 1,322
35-39 8,701 821 2 0 120 5 0 0 210 6 9,033 832
40 - 44 6,000 554 3 0 60 2 0 0 138 2 6,201 558
45-49 3,866 390 3 0 45 4 0 0 112 2 4,026 396
50-54 2,368 233 0 0 21 1 0 0 62 6 2,451 240
55-59 1,281 130 0 0 8 0 0 0 30 1 1,319 131
60-64 697 74 0 0 1 0 0 0 18 1 716 75
65y + 596 55 0 0 1 0 0 0 25 1 622 56
lgnorado 60 0 0 0 2 0 4 0 159 0 225 0
Total 70,475 7,980 21 1 732 41 1,045 40 1,802 52 74,075 8,114

(CENSIDA, 2018)

Como se menciond, entre los grandes avances en la lucha contra el VIH, esta el
desarrollo de los protocolos con terapia antirretroviral (TAR), tanto para el
tratamiento de la infeccion una vez establecida, como practica profilactica para
evitar la transmision del virus a un nuevo hospedero. Desde su descubrimiento en
1986, el farmaco de eleccion ha sido la ziduvina, un analogo de timidina que
detiene el ciclo de replicacion viral en la etapa de retrotranscripcion (Yarchoan et
al., 1986). A la fecha se emplean combinaciones de al menos 3 farmacos
sinérgicos, incluyendo indinavir (inhibdor enzimatico de la proteasa) y lamivudina
(andlogo de citidina inhibidor de la transcriptasa reversa) (Gulick et al., 1997;
Hammer et al., 1997).

Goulder y colaboradores, demuestran que la sola administracion de la terapia
antiretroviral disminuye el riesgo de transimision de un 7% in-utero, 18% intra-

parto, o 15% post-parto a 1-2% en todas las vias (Figura 3) (Goulder et al., 2016).
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Si bien, la implementacion de mejores practicas perinatales en las mujeres
embarazadas con VIH se han ampliado alrededor del mundo para evitar la
transmision vertical, el nimero de infantes que estuvieron expuestos al virus in
utero, pero que no fueron infectados (ENI, expuestos al VIH No Infectados) ha
incrementado significativamente (Evans, Jones, & Prendergast, 2016). Sin
embargo, y a pesar de que los infantes ENI, no presentan cargas virales, incluso ni
en la adolescencia, presentan mayores indices de mortalidad y morbilidad
relacionados con enfermedades principalmente de carécter infeccioso comparados
con infantes no expuestos (NE). Es por ello que la poblacion de infantes ENI son
reconocidos como un grupo de necesidades de salud especiales que requieren

atencién para su mejor cuidado.
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Los nifios expuestos no infectados

A partir de la implementacion de los programas de prevencion de la trasmisiéon
vertical y la terapia antiretroviral profilactica, se ha disminuido la transmisién
vertical a neonatos con exposicion al VIH desde sus madres. Sin embargo, este
grupo de niflos presenta diferencias importantes con aquellos que no han tenido
exposicion al virus, como se resume en la figura 4, al grado de aumentar su tasa
de mortalidad a los dos afios de vida en comparacion con los neonatos no
expuestos (9.2% vs 2.9%) (Marinda et al., 2007). Koyanagi y colaboradores
describen que también los infantes ENI acuden sensiblemente con mayor
frecuencia a clinicas u hospitales que los infantes NE, correspondiendo
inversamente con el conteo de CD4’s de sus madres (Koyanagi et al., 2011). Otro
estudio de caso en el sureste de africa, también observa que los ENI tienen
significativamente mas posibilidades de ser internados en un hospital durante su

primer afio de vida que su contraparte NE (Slogrove, Cotton, & Esser, 2010).

Se ha asociado el aumento en la mortalidad de este grupo de infantes,
principalmente a infecciones del tracto respiratorio inferior de etiologia variada (Liu
et al., 2012). Interesantemente, los agentes infecciosos son parecidos a los
encontrados en nifios que si fueron infectados (ej. Pneumocystis jirovecii y
citomegalovirus) (McNally et al., 2007); y en algunas ocasiones las infecciones se
acompafaban de caracteristicas similares a la inmunodeficiencia (Slogrove,
Cotton, & Esser, 2010). Estas observaciones sugieren que el incremento en los
indices de morbilidad/mortalidad por infecciones en los infantes ENI, esta

potencialmente mediado por un sistema inmunitario afectado.

Estas observaciones epidemioldgicas han sido relacionadas a alteraciones
fisiologicas. Asi por ejemplo, el tamafio del timo es menor, respecto a infantes
controles, lo que pudiera sugerir que la actividad de maduracion de progenitores
linfoides de células T pudiera verse afectado (Kolte et al., 2011). Las diferencias
de los infantes ENI son tales que se ha encontrado alteraciones tanto en las
células del sistema inmunolégico, ej. conteos de células de Lc T CD4+ y CD8+,

como plaguetas, e incluso la hemoglobina, se encuentran disminuida en
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comparacion con infantes no expuestos (Le Chenadec, Mayaux, Guihenneuc-
Jouyaux, Blanche, & Enquete Perinatale Francaise Study, 2003). También se han
encontrado otras diferencias importantes en el fenotipo leucocitos de sangre
periférica entre los infantes expuestos y los no expuestos. Una de ellas es que en
los infantes ENI se pueden encontrar mayor cantidad de células T con un
fenotipos asociados a la memoria inmunoldgica, es decir que previamente han
tenido encuentro antigénico (células CD45R0O+), el cual se creé puede deberse a
la exposicion temprana a los antigenos del virus que se ha propuesto pueden
pasar hacia circulacion fetal desde la madre infectada (Ono et al., 2008). Otra
diferencia de suma importancia es una reduccion significativa de los anticuerpos
transferidos en el dltimo trimestre del embarazo al neonato, los cuales
normalmente dan proteccion durante varios meses de acuerdo a las experiencias
antigénicas de la madre (de Moraes-Pinto et al., 1998). Incluso se ha reportado en
infantes ENI alteracién en el nimero de células que expresan receptores de
guimiocinas, como aquellas asociadas al perfil Th2 (Bunders et al., 2014). Esto
resulta interesante ya que también se ha demostrado que alteraciones de este tipo
pueden generar mayor susceptibilidad a la infeccion por VIH (Monteiro et al.,
2011). Estos datos sugieren que la exposicién al VIH podria tener un impacto
directo en la diferenciacion de las células T, apoyando esta idea, se ha observado
gue la respuesta a la vacuna Bacillus Calmette-Guerin (BCG) en ENI se encuentra
limitada por su capacidad de proliferacion y tendencias a menor produccion de
IFN-y, IL-2 y TNF-a frente a la re-exposicion (Miles et al., 2010; Ota et al., 1999).

A nivel funcional se ha observado que los Lc T CD4+ y CD8+ de pacientes ENI,
vacunados contra la enterotoxina B estafilococcica (EBS) o la BCG, al ser
estimulados, ex vivo, especificamente con Bordetella pertussis o la EBS, proliferan
de manera incrementada pero con hiporespuesta en cuanto a la produccion de
citocinas como interferén (IFN)-y, IL-2, IL-13 e IL-17 (Kidzeru et al., 2014). Cabe
resaltar, que la magnitud y diversidad de este tipo de citocinas esta estrechamente
relacionada con la diferenciacion de células de tipo Th1/Th2/Thl17/Treg que se
encargan del amplio espectro de mecanismos de defensa/regulacion inmunolégica

de los individuos.
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Madre:

Exposicién a TAR Resultados funcionales:

Deficiencia de nutrientes Incremento en las infecciones bacterianas
Activacidn inmune Incremento de la mortalidad

Exposicion a citocinas clase 1 Poco tiempo de duraciéon de la memoria
Exposicion a VIH inmune en respuesta a vacunas.

Reduccién en la transferencia de
anticuerpos

Infantes de madres VIH+:

Incremento en celulas T maduras y de memoria
Bajas células T CD4+ naive

IgG’s maternos reducidos

Bajo peso al nacer
Partos pretérminos
Exposicion a VIH

—.—

Figura 4.- La exposicion al VIH y la terapia antiretroviral afectan el ambiente
gestacional y consecuentemente al sistema inmunolégico del neonato
potencialmente llevandolo a un incremento en la morbilidad y mortalidad.

Traducido de (Afran et al., 2014)

Diversidad fenotipica de linfocitos T CD4+

En el estudio de los Linfocitos T CD4+ (también llamados cooperadores) se
clasifica a las células de acuerdo al tipo de moléculas efectoras, asi como en los
procesos (salud/enfermedad) en los que participan. La denominacion
Th1/Th2/Thl7 o Treg, entre otras, estd definido por el grupo de citocinas que
producen, los factores transcripcionales que dirigen su diferenciacion y los
receptores que quimiocinas que expresan (Sallusto, Mackay, & Lanzavecchia,
2000). Para que una célula que aun no ha tenido experiencias antigénicas

(denominado como virgen o naive) se diferencie a un perfil dado, necesita la
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estimulacién antigénica resultante de la interacciéon de su TCR con el antigeno
mostrado en contexto de las moléculas del complejo antigeno MHC-II por parte de
la célula presentadora de antigeno profesional. Esta interaccion activa cascadas
de sefalizacién que propician la proliferacion y diferenciarse en diferentes células
efectoras dependiendo del microambiente de citocinas presente, las moléculas de
coestimulacion, la concentracion del antigeno, y el tipo de célula presentadora de
antigeno implicada (Rudolph, Stanfield, & Wilson, 2006). Dentro de las moléculas
gue se ha observado tienen alta expresién en tiempos tempranos posteriores a
este primer encuentro antigénico destacan CD69 y CD71, mismos que han servido
como moléculas referentes a los estados de activacion (Motamedi, Xu, & Elahi,
2016).

De esta forma, si el Lc T CD4+ naive, se encuentra expuesto a citocinas como IL-
12 e IFN-y, el perfil que desarrollara serda Thl (Trinchieri, Pflanz, & Kastelein,
2003). El factor clave para el desarrollo de este perfil es T—bet; el cual permite la
produccion de IFN-y a su vez que suprime genes relacionados con otros perfiles
(Lugo-Villarino, Maldonado-Lopez, Possemato, Penaranda, & Glimcher, 2003). La
produccion de INF-y junto con la propia IL-12 y la linfotoxina a esta relacionada
con la eliminacion de patégenos intracelulares, o en el caso patologico de
autoinmunidades (Del Prete, 1992). Ademas el perfil Thl se caracteriza por
expresar los receptores de quimocinas CXCR3, CCR5 y CCR1 (Bonecchi et al.,
1998; Loetscher et al., 1998; Sallusto, Lenig, Mackay, & Lanzavecchia, 1998).

Ahora bien, si en el ambiente de citocinas predominan IL-2 e IL-4 la célula naive
se diferencia a un fenotipo Th2. La IL-4 induce el factor STAT6 que regula a la alta
la expresion del factor maestro GATAS3, caracteristico de este perfil (Kaplan,
Schindler, Smiley, & Grusby, 1996). Este factor permite la produccion de IL-4, IL-5,
IL-9, IL-13, IL-10 e IL-25; las cuales estan implicadas en respuesta a parasitos
extracelulares como helmintos, o bien en la generaciéon y persistencia del asma
(Del Prete, 1992). En la cuestiéon superficial, la célula diferenciada a Th2 expresa
los receptores CCR4, CCR3 y CCR8 (Bonecchi et al., 1998; D'Ambrosio et al.,
1998).
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Cuando el microambiente en que se desarrolla el LC T CD4+ naive se encuentra
cargado de IL-6, IL-21, IL-23 y TGF-B (factor de crecimiento transformante {3, por
sus siglas en inglés) el perfil al que se diferencia es Thl7, gracias a la activacion
del factor maestro RORyt (Manel, Unutmaz, & Littman, 2008; Volpe et al., 2008).
El perfil Th17 se ha reconocido como responsable de montar respuesta contra
bacterias y hongos extracelulares; esto gracias a la produccion de las
caracteristicas IL-17A e IL-17F, ademas de IL-21 e IL-22 (Annunziato et al., 2007).
El fenotipo superficial de este perfil se caracteriza por presentar los receptores de
quimocinas CCR4 y CCR6 (Acosta-Rodriguez et al., 2007).

Ahora, bien sin la orientacién proinflamatoria provista por IL-6, IL-21, IL-23, y
unicamente bajo el estimulo de TGF-B la célula naive se diferenciara un perfil
regulador conocido como Treg. Este se caracteriza por la expresion del factor de
transcripcion FOXP3, ademas del marcador de superficie CD25, y como su
nombre lo indica regula la respuesta inmune del resto de las células con citocinas
antiflamatorias como IL-10, IL-35 y TGF-B (Chen et al., 2003).

Una particularidad de los linfocitos T CD4+ diferenciados es su capacidad de
plasticidad. Es decir, el cambiar sus caracteristicas fenotipicas y funcionales,
adaptandose a al ambiente que requiere el organismo. Esto se observa por
ejemplo en los linfocitos Th1l7, que en presencia de IL-12, pueden adquirir un
fenotipo Thl o bien con IL-4 a Th2. Incluso se ha descrito una subpoblacién con
fenotipo mixto Thl y Thl7 (nombrado Th1/17) con caracteristicas propias de
ambos perfiles, como expresar simultaneamente CXCR3 y CCR6 o producir IFN-y
e IL-17 (Annunziato et al., 2007).
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Figura 5.- Rutas de diferenciacidn y plasticidad de los linfocitos T CD4+. Citocinas inductoras en
negro, citocinas secretadas en rojo y factores de trascripcidn en negro debajo de la célula
representada. Modificado de: (Ivanova & Orekhov, 2015)

Linfocitos T CD4 como reservorios virales

Para el seguimiento de la infeccion y posteriormente del sindrome, se recurre a
dos parametros, la carga viral y el conteo de linfocitos T CD4+. Ya que esta bien
caracterizado el comportamiento que tienen ambos valores en el curso natural de
la enfermedad (Figura 6). Lo que permite predecir el estado del paciente y el
momento de aparicion del Sindrome de inmunodeficiencia humana, definido como
la aparicion de infecciones oportunistas o patologias asociadas al VIH por el
Centro de control y prevencion de enfermedades de Estados Unidos. El riesgo de
presentar el sindrome aumenta significativamente cuando la cuenta de Lc T CD4+
cae por debajo de 200 células/ul. ("From the Centers for Disease Control and
Prevention. 1993 revised classification system for HIV infection and expanded

surveillance case definition for AIDS among adolescents and adults," 1993)
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Incremento de la diversidad viral
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Figura 6.- El curso natural de la infeccion por VIH-1 se basa en la evolucion
longitudinal de dos marcadores interrelacionados, la viremia plasmatica y el conteo
de linfocitos T CD4+. La fase primaria dela infeccion se asocia a los sintomas de
inmunodeficiencia agudos. A los pocos meses, la viremia plasmatica se estabiliza y el
nivel de Lc T CD4+ se normaliza. La fase crdénica ocurre silenciosamente, aunque el
virus continue replicdndose activamente. El SIDA se define cuando ocurren infecciones

oportunistas.

Traducido de: (Simon & Ho, 2003)

Por otro lado, como ya se describio, el estado de latencia del VIH esta sustentado
por linfocitos CD4+ que perduran inactivos por periodos muy prolongados con el
provirus replicativamente competente insertado en su material genético. Ademas,
se ha demostrado que es posible aislar dichos reservorios, e incluso inducir su
produccion de virones, de practicamente cualquier paciente con VIH aunque se
encuentre bajo terapia antiretroviral (Finzi et al., 1997). De hecho es la principal
razon por la cual los individuos que han estado controlados con TAR y las
determinaciones de cargas virales se encuentran por debajo de los limites de
deteccion de las pruebas, al suspender el tratamiento, unos pocos meses después

muestran altas cargas virales (Chun et al., 1997).
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El hecho de iniciar tempranamente la terapia antiretroviral reduce la cantidad de
células con la infeccion latente, tanto en pacientes adultos como pediatricos.
Ademas, se ha demostrado en pacientes adultos, que si la terapia inicia durante la
fase cronica de la infeccién los reservorios persisten una vida media de 44 meses,
y si se inicia durante la fase aguda, esta vida media decae de 10 a 100 veces, esto
medido en términos de ADN viral o la viabilidad de replicacion (Hocqueloux et al.,
2013). Sin embargo practicamente todos los estudios coinciden en que la
erradicacion total de los reservorios hasta el momento es virtualmente imposible
en términos humanos, ya que se requeriria de un periodo de aproximadamente 73

afos bajo terapia para lograrlo (Finzi et al., 1999).

En los pacientes pediatricos infectados la historia es muy similar, se ha observado
gue iniciar la terapia antiretroviral antes de los 3 meses de vida, logra reducir la
carga viral y los niveles de ADN viral en células mononucleares de sangre
periférica después de uno a cuatro afios de tratamiento, sin lograr eliminar por

completo los reservorios (Persaud et al., 2012).

Como ejemplo de la problemética que supone la estabilidad de los reservorios
esta el caso del nifio Mississippi. En el primer reporte, publicado en el 2013, se
informa el nacimiento de un bebe, por parto vaginal espontaneo a las 35 semanas
de gestacién, de una madre VIH+ que no recibié atencion prenatal. La carga viral
de la madre se encontraba en 2423 copias/mL y el conteo de Lc T CD4+ en 644
células/mm?. A las 30 horas del parto se confirma la infeccién en el neonato con
una carga viral de 19.812 copias/mL y se inicia el tratamiento con ziduvina,
lamivudina y nevirapina. A la semana del parto se sustituye la nevirapina, por
ritonavir con lopinavir para reducir el riesgo de generar resistencia, en caso de
falta de adherencia al tratamiento. Para este punto se observa una disminucion a
2617 copias/mL, la carga viral continua en descenso hasta que a los 29 dias
después del parto la carga es indetectable. Después de dos periodos de falta de
adherencia en los meses 15 y 18 tras los cuales no se detectd repuntes en la
carga viral, se decide la suspension total del tratamiento a los 30 meses de edad.

Es de mencionar que los conteos de Lc T CD4+ y CD8+ se mantuvieron normales
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para a edad del paciente durante todo este tiempo (Persaud et al., 2013). Sin
embargo, para el 2015, se reporta que después a los 46.4 meses de edad (27.6
después de la suspensién del tratamiento) se encuentra un repunte de la carga
viral de 16750 copias/mL en la sangre del paciente, aunque ha permanecido
asintomatico. Se descartan factores de riesgo de reinfeccién externo como
amamantamiento de su madre infectada, o abuso sexual. Se reinicia el tratamiento
y a las 72 horas se observa una disminucién de la carga viral a 2658 copias/mL
(Figura 7) (Luzuriaga et al., 2015).

AZT-3TC- Mo AZT-3TC-  Figura 7.- Seguimiento de la carga
LPY/r ART EFV

viral y esquema de tratamiento

. antirretroviral en el caso
107 Mississippi. En linea punteada el

seguimiento de las copias de ARN
10¢ virico de la paciente, y en la barra
de colores el esquema de
10¢ tratamiento:  zidovudina  (AZT),
] lamivudina (3TC), nevirapina (NVP),
1o¢ ritonavir/lopinavir (LPV/r), efavirenz

(EFV).

ARN VIH-1 [cu]'.l:ia.'ﬁfm]:l

]'D] I I I I 1
0 10 20 30 40 50 Traducido de (Luzuriaga et al.,

Edad [meses) 2015)

Este caso demuestra problemética principal para curar la infeccion por VIH radica
en poder detectar y eliminar los reservorios virales. Sin embargo, recientes
estudios han mostrado que las afectaciones a los neonatos de madres VIH+ no se

limitan a la adquisicion de la infeccion.

De forma interesante, una de las caracteristicas que se ha observado en las
células hospederas con formas proviricas, es que las células también sufren
alteraciones epigenéticas. En el 2015, un estudio demostré que el provirus

insertado provoca alteraciones en la metilacion de histonas y como consecuencia
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la sobreexpresion de genes como SETDB2 y RSK2, los cuales estan relacionados
con el crecimiento y diferenciacion de las células. Adicionalmente, las células que
se encuentran como reservorios muestran alteraciones en la expresion de
moléculas asociadas a la activacion como CD69 y capacidad de produccion de
citocinas como de IL2- e IFN-y (Maricato et al., 2015). Dichas alteraciones en los
estados de activacion y en la capacidad de respuesta de los linfocitos T,
observadas en los linfocitos infectados con la forma provirica, son semejantes a
las presentes en los linfocitos T CD4+ de los infantes ENI. Estas evidencias abren
la posibilidad de la existencia de reservorios proviricos en los ENI que pudieran
ser las responsables de la alta susceptibilidad inmune a las enfermedades

infecciosas.

CD32a como un marcador de reservorios de VIH en linfocitos T CD4+

El mayor obstaculo para eliminar el VIH en una persona infectada, son los
reservorios. Estads células son particularmente dificiles de identificar ya que
expresan nulas o bajas cantidades ARN vy las proteinas virales. Recientemente
Descours y colaboradores describieron que CD32a, el receptor lla de la fraccion
cristalizable de anticuerpos (FcyRlla) que en condiciones normales solo se
expresa en células efectoras de la inmunidad innata y no en células de linea
linfoide, es un buen marcador de células reservorio. Su trabajo, se bas6 en
primero generar células T CD4 con infeccion latente de VIH a partir de células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) de donadores sanos y por
secuenciacion de ARN ultra profunda y analisis bioinformético determinar el efecto
de la infeccién viral en su programa transcripcional. Este analisis mostré 16
candidatos de marcadores posibles, que al evaluarl su expresion y compararlos
contra las células no infectadas de los mismos donadores se encontré que el
FcyRlla era aproximadamente 50 veces mayor. Estos resultados se trasladaron
posteriormente a los pacientes de VIH-1 que habian recibido TAR y se habian
mantenido con menos de 20 copias de ARN viral en circulacion por una media de
26 meses. El inmunomarcaje y andlisis por citometria de flujo revel6 que los Lc T
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CD4+ se podian diferenciar por su expresion de CD32a (Figura 8A). La
subpoblacion CD32+ fue enriquecida, y se cuantificd el ADN viral y el numero
absoluto de células (datos no mostrados). Notablemente las subpoblacién CD32+,
mostrd incremento de las copias virales por célula en comparacién con la
subpoblacion CD32-. Ademas, para demostrar la viabilidad del virus latente
realizaron el ensayo de expansion viral cuantitativa (QVOA por sus siglas en
ingles) y se calculd las unidades infecciosas por millén de células (UIMC). El
resultado ademas de positivo mostré un incremento promedio de 3000 veces la
cantidad de provirus inducibles y replicativamente competentes en las CD32+ vs
los CD4+ totales (Figura 8B). Finalmente, para determinar la contribucion a la
poblacion de reservorios virales por parte de las células CD32+, se cultivaron
durante 20 dias con la posterior estimulacion del TCR y se midio la replicacion
viral. Lo que los autores mostraron, fue que en todos los casos los cultivos con
células CD32+ tuvieron alta produccién viral y diseminacion en los cultivos;
mientras que las células CD32- tuvieron un marcado retraso en el tiempo de
produccion viral y consecuente diseminacion (Figura 8C). Todos estos resultados
que la molécula CD32a reune todos los criterios necesarios para ser un
biomarcador de linfocitos T CD4+ con VIH latente; aunque estos no sustentan la

poblacion total de reservorios (Descours et al., 2017).
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Figura 8.- CD32a identifica a linfocitos T CD4 reservorios de VIH-1 replicativamente competente
e inducible en pacientes con TAR. A) Diagramas de puntos que muestran el control de isotipo y la
tincién especifica de CD32 en linfocitos T CD4 de un paciente con TAR identificando la
subpoblacién positiva a CD32. B) Tasa de cambid en las UIMCs obtenidas por qVOA en las células
CD32+ vs CD4+ totales de los participantes indicados. C) Seguimiento de la produccion viral,
medido por la liberacién de p24, en los cultivos con medio millén de Lc T CD4 o aislados de Lc T
CD4 CD32- con estimulacién del TCr. La linea punteada indica el limite de deteccidn.

Traducido y modificado de: (Descours et al., 2017)
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JUSTIFICACION

Actualmente, mas de quince millones de mujeres se encuentran infectadas con
VIH alrededor del mundo. Dentro de esta poblacion, aquellas que se encuentran
embarazadas tienen altas probabilidades de trasmitir la infeccion a su progenie
durante el embarazo, el parto, o durante los dos afios de la lactancia. Actualmente,
gracias a la implementacién de los programas de prevencidon materno/infantil la
infeccion vertical por el VIH se ha llevado a tasas de transmision menores al 1%
de los casos. En los casos exitosos, a pesar de ser considerados no infectados,
los infantes expuestos a VIH (IEV), a través de sus madres, experimentan
mayores tasas de morbilidad y mortalidad por enfermedades infecciosas durante
los primeros meses de vida comparados con infantes no expuestos (INEV).
Ademas, de estas observaciones epidemiolégicas, en los IEV se han descrito
diversas alteraciones inmunoldgicas como altas frecuencias de linfocitos T CD4+
con fenotipos “activados”, con marcadores de memoria inmune y responsivos a
antigenos del VIH, asi también desregulada capacidad de respuesta a la
estimulacién antigénica. Estas observaciones se han asociado a la limitada
capacidad de produccion de citocinas como IFN-y, IL-2 y TNF-a frente a la re-
exposicion antigénica (PPD) de los IEV inmunizados con la vacuna BCG, siendo
gue la capacidad de produccion de moléculas como estas citocinas esta
relacionada con la diferenciacion de células de tipo Th1/Th2/Th17/Treg que se
encargan del amplio espectro de mecanismos de defensa/regulacion inmunolégica
de los individuos. Sumado a lo anterior, los estados de activacion y alteraciones en
la capacidad de respuesta de los linfocitos T observada en los IEV es similar a la
observada en células que poseen la forma provirica del VIH de individuos adultos,
las cuales son consideradas como reservorios del virus, como es el caso de los
linfocitos T CD4+ CD32+ descritas recientemente. En conjunto, estas
observaciones abren la posibilidad de la existencia de reservorios proviricos en los
IEV que pudieran ser las responsables de la alta susceptibilidad inmune a las
enfermedades infecciosas. Es por ello, que este trabajo busca la presencia de

potenciales reservorios viricos, sus estados de activacion y su perfil de
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diferenciacion Th1/Th2/Th17/Treg, para entender si la respuesta inmune de este
grupo susceptible se encuentra comprometido mas alla de la desventaja de
haberse desarrollado en una madre VIH+ y poder desarrollar estrategias de

cuidado mas apropiadas para estos infantes vulnerables.

HIPOTESIS

Los IEV presentan altas frecuencias de linfocitos T CD4+ CD32+ con fenotipos de

memoria activados con alteraciones de los perfiles Th1/Th2/Th17/Treg.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar la presencia de linfocitos T CD4+ CD32+ en IEV y evaluar la presencia

de moléculas asociadas a estados de activacion, experiencias antigénicas y de
diferenciacion Th1/Th2/Th17/Treg.

OBJETIVOS PARTICULARES

Estandarizar el panel de inmunomarcaje para el analisis de linfocitos T
CD4+ CD32+.

Determinar los numeros absolutos y frecuencias de linfocitos T CD4+

CD32+ en sangre periférica IEV.

Establecer fenotipo predominate asociado a memoria (naive vs memoria) y

estado de activacion de los linfocitos T CD4+ CD32+.

Determinar las frecuencias y distribucion de las subpoblaciones
Th1/Th2/Th17/Treg de linfocitos T CD4+ CD32+ en IEV.

30



MATERIALES Y METODOS

El disefio del presente estudio fue evaluado y aprobado por el comité de
investigacioén, ética y bioseguridad del Instituto Nacional de Perinatologia (INPer)
(Registro: (478) 212250-3120771).

Tipo de investigacion: Observacional
Caracteristicas del estudio:

» Por la participacion del investigador: Analitico
» Por temporalidad del estudio: Longitudinal

» Por la lectura de los datos: Prolectivo
>

Por el analisis de datos: Analitico

Pacientes v qrupos de estudio

Universo: Recién nacidos e infantes no infectados de madres seropositivas al VIH.

Muestra: Recién nacidos e infantes no infectados de madres seropositivas

atendidas en el Instituto Nacional de Perinatologia (INPer).
Criterios de seleccion:

» Grupo de recién nacidos e infantes expuestos no infectados de madres
VIH+ (ENI).

Criterios de inclusion:

» Recién nacidos no infectados de madres VIH+ corroborada por pruebas de
laboratorio.

» Recién nacidos de madres que hayan sido atendidas en el INPer y ejercido
el control prenatal.

» Infantes cuyo nacimiento haya llegado a término (>37 SDG)

» Con consentimiento informado de la madre de participacion al estudio.
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Criterios de no inclusion:

> Recién nacidos que se detecten copias de VIH en su primera muestra.
» Cuando el volumen de la muestra se comprometan las determinaciones

clinicas de su seguimiento (volumenes menores de 500 uL)
Criterios de eliminacion:

» Infantes a los que se detecte copias de VIH durante su seguimiento
perinatal.
> Pacientes que abandonen el seguimiento pediatrico.

» Padres que retiren su consentimiento de participar.

Desde Mayo del 2017 hasta Junio del 2018 se recolectaron, en tubos con Acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), muestras de sangre periférica de 15 voluntarios
adultos sin antecedentes de VIH, 26 pacientes adultos VIH+ (ambos grupos como
control de experimento), 15 infantes sin exposicion al virus (INEV) y 62 infantes
expuestos al VIH (IEV) durante el embarazo. De estos Ultimos se obtuvieron
muestras en cuatro momentos distintos a lo largo de su primer afio de vida,
iniciando en los primeros dias tras el alumbramiento. Con un total de 131 muestras
se repartieron en grupos de edad conforme al mes de vida en que fueron
obtenidas. Se obtuvieron sus datos relevantes al estudio, como edad,
antecedentes de VIH y carga viral si aplicase; en la tabla 5 se resumen dichas

caracteristicas.

Como controles, se emplearon muestras de infantes no infectados que
participaron en un protocolo institucional relacionado con el uso de eritropoyetina
como agente de maduracion de nifios que nacieron pre-término. Es importante
resaltar que el nimero de células, asi como los patrones de diferenciacion son
similares a infantes que no se encuentran bajo el tratamiento (Datos no

publicados).
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Tabla 3.-Caracteristicas de las poblaciones de estudio

Grupo Edad (afios) Carga viral (copias/mL)
Control VIH + (n= 26) 254+ 63 380 +234
Control VIH - (n=15) 257+ 44 n/a*
Grupo Edad (meses) Carga viral (copias/mL)
IEV 0 meses (n=28) 0 <40
IEV 2-3 meses (n=27) 26+0.5 <40
IEV 4-5 meses (n=16) 4.6 0.5 <40
IEV 6-12 meses (n=60) 71+15 <40
INEV (n=15) 121012 n/a*

*n/a: No aplica

Clasificaciéon del riesgo de transmision vertical

Con los datos recolectados de las notas clinicas, el riesgo de trasmision vertical
para cada infante fue obtenido de acuerdo a la presentacion de los siguientes
factores:

Conteos maternos de Lc T CD4+ menores a 300 cel/pL.
Carga viral materna mayor a 1000 copias/mL.

Dos 0 mas gestas previas.

YV V VYV VY

Ausencia de terapia antirretroviral o inicio de tratamiento desde las ultimas

9 semanas del embarazo.

La ausencia de los factores se considera bajo riesgo; un solo factor es

considerado como bajo; y dos o mas como alto riesgo.
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Procesamiento de las muestras e inmunomarcaje de superficie

Para el inmunomarcaje, a tubos rotulados por cada muestra o condicién de
analisis se les adicion6 el volumen de anticuerpo titulado de acuerdo a su panel
correspondiente (Tabla 4) y 25 uL de cada muestra de sangre periférica fresca
recolectadas en tubos con EDTA. Para asegurar el contacto de la sangre con los
anticuerpos, los tubos se agitaron durante 3 segundos en un agitador oscilatorio, y
se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente en obscuridad.
Concluido el tiempo se adicionaron 250 pL de la solucién Facs lysing (BD)
(preparada al instante diluyéndola 1:10 con agua destilada o miliQ), se agitaron y
nuevamente se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente en obscuridad.
Para retirar el exceso de anticuerpo se adicionaron 500 pL de solucién Facs Flow
(BD) y centrifugacion a 400 g por 5 minutos. Finalmente se eliminé el
sobrenadante por inversion y se resuspendio el botén celular con 100 pL de
solucion Facs Flow (BD). Una vez tratadas las muestras se almacenaron en
obscuridad a 4°C hasta su analisis en un citémetro de flujo FACS ARIA Il (BD,
Biosciences). Segun el objetivo se aplicaron diferentes algoritmos de andlisis

mencionados mas adelante.
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Tabla 4.- Paneles de anticuerpos monoclonales acoplados a fluorocromos para el
inmunomarcaje superficial de linfocitos humanos.

Anticuerpo anti- Fluorocromo Clona Marca 'Volumen

titulado (uL)
CD32a FITC FLI8.26 BD 0.5
CD45R0O PE UCHL1 BD 1.25
CD69 PE-Cy5 FN50 BioLegend 2.5
Panel 1 CD45RA APC HI1100 BD 1.25
CD3 BV510 UCHT1 BioLegend 0.5
CD4 APC-Cy7 RPA-T4  BiolLegend 0.3
CD45 eF450 HI1100 BD 0.3
CD32 FITC FLI8.26 BD 0.5
CD4 APC-Cy7 RPA-T4  BiolLegend 0.3
CD3 PE SK7 BD 2.5
CD45 eF-450 HI1100 BD 0.3
Panel 2 CD183 (CXCR3) BV510 G025H7  BiolLegend 0.3
CD194 (CCR4) APC L291H4  BiolLegend 0.3
CD196 (CCR6) PerCP-Cy5.5 GO034E3 BioLegend 0.3
CD45RA PE-CF594 HI100 eBioscience 0.3
CD25 PE-Cy7 M-A251 BD 0.3

Adicionalmente se realiz6 el conteo celular de linfocitos T CD4. Este procedimiento
se realiz6 de forma similar que el inmunomarcaje de superficie. Brevemente, de
cada muestra se tomaron 50 pL de sangre periférica en tubos de conteo (BD
Trucount™ tubes, No. Cat 340334) que contienen un nimero conocido de perlas
fluorescentes y 10 pL de un mix de anticuerpos anti-CD3 FITC, -CD8 PE, -CD45
PerCP, y -CD4 APC (BD Multitest, Cat, 340499). Después de incubar las células
en oscuridad y a temperatura ambiente durante 15 minutos, las muestras fueron
fijados y los eritrocitos lisados con FLS durante 10min. Una vez terminado este
procedimiento, las muestras fueron analizadas a través del citbmetro de flujo. Para

obtener el nimero de células por unidad de volumen se relacioné el niumero de
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perlas presentes en la muestra con la cantidad de células con el fenotipo
SSClowCD45++CD4. Esto se realizé dividiendo el numero de eventos celulares
positivos (X) entre el numero de microesferas (Y), y a continuacion multiplicando
por la concentracion de microesferas; obtenida dividiendo nimero de microesferas

(V) entre el volumen de la muestra adicionado inicialmente (V).

Algoritmos para la determinacion de las poblaciones naive y memoria.

A cada muestra que se le aplico el inmunomarcaje del panel 1, la identificacion de
células con fenotipo virgen estuvo dado por las siguientes caracteristicas: SSC""
CD45""CD3+CD4+CD45RA+CD45R0O-; mientras que el fenotipo de memoria:
SSC"" CD45""CD3+CD4+CD45RA-CD45RO+.

Algoritmos para la determinacion de las subpoblaciones Th1/Th2/Th17/Treq.

A cada muestra que se le aplico el inmunomarcaje del panel 2, la identificacion de

linfocitos T CD4+ CD32+ para cada perfil estuvo dado por células con fenaotipo:
Thil: SSC" CD45""CD3+CD4+CD45RA-CXCR3+CCR4-CCR6-

Th2: SSC" CD45""CD3+CD4+CD45RA-CXCR3-CCR4+CCR6-

Th17: SSC°" CD45""CD3+CD4+CD45RA-CXCR3-CCR4+CCR6+

Th1/Th17: SSC"" CD45""CD3+CD4+CD45RA-CXCR3+CCR4-CCR6+

Treg: SSC° CD45""CD3+CD4"*"CD25""

La figura 9 muestra la seleccién, en diagramas de puntos, de dichas

subpoblaciones.
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Figura 9.- Algoritmo 2 empleado para la identificacion de Lc T CD4+ CD32+ CD45RA- con
fenotipos Th1, Th2, Th17, Th1/17 o Treg.

Andalisis Estadistico

Los datos obtenidos en este estudio fueron analizados usando el
software GraphPad Prism 7.0. Se usaron las pruebas Mann-Whitney
para comparacion entre 2 grupos, Kruskal-Wallis con comparacion
multiple de Dunn para comparaciones de 3 0 mas grupos Yy correlacion

de Spearman para asociacion de dos variables.
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RESULTADOS

I.  Estandarizacion del panel de inmunomarcaje y del algoritmo para el analisis
de linfocitos T CD4+ CD32+.

Para poder reproducir lo reportado por Descours (Descours et al., 2017) se utilizé
muestras controles de sujetos adultos sanos y adultos con infeccién crénica.
Aplicando el panel de inmunomarcaje 1, establecimos el siguiente algoritmo de
analisis: Partiendo de la seleccion de eventos sencillos, correspondientes a
aguellos que presentan una relacion lineal en la intensidad del parametro de
tamafio en sus sefiales pico y area (FSC-H y FSC-A) (Figura 10A), se
seleccionaron células con alta expresion del marcador CD45 y baja complejidad
(SSC-A). Esta seleccién corresponde a linfocitos (Figura 10B). Posteriormente se
seleccionaron los linfocitos T cooperadores que coexpresan los marcadores CD3 y
CD4 (CD3+CD4+) (Figura 10C). De estos ultimos se seleccionaron las células,
gue, de acuerdo a la autofluorescencia fueron positivos al marcador CD32 (Lc T
CD4+CD32+) (FIGURA 10D). Cabe destacar que la aplicacion de este algoritmo
de andlisis en los sujetos control, muestra la presencia de células con este mismo

fenotipo.
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Figura 10.- Identificacion de LC T CD4+ CD32+. A) Seleccién de eventos sencillos
gracias al tamafio en sefal pico y &rea (FSC-H y FSC-A). B) Seleccién de linfocitos por
alta expresion de CD45 y baja complejidad (SSC-A). C) Seleccion de los linfocitos T
cooperadores (CD3+CD4+). D) Seleccion de linfocitos positivos a CD32 (Lc T
CD4+CD32+).
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Aplicando la misma estrategia de analisis, como esperdbamos y a manera de
control, el nimero de Lc T CD4+ es menor en los individuos adultos con
tratamiento antirretroviral e infeccién cronica (VIH+) respecto a adultos controles
sanos (867.5 +/- 405.1 488.7 +/- 292.5 cel/ul; p=0.0005) (Figura 11A). En estos
mismos grupos de personas pudimos observar que, la frecuencia de las células
CD32+, de forma similar a lo reportado por Descours, es mayor en los sujetos
VIH+ (Figura 11 B y C).
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Figura 11.- El panel de inmunomarcaje
1 para la identificacion de Lc T CD4+
CD32+. A) Conteos de Lc T CD4+. B)
Imagenes  representativas de  los
diagramas de puntos para la seleccion
de LC T CD4+ CD32+. C) Frecuencia de
los Lc T CD4+ CD32+. *** p<0.001
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II. Los IEV presentan altas frecuencias de Lc T CD4+ CD32+

Aplicando el panel multiparamétrico y estrategia de analisis a la poblacion infantil
observamos que, en ambos grupos, tanto IEV asi como los controles INEV en los
primeros 3 meses de vida, las células con fenotipo T CD4+ CD32+ estan
presentes en sangre periférica en frecuencias menores al 10% (Figura 12A), sin
embargo, las frecuencias, asi como los ndmeros absolutos, son mayores en el
grupo IEV en comparacion con los INEV (Figura 12 B y C). Interesantemente,
estas células estan presentes en circulacion periférica desde el nacimiento de los
infantes IEV con porcentajes similares durante el primer afio de vida (Figura 12D),

pero su cantidad incrementa hacia los primeros seis meses (Figura 12 E).
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Figura 12.- Altas frecuencias de Lc T CD4+ CD32+ en IEV. A) Imagenes
representativas de los diagramas de puntos para la seleccion de Lc T CD4+
CD32+ en infantes no expuestos (INEV) y expuestos in utero (IEV) al virus de
VIH. B) Frecuencias de Lc T CD4+ CD32+ INEV vs IEV. C) Conteos de Lc T
CD4+ CD32+ INEV vs IEV. D) Frecuencias y E) células absolutas de Lc T CD4+
CD32+ a lo largo del primer afio de vida. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Por otro lado, pensando que las elevadas frecuencias de los Lc T CD4+ CD32+ en
los infantes IEV estan relacionadas al riesgo de transmision vertical, los IEV se

estratificaron de acuerdo al riesgo de transmision vertical.

Como se puede ver en la Tabla 5 la frecuencia de las células T CD4+ CD32+ es
similar entre los grupos de bajo, medio y alto riesgo en los diferentes periodos de

andlisis a lo largo de un afio de vida.

Tabla 5.- Frecuencias de Lc T CD4+ CD32+ en IEV divididos en grupos de edad y
subgrupos de riesgo de trasmisién vertical.

Frec. Lc T CD4 CD32+ (%)

: . Riesgo : P (Kruskal-
Grupo de edad Riesgo Bajo Medio Riesgo Alto Wallis)

0 meses 55+/-2.0 6.7 +/- 2.2 45 +/-29 0.1832
2-3 meses 8.1 +/-5.7 7.4 +/-3.5 9.0 +/- 25 0.6206
4-5 meses 8.3 +/-4.6 6.3 +/- 3.6 4.6 +/- 3.8 0.4932
6-12 meses 5.9 +/- 3.8 9.0 +/- 3.8 9.0 +/- 6.5 0.3896
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lll.  Alta expresion de CD69 en linfocitos T CD4+ CD32+.

Para determinar el estado de activacion de los linfocitos T CD4+CD32+ la
expresion relativa de CD69 se evallo en la poblacion de estudio y se compard con
los linfocitos T CD4+ CD32-. Como se puede ver en la Figura 13, la expresion de
CD69 en linfocitos T CD4+CD32+ es similar durante el primer afio de vida en los
infantes IEV, pero mayor en comparacion con su contraparte de células CD32-. De
forma similar, en los nifios control, la expresion de CD69 es mayor en las células

CD32+ en comparacién con las células CD32-.

Figura 13.- Alta expresion de CD69 en
linfocitos T CD4+CD32+. La expresion
relativa de CD69 se evalué como la
intensidad media de fluorescencia (IMF)
del fluorocromo reportero en las células T
CD4+CD32+ de los infantes IEV e INEV. *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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IV. Los linfocitos T CD4+ CD32+ muestran un fenotipo predominantemente

“naive”

De acuerdo a las experiencias antigénicas, los linfocitos T se clasifican en células
naive (células CD45RA+ CD45R0O-) y de memoria (células CD45RA- CD45R0+)
(Bell & Sparshott, 1990). Basados en lo anterior, el fenotipo predominante de las
los linfocitos T CD4+ CD32+ es naive en los infantes expuestos y no expuestos
(Figura 14A). Por otra parte, conforme avanza la edad hacia el primer afio de vida
desde el nacimiento, el porcentaje de células CD32+ naive disminuye mientras

gue las que corresponden a fenotipo de memoria incrementan (Figura 14 B y C).
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Figura 14.- El fenotipo naive predomina en células T CD4 CD32+. A) Frecuencias de
linfocitos T CD4+ CD32+ naive (CD45RA+CD45R0-) o memoria (CD45RA+CD45R0-) en
infantes control y expuestos. B) Evolucion de células T CD4+ CD32+ naive y C) de memoria
en los infantes IEV en el primero afio de vida. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, ****
p<0.0001.
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V. Elperfil Thly Th2 predomina en las células T CD4+ CD32+ de infantes IEV

Sumado al estado de activacion y fenotipo asociado a memoria, en este trabajo
caracterizamos el principal perfil de diferenciacion de los linfocitos T CDA4+.
Aplicando el algoritmo de andlisis para la identificacion de los perfiles
Th1/Th2/Th1l7/Treg de las células T CD4+ CD32+ de memoria (Figura 9),
observamos que en los infantes controles el perfil predominante entre las células
CD32+ corresponde a Th2, asi mismo, el porcentaje de este perfil es mayor en
comparacion a las células CD32+ de los infantes IEV (Figura 15A). Adicionalmente
encontramos que el perfil predominante a lo largo del primer afio de vida en los

ninos IEV corresponde a los tipos Thly Th2 (Figura 15B).
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A) Comparacion de los perfiles en infantes INEV y EV. B) Perfiles de células T
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DISCUSION

Una de las preocupaciones mas grandes en torno a las mujeres embarazadas con
VIH, ha sido la probabilidad de que la infeccion sea transmitida de forma vertical.
Gracias a los cuidados perinatales, las tasas de transmision madre-hijo se han
reducido a frecuencias menores del 1%. A pesar de no tener evidencias de la
infeccion (IEV), los nifilos de madres con VIH tienen mayor susceptibilidad de
desarrollar enfermedades infecciosas, y las caracteristicas clinicas son similares a
las reportadas con la infeccion (Afran et al., 2014). Por lo anterior, se ha pensado
en que estos infantes pudieran tener reservorios que aun no han sido detectados.
Por otra parte, recientemente se ha descrito una poblacion de linfocitos T CD4 que
expresan CD32a, una molécula que habitualmente no expresan estas células,
quienes forman parte del 50% de los reservorios de individuos con reportes de
infeccidn crénica tratados con antirretrovirales (Descours et al., 2017). En el
presente trabajo se ha seguido esta linea de pensamiento y se realizé la busqueda
linfocitos T CD4+ CD32+ en IEV, asi como describir algunas de sus

caracteristicas.

A manera de control de medicién, y de acuerdo a lo publicado por Descours y
colaboradores, en sangre periférica se pueden detectar bajos porcentajes de
linfocitos T CD4+ CD32+ en adultos con infeccion cronica de VIH.
Interesantemente, esta poblacion de células también se encuentra en individuos
adultos sanos no infectados, pero en frecuencias menores (Figura 11 B y C).
Estos resultados son similares a los que recientemente han sido publicados por
otros autores quienes exponen que otros marcadores como CD127 y CCR6, en
conjunto con CD32a+, pueden ser mejores biomarcadores para células

reservorios (Bruel & Schwartz, 2018; Garcia et al., 2018).

Atendiendo la situacién de los infantes IEV, ninguno reportd cargas virales durante
su seguimiento, sin embargo, observamos que los porcentajes de las células
CD32+, asi como sus conteos totales, son mayores respecto a los infantes control

(Figura 12 A, B y C). Estos resultados son interesantes desde el punto de vista de
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gue la condicion del nacimiento de una madre infectada, condiciona a la presencia
de un numero mayor de células con este fenotipo. De acuerdo a lo anterior,
recientemente se ha publicado que los linfocitos T CD4+ CD32+ en adultos con
infeccidn y sin infeccién, expresan mayores niveles de las moléculas PD-1, CD69,
HLA-DR, CD25, CD38 y Ki67, respecto a las células CD32- (Abdel-Mohsen et al.,
2018; Noto et al., 2018). De forma similar, nosotros encontramos que las células
CD32+ de infantes IEV expresan mayores niveles de CD69 (Figura 13). El estado
de activacion de estas células puede deberse a condiciones maternas y propias
del infante. Es sabido que las mujeres VIH+ durante el embarazo cursan con
niveles mayores de citocinas como IL-10 e IFN-y comparadas con embarazadas
VIH- (Borges-Almeida et al., 2011). Ademas, la exposicion cronica de los
antirretrovirales in utero, y profilactica al nacimiento, pueden incrementar la
concentracion de citocinas proinflamtorias como TNF-a (Barbaro & lacobellis,
2009). Sumado a lo anterior, la reducida transferencia de anticuerpos placentarios,
y la restriccion absoluta de los provenientes de la lactancia, propician incrementos
en la magnitud de la respuesta del infante frente a los primeros retos antigénicos.
Respecto a lo anterior, se sabe que los anticuerpos maternos (tanto IgG
placentarios e IgA de la lactancia) son capaces de reducir la exposicion de los
antigenos de agentes infecciosos, asi como los provenientes de las vacunas,
atenuando la respuesta propia de los infantes (Jennewein, Abu-Raya, Jiang, Alter,
& Marchant, 2017). Entonces, la exposicion al ambiente proinflamatorio materno, y
la incrementada respuesta de los antigenos en ausencia de la inmunidad pasiva
materna, podrian ser responsables del incremento de células con fenotipos

activados.

Por otro lado, el namero de linfocitos T CD4+ CD32+ varia a lo largo del primer
afo de vida. En el andlisis semi-longitudinal de los infantes IEV observamos que
las frecuencias y numero total de Lc T CD4+ CD32+ son mayores en el periodo de
los 2-3 meses de edad (Figura 12 D y E). Esta etapa representa uno de los
periodos de adaptacion del sistema inmunologico mas importante por la aplicacion
de vacunas (NOM-039-SSA2-2014, Para la prevencion y control de las infecciones
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de transmisién sexual. , 2017; Vacunacioén, 2017). Por ello también representa un

periodo de intensa activacion y proliferacion celular.

Ahora bien, el fenotipo que presentan los Lc T CD4+ CD32+ también ha sido
estudiado, sin embargo, los resultados publicados han sido discordantes cuando
menos. El ya mencionado estudio del doctor Abdel-Mohsen y colaboradores
reporta una reparticion practicamente igual de los Lc T CD4+ CD32+ entre
fenotipos de memoria central y naive (Abdel-Mohsen et al., 2018). Por otro lado,
Melanie Wittner y colaboradores reportan predominio en el compartimiento de
células con fenotipo naive sobre los de memoria (Wittner et al., 2018).
Interesantemente, nosotros encontramos un predominio en el fenotipo naive
(Figura 14); lo cual coincide con el reporte de Melanie Wittner y colaboradores.
Sin embargo, estos resultados pudieran estar sesgados por la poblacién de
estudio. Es sabido que los infantes, al no tener el mismo numero de retos
antigénicos que los adultos, presentan mayor cantidad de células con fenotipo
CD45RA+ (Pirruccello, Collins, Wilson, & McManus, 1989). Ademas, como se
observa en las figuras 14 B y C al pasar el tiempo los Lc T CD4+ CD32+ han ido
adquiriendo el fenotipo de memoria, presumiblemente igual que el resto de
linfocitos, indicando un desarrollo normal de la memoria inmune (Bell & Sparshott,
1990).

Los linfocitos T CD4+ una vez que adquieren fenotipos de memoria, pueden estar
asociados a respuestas especificas, como los son los perfiles Th1/Th2/Th17/Treg
(Luckheeram et al., 2012). De los linfocitos T CD4+ CD32+ observamos que, en
comparacién con no expuestos, los infantes IEV, tienen frecuencias menores del
perfil Th2 (Figura 15 A). Esta reparticion en perfiles también fue estudiada en
pacientes adultos por Abdel-Mohsen y colaboradores, quienes encontraron
predominio en el perfil Th2 (Abdel-Mohsen et al., 2018). ComUnmente es aceptado
que el embarazo representa un ambiente de tipo Th2, esto a partir de las
observaciones y propuestas realizadas en trabajos como el Wegmann en 1993
(Wegmann, Lin, Guilbert, & Mosmann, 1993). Y aunque hay otros autores que no

refrendan este paradigma, ya que hay trabajos como el de (Halonen et al., 2009)
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gue no encuentra tal sesgo al medir las citocinas asociadas a los perfiles Thl y
Th2 tanto en madres como infantes de partos sanos, los resultados encontrados
en el presente trabajo coinciden con la polarizacibn a Th2 en los infantes sin
factores que afecten al desarrollo normal del sistema inmunolégico.
Interesantemente, en nuestros resultados observamos las frecuencias de las
células con cada perfil, no se modifica a lo largo del primer afio de vida, sin
embargo, el perfil que predomina son las células Thl y Th2 (Figura 15 B). Es de
notar que una de las principales respuestas celulares que se han reportado en los
infantes IEV es la alta produccion de IFN-y (Hygino et al., 2011), y baja produccién
de IL-4 (Borges-Almeida et al., 2011), lo cual condiciona a perfiles de tipo Thl.
Ademas, las estrategias que se siguen para evitar la trasmision vertical, se
encuentra la restriccion de la lactancia, esto impacta directamente a la maduracién
del sistema inmunolégico del recién nacido. El calostro aporta muchos factores
importantes que no se encuentran en la leche normal, entre ellos: nutrientes,
factores de crecimiento y vitaminas que no cruzan la barrera placentaria. También
es rico en agentes protectores y estimulantes del sistema inmunolégico tanto
solubles (citocinas, componentes del complemento y mas inmunoglobulinas) como
celulares (macrofagos, polimorfonucleares y linfocitos T) (Palmeira & Carneiro-
Sampaio, 2016). Por lo que la restriccibn de estos componentes, impacta el

desarrollo de su sistema inmunolégico.

Desde la publicacion del estudio por Descours y colaboradores en marzo del 2017,
multiples grupos de investigacion han caracterizado los linfocitos T CD4+ CD32+
en adultos. La mayoria de los estudios han coincidido en que estas células
presentan otros marcadores de activacion como HLA-DR, CD279, CD38, CD25 y
Ki67 siendo mas la asociacién a estados de actividad trasncripcional que a reales
reservorios (Abdel-Mohsen et al., 2018). Ademas, también ha sido reportado que
la cantidad de ADN provirico insertado en entre los Lc T CD4+ CD32+ es similar al
de las células CD32- (Badia et al., 2018). En el presente trabajo nos limitamos a la
caracterizacion de estas células, donde nuestros datos sugieren que las células
CD32+ en Lc T CD4+ estan implicados en estados de activacion. Si bien, las

recientes evidencias sugieren que no son reservorios viricos, se abre las
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siguientes preguntas: ¢cual es la funcién de CD32 es los linfocitos T CD4+? y ¢ si
la presencia de estas células trae como consecuencia mayor susceptibilidad a

enfermedades infecciosas en el recién nacido e infantes?

CONCLUSION

Los recién nacidos e infantes de madres no infectados de madres VIH+ tienen
mayores tasas de infecciones. Diversas alteraciones inmunoldgicas han sido
observadas. En este trabajo, nosotros reportamos incrementos en las células Lc T
CD4+ CD32+ respecto a infantes no infectados. Si bien estas células no parecen
ser reservorios proviricos, se encuentran con mayor expresion de moléculas
asociadas a activacion con perfiles predominantemente Thl y Th2. Este
conocimiento pudiera en un futuro ayudar a entender los mayores indices de
morbilidad y mortalidad de los infantes EVI y auxiliar en el desarrollo de

estrategias para prevenirlas.
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