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Resumen 

 

En las infecciones crónicas, las células T CD8 o CTLs aumentan la expresión en la, 

membrana plasmática, de moléculas co-inhibidoras o proteínas inmunoreguladoras 

como CD160, LAG-3, PD-1, PD-L1, TIM-3 y TIGIT. La expresión de estas proteínas es 

característica de un fenotipo exhausto, el cual también es definido por la pérdida de 

producción de citocinas antivirales, la pérdida de la capacidad citotóxica y la 

disminución de la proliferación, provocando la respuesta disminuida y alterada de los 

linfocitos T CD8. Durante la infección por VIH se ha reportado el aumento de la 

expresión de estas proteínas inmunoreguladoras, así como de marcadores de 

activación, en linfocitos T CD8, lo cual ha sido asociado con la carga viral y la 

activación crónica del sistema inmunológico. El objetivo de este estudio fue determinar 

si la reducción de la carga viral y la reducción de la activación inmunológica por el uso 

del tratamiento antirretroviral (TAR), provoca cambios en las frecuencias y en la 

expresión de las múltiples proteínas inmunoreguladoras (CD160, LAG-3, PD-1, PD-L1, 

TIM-3 y TIGIT) en los linfocitos T CD8 específicos a VIH totales y en las 

subpoblaciones naive, efectora, memoria efectora y memoria central, y si existen 

asociaciones con la expresión de marcadores de activación. En este estudio se 

encontró que el TAR disminuye la expresión de las proteínas PD-1 y LAG-3 en los 

linfocitos T CD8 específicos a VIH totales, y en sus subpoblaciones de memoria, 

revirtiendo sólo parcialmente el fenotipo exhausto, ya que la expresión de otras 

proteínas inmunoreguladoras se mantiene aumentada a pesar del uso de TAR. Se 

encontraron asociaciones entre el porcentaje de células T CD8 positivas a las 

proteínas inmunoreguladoras y las células T CD8 positivas a los marcadores de 

activación. En la toma basal, únicamente se encontraron asociaciones de PD-1 y LAG-

3 con marcadores de activación asociados a la señalización por TCR, mientras que 

después de dos años de TAR se encontraron asociaciones de TIGIT con marcadores 

de activación inespecífica. Estas asociaciones dan la pauta para la determinación de 

dos patrones de expresión de las proteínas co-inhibidoras; un patrón asociado a la 

activación específica por TCR del linfocito T CD8 y un patrón asociado a activación 

inespecífica de éstos. En conclusión, el TAR y la reducción de la carga viral, tienen un 

efecto benéfico en la disminución de la expresión de algunas proteínas 

inmunoreguladoras y la expresión de éstas no está necesariamente asociada al 

fenotipo exhausto, contrario a lo que se esperaba.  El estudio de la expresión de las 

proteínas inmunoreguladoras y los marcadores de activación  en las subpoblaciones 

de linfocitos T CD8, es importante debido a la aplicación de estos datos en 

inmunoterapias destinadas a la restauración de las funciones efectoras en linfocitos T 

CD8.  
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1 Introducción 

1.1 Epidemiología del VIH en México y en el mundo 

La infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un problema 

de salud a nivel mundial, que desde el primer caso reconocido en 1981 

(Warner, 2007),  ha provocado la muerte de millones de personas alrededor del 

mundo. En el 2020 se reportó que a nivel mundial aproximadamente 38 

millones de personas viven con VIH (ONUSIDA 2020), se han confirmado 75.7 

millones de personas infectadas, mientras que desde el inicio de la epidemia, 

32.7 millones de personas fallecieron por enfermedades oportunistas 

relacionadas con el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) 

(ONUSIDA 2020). 

En México, en el 2019 se estimó que 270 mil personas vivían con VIH, de las 

cuales 12 mil fueron nuevas infecciones. La prevalencia es de 0.26 casos, es 

decir 3 casos nuevos por cada mil habitantes, y se estima que cada día 33 

personas adquieren el virus (CENSIDA 2020).  

El VIH es el agente etiológico del SIDA (Warner 2007), que es la última etapa 

de la infección por el VIH en la cual, de no ser atendida oportunamente, puede 

llevar a la muerte de las personas debido a infecciones y otras co-morbilidades 

(Warner 2007; O’Cofaigh y Lewthwaite 2013). La tuberculosis es la principal 

causa de muerte relacionada a SIDA a nivel mundial (CENSIDA 2020).  

Desde la expansión del uso del tratamiento antirretroviral (TAR) la 

sobrevivencia de las personas que viven con el virus ha aumentado (Fettig 

et al. 2014). Se estima que con el incremento de acceso al tratamiento, de 
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1995 a 2010 se han evitado 5.2 millones de muertes relacionadas al SIDA, en 

países de desarrollo bajo y de desarrollo medio (Fettig et al. 2014). El TAR, 

disminuye el riesgo de transmisión hasta un 96% (CENSIDA 2018). 

En 2019 se estimó que 67% de las personas que viven con VIH en el mundo 

tenían acceso al TAR (ONUSIDA 2020). En México desde el 2003, el acceso al 

TAR es gratuito (CENSIDA 2020). En junio de 2020, 180,800 personas se 

encontraban en tratamiento, significando un aumento del 9% respecto al año 

anterior. Gracias al TAR, durante el 2019, el 56% de las personas que viven 

con VIH en México, presentaron supresión viral (CENSIDA 2020). 

La infección por VIH se originó debido a la múltiple transmisión zoonótica entre 

primates no humanos, infectados con el virus de la inmunodeficiencia en simios 

(VIS) y humanos en África Occidental y Central (Hamelaar, 2012). Debido a 

que las infecciones fueron independientes se generaron dos tipos de VIH,  VIH-

1 y VIH-2 (Hamelaar, 2012). El VIH-1 está más relacionado filogenéticamente 

con el SIV de los chimpancés (SIVCPZ), mientras que VIH-2 se originó a partir 

del SIVSM, el cuál infecta mangabis grises (Lemey et al. 2003). El VIH-2 y sus 

grupos (A-H) se encuentran restringidos al Oeste de África, mientras que el 

VIH-1 se encuentra globalmente extendido (Hamelaar, 2012). De este último 

hay cuatro grupos M, N, O y P; el grupo M se diversificó genéticamente en 

nueve subtipos, A-D, F-H y J-K (Hamelaar, 2012). Los subtipos B y C son los 

más representativos a nivel mundial. El subtipo C es el agente etiológico de 

aproximadamente el 48% de las infecciones a nivel mundial, pero se restringe 

al sureste de África (Hamelaar, 2012). El subtipo B es el más distribuido 

geográficamente en el mundo, principalmente en América, Europa y Australia 
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(Hamelaar, 2012), siendo el virus circulante predominante en México (Avila-

Ríos et al. 2011). 

1.2 Virus de la Inmunodeficiencia Humana 

El VIH es un retrovirus del género Lentivirus (Cochrane, 2011; Turner y 

Summers, 1999) caracterizado por la progresión lenta de la enfermedad 

(Cochrane 2011). Los retrovirus son virus de RNA capaces de convertir su 

material genético en DNA mediante el proceso conocido como 

retrotranscripción. Una vez transformado el genoma viral es transportado al 

núcleo e integrado en el genoma de la célula hospedera (Mitchell et al., 2004; 

Smith y Daniel, 2006). 

La estructura madura del virión de VIH es similar a la de los demás Lentivirus 

(Turner y Summers 1999; Cochrane 2011), tiene un tamaño aproximado de 

100nm de diámetro (Comité Consultivo Alemán de Sangre (Arbeitskreis Blut), 

Subgrupo ‘Evaluación de Patógenos 2016), posee una capa lipídica la cual 

obtiene de la membrana de la célula hospedera. Sobre esta membrana existe 

una coraza de espículas de la proteína env, compuesta por trímeros de las 

glicoproteínas gp120 (SU) y  de gp41 (TM) que permiten al virión unirse a los 

receptores y correceptores en la célula blanco. Por debajo de la membrana se 

encuentra una matriz de proteínas virales (p17, MA) que da estructura al virus y 

rodea a la cápside cónica compuesta por polímeros de la proteína p24 (CA). La 

cápside guarda en su interior dos copias del genoma viral de RNA con 

polaridad positiva, el cual está protegido por proteínas llamadas nucleocápside 

(p7, NC). Dentro de la cápside también se encuentran tres enzimas esenciales, 

la proteasa (p14, PR), la retrotranscriptasa (p66/51, RT) y la integrasa (p32, 
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IN), así como las proteínas accesorias Nef (p27), Vif (p23), Vpr (p15) y  LI (p6; 

Figura 1) (Córdoba, Ponce de León, y Valdespino 2009; Peterlin y Trono 2003; 

Freed 2015; Cochrane 2011; Comité Consultivo Alemán de Sangre 

(Arbeitskreis Blut), Subgrupo ‘Evaluación de Patógenos 2016; Turner y 

Summers 1999). 

 

Figura 1. Estructura del virión del VIH. El VIH es un virus envuelto de RNA con un 
diámetro aproximado de 100 nm, el cual se compone de proteínas estructurales, 
enzimas virales y proteínas accesorias. SU: superficie, TM: transmembranal, Lipic: 
Capa lipídica, MA: matriz, CA: cápside, NC: nucleocápside, Vpr: proteína viral R, PR: 
proteasa, RT: restrotranscriptasa, IN: integrasa. Tomado de Cochrane, 2011. 

 

El genoma del VIH tiene una longitud de 9.8kb y su organización es similar a la 

de otros lentivirus los cuales poseen los genes gag, pol y env; las proteínas 

derivadas de éstos son estructurales y enzimáticas. A partir de gag se obtienen 

las proteínas CA, MA, NC y LI, del gen pol las enzimas PR, RT e IN, por último 

a partir del gen env se producen las proteínas SU y TM. Mediante corte y 

empalme alternativo, el VIH puede generar proteínas reguladoras (Tat, Rev) y 

accesorias (Nef, Vpr, Vif y Vpu). El genoma del virus codifica un total de 16 
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proteínas (Cochrane 2011; Kuiken et al. 2008; Peterlin y Trono 2003; Comité 

Consultivo Alemán de Sangre (Arbeitskreis Blut), Subgrupo ‘Evaluación de 

Patógenos 2016). A diferencia de otros lentivirus que producen mRNAs sin 

corte y empalme o con un sólo corte y empalme, el VIH es capaz de producir 

tres tipos diferentes de trasncritos: los mRNA sin corte y empalme de 9 kb de 

longitud que producen las proteínas estructurales de gag-pol; mRNA de un sólo 

corte y empalme de 4kb de longitud que codifica para Vif, Vpr, Vpu o env; y los 

mRNAs con doble corte y empalme de 2kb de longitud que codifican para las 

proteínas Tat, Rev o Nef (Figura 2) (Peterlin y Trono 2003). 

 

Figura 2. Genoma y transcritos del VIH. El VIH posee un genoma de 9.8 kb con 9 
genes que codifican para dieciseis proteínas. A partir del genoma se pueden obtener 
tres tipos de transcritos de 9 kb, 4 kb y 2 kb. Modificado de Cochrane, 2011. 

 

Las proteínas reguladoras y accesorias permiten que el ciclo de replicación del 

virus se lleve a cabo de manera eficiente. Tat, proteína reguladora, es el 

transactivador de la expresión de los genes del VIH. Se une al elemento TAR 

(secuencia de blanco de la transactivación viral, elemento de RNA), en el 

genoma viral, permitiendo la iniciación de la transcripción y elongación a partir 
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del promotor en el LTR (secuencias terminales repetidas que flanquean el 

genoma de los provirus), evitando la terminación de la transcripción. Rev, la 

segunda molécula reguladora, de 19 kDa, es una fosfoproteína que se une a 

RRE (elemento responsivo de Rev, elemento de RNA en la región de env) 

permitiendo el splicing, estabilización y el transporte de los mRNAs virales 

fuera del núcleo (Córdoba, Ponce de León, y Valdespino 2009; Peterlin y Trono 

2003; Freed 2015; Cochrane 2011; Comité Consultivo Alemán de Sangre 

(Arbeitskreis Blut), Subgrupo ‘Evaluación de Patógenos 2016; Turner y 

Summers 1999). 

La proteína accesoria Vif, factor de infectividad viral, de 23 kDa, evita que el 

factor de restricción APOBEC-3G, desamine el DNA o RNA del virus. La 

desaminación provoca la hipermutación del virus y restricción del ciclo de 

replicación viral. Vpr, la proteína viral R, de 14 kDa, forma parte del complejo 

de retrotranscripción, permite el transporte del complejo de preintegración al 

núcleo celular y para el ciclo celular en la fase G2. Además, esta proteína 

puede unirse a la enzima UNG2, que debido a su función de remoción de 

grupos uracilo del DNA, puede provocar mutaciones en el genoma viral. Vpu, la 

proteína viral U, de 16 kDa,  exclusiva del VIH-1, degrada CD4 vía proteosomal 

mediada por ubiquitinación y aumenta la liberación de nuevos viriones de la 

membrana de células infectadas. Nef, proteína efectora negativa, de 27 kDa, es 

la más inmunogénica de todas las proteínas accesorias, modula el tráfico de 

proteínas virales, disminuye la expresión de CD4 promoviendo su degradación 

lisosomal y también la de moléculas de MHC-1 (excepto HLA-C y HLA-E). De 

esta forma evita el reconocimiento de la célula infectada por los linfocitos T 

CD8 y las células NK. Además esta proteína, interactúa con motivos SH-3 en 
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cinasas Scr que se encuentran en la cascada de señalización del TCR, 

promoviendo la activación de los linfocitos (Córdoba, Ponce de León, y 

Valdespino 2009; Kuiken et al. 2008; Freed 2015; Cochrane 2011; Turner y 

Summers 1999). 

1.3 Ciclo de replicación del VIH 

 El receptor del VIH es la proteína CD4 la cual se expresa en linfocitos T, 

macrófagos, monocitos y células dendríticas. Los correceptores principales, in 

vivo, son CCR5 y CXCR4, los cuales son receptores de quimiocinas (Cochrane 

2011; Peterlin y Trono 2003; Deeks et al. 2015; Wilen, Tilton, y Doms 2012). En 

función de la variante viral, el virus puede tener tropismo a otros receptores 

como CCR2, CX3CR1 y CXCR6. El tropismo viral depende de las variaciones 

estructurales en la proteína gp120 (Wilen, Tilton, y Doms 2012; Santa-Marta 

et al. 2013). 

Los correceptores CCR5 y CXCR4 se expresan de manera diferencial entre las 

estirpes celulares del sistema inmunológico, así como en sus subpoblaciones 

(Simon y Ho 2003; Deeks et al. 2015; Wilen, Tilton, y Doms 2012). Ambos 

correceptores pertenecen a la super familia de receptores acoplados a 

proteínas G. CCR5, se expresa principalmente en linfocitos T CD4 de memoria, 

en células activadas, monocitos y macrófagos (Wilen, Tilton, y Doms 2012; 

Deeks et al. 2015).  CXCR4, se expresa principalmente en linfocitos T CD4 

naive y en monocitos, pero no en macrófagos (Wilen, Tilton, y Doms 2012). 

Algunos virus pueden usar uno o ambos correceptores de entrada (CCR5, 

CXCR4 o CCR5-CXCR4) y se les denomina virus con tropismo R5, X4 y R5X4 

respectivamente (Wilen, Tilton, y Doms 2012; Deeks et al. 2015; Peterlin y 
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Trono 2003). Durante la fase inicial de la infección o fase aguda, los virus son 

principalmente R5, al llegar a etapas más avanzadas de la infección los virus 

predominantes son X4 (Deeks et al. 2015; Peterlin y Trono 2003; Simon y Ho 

2003). 

El primer paso en el ciclo de replicación del VIH es la adhesión de los viriones a 

la célula huésped y fusión de la membrana viral con la membrana celular, como 

resultado de este paso se libera la cápside en el citoplasma (Wilen, Tilton, y 

Doms, 2012). La adhesión de los viriones a las células blanco es mediante la 

interacción entre las proteínas env y proteínas en la membrana celular, por 

ejemplo, proteoglicanos heparán sulfato  y la integrina α4β7. En el caso 

específico de las células dendríticas, la molécula de adhesión lectina DC-SIGN 

interacciona con las glúcidos virales, esto permiten aproximar al virión al 

receptor y los correceptores, incrementando la eficiencia de la infección (Wilen, 

Tilton, y Doms, 2012). 

Posteriormente, el virión se une al receptor CD4 mediante interacciones de los 

trímeros de gp120 y gp41 (Deeks et al. 2015; Wilen, Tilton, y Doms 2012). 

Gp120 interactúa mediante el sitio de unión a CD4 (CD4bs) con el receptor, 

esto causa cambios conformacionales en gp120, permitiendo que su loop V3, 

se una al correceptor. Esto expone los péptidos de fusión de gp41 los cuales se 

insertan en la membrana de la célula huésped, forzando a las membranas a 

aproximarse y fusionarse (Wilen, Tilton, y Doms 2012). 

Una vez que las membranas se fusionan la cápside es liberada en el 

citoplasma de la célula infectada. De forma simultánea, se inicia la 

retrotranscripción y la descapsidación. La cápside protege el genoma viral de 



19 
 

factores celulares que podrían degradarlo o causar mutaciones. La 

descapsidación es un proceso gradual y dinámico que permite la 

retrotranscripción y la llegada del complejo de preintegración (PIC) a los poros 

nucleares. El transporte de los elementos virales al núcleo es llevado a cabo 

por los microtúbulos y las proteínas kinesinas y dineínas (Campbell y Hope 

2015). 

La retrotranscripción es el proceso mediante el cual la enzima 

retrotranscriptasa sintetiza DNA a partir de cadenas de RNA. Esta enzima, 

además posee la actividad de RNAasa H la cual degrada duples de DNA-RNA. 

Para que se lleve a cabo el proceso de retrotranscripción es necesaria la 

formación del complejo de retrotranscripción (RTC), este se compone de las 

proteínas virales CA, MA, NC, IN y Vpr. El RTC provee de transporte nuclear, 

actividad chaperona y protección de enzimas celulares al genoma viral.  Una 

vez terminada la síntesis del DNA viral, el RTC es llamado complejo de 

preintegración (PIC) (Hu y Hughes, 2012; Deeks et al., 2015).  

El PIC, interacciona con las nucleoporinas para poder entrar en el núcleo 

celular. Posteriormente se lleva a cabo la integración del genoma viral en el 

DNA celular. La integración la cataliza la proteína IN, esta enzima realiza un 

ataque nucleofílico, generando la ruptura en el DNA celular dónde se integra el 

genoma viral. Los sitios de integración se caracterizan por tener alta densidad 

génica y transcripción activa (Ciuffi 2016). 

La transcripción y generación de productos génicos virales, ocurre posterior a 

la unión de maquinaria de transcripción en los LTRs. Las proteínas reguladoras 

Tat y Rev juegan un papel importante en la transcripción, corte y empalme, y 



20 
 

transporte de mRNAs virales como se mencionó anteriormente (Karn y 

Stoltzfus 2012).  

El siguiente paso en el ciclo de replicación viral es la traducción de los mRNAs 

virales. Las poliproteínas gag y gag-pol son sintetizadas en el citoplasma, 

mientras que las proteínas env son sintetizadas mediante la vía secretora. Las 

poliproteínas virales son transportadas a balsas lipídicas en la membrana 

celular donde comienzan a multimerizarse. El genoma viral de RNA es 

reclutado por la proteína gag. Una vez juntos los componentes virales, algunas 

proteínas celulares permiten la gemación y liberación del virión (Freed 2015).  

 

Por último, para la maduración de los viriones, la proteasa se encarga de la 

escisión de las poliproteínas virales permitiendo la reorganización de la 

estructura proteica y la generación de un virión infectivo (Freed 2015) (Figura 

3). 

 



21 
 

 

Figura 3. Ciclo de replicación del VIH. El VIH a través de sus proteínas de 
membrana y superficie se une al receptor CD4 y al correceptor CXCR4 o CCR5 
presentes en la membrana de la célula huésped, esta interacción permite la fusión de 
la membrana del virión con la membrana celular. Posteriormente, en el citoplasma se 
lleva a cabo el proceso de descapsidación, formación del complejo de preintegración 
(PIC) y la retrotranscripción. El PIC es transportado hacia el núcleo celular, donde se 
lleva a cabo la integración del genoma viral en el genoma de la célula huésped. A 
partir del genoma viral integrado o provirus, se general los transcritos virales, los 
cuales serán traducidos en las proteínas estructurales, enzimas virales, proteínas 
accesorias y reguladoras, las cuales permiten que se lleva acabo de forma eficaz el 
ciclo de replicación del VIH. Los viriones se ensamblan en el citoplasma y son 
liberados por gemación. Por último, las proteínas estructurales son procesadas por la 
proteasa viral, para la formación de un virión maduro. Modificado de Peterlin y Trono, 
2003.  

 

1.4 Historia natural de la infección por VIH 

La historia natural del VIH en una persona sin tratamiento antirretroviral se 

divide en tres fases principales; fase aguda, fase crónica y fase de SIDA 
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(O’Cofaigh y Lewthwaite 2013; Deeks et al. 2015; McMichael et al. 2010). A 

continuación se describen las características de cada una de ellas  

Fase aguda.  

La transmisión del virus es el primer evento en la historia natural de la 

infección.  El virus es capaz de transmitirse por contacto sexual, contacto 

directo con mucosas, contacto con objetos punzocortantes contaminados, 

transfusión sanguínea y transmisión de madre a hijo durante el embarazo, 

parto o lactancia (Deeks et al. 2015; McMichael et al. 2010). 

Posterior a la transmisión, hay un periodo llamado fase eclipse con duración  

aproximada de 10 días. En este periodo el RNA viral no es detectable en 

plasma y las células infectadas llegan a órganos linfoides, dónde se encuentran 

las células blanco: linfocitos T CD4 CCR5+ activados (McMichael et al. 2010). 

 Al terminar la fase eclipse hay un pico en la viremia provocado por la alta tasa 

de replicación viral. Sólo el 20% de los linfocitos T CD4 de los tejidos linfoides 

asociados a mucosas (GALT) son infectados, sin embargo, el porcentaje 

restante muere debido a la activación e inflamación resultante (Dotish y Greene 

2016). El pico en la carga viral en plasma, aproximadamente un millón de 

copias de RNA viral por ml de sangre, ocurre a los 21-28 días posteriores al 

evento de transmisión, en esta etapa se establece el reservorio y las personas 

presentan síntomas como fiebre, linfoadenopatía generalizada, prurito y mialgia  

(Deeks et al. 2015; McMichael et al. 2010). El conteo promedio de linfocitos T 

CD4 de una persona VIH negativa en sangre es de 1200 células/µL; en una 

persona con VIH en fase aguda pueden disminuir por debajo de 200 células/μL 

(O’Cofaigh y Lewthwaite 2013).  
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Posteriormente, alrededor de la semana 12-20 de la infección, la carga viral en 

sangre disminuye lentamente hasta alcanzar un nivel estable conocido como 

“set point” de la carga viral. Durante el “set point” se seleccionan mutaciones de 

escape producto de la presión de selección de la inmunidad adaptativa. La 

cantidad de linfocitos T CD4 aumenta en sangre hasta 350-800 células/µl pero 

nunca se reestablecen los niveles basales. En el GALT los linfocitos T CD4 

tampoco se reestablecen a niveles basales (Langford, Ananworachinich, y 

Cooper 2007; Deeks et al. 2015; O’Cofaigh y Lewthwaite 2013).  

Las manifestaciones clínicas de esta etapa se deben a la respuesta 

inmunológica aguda, a la activación crónica del sistema inmunológico y a la 

carga viral alta. Algunas personas presentan síntomas como fiebre, 

linfoadenopatía, faringitis, sarpullido, mialgia, diarrea y dolor de cabeza. Los 

síntomas aparecen entre la primera y sexta semana y llegan a tener hasta un 

mes de duración (Langford, Ananworachinich, y Cooper 2007).   

Fase crónica 

Posterior al establecimiento de “set point” comienza la fase crónica en la cual 

los niveles de replicación del virus se mantienen estables debido al equilibrio 

entre ésta y la respuesta inmunológica. La cantidad de células T CD4 se 

reestablece parcialmente, pero éstas se pierden poco a poco hasta llegar a la 

fase de SIDA, consecuencia de la activación e inflamación generalizada que 

caracteriza a la infección por VIH (Deeks et al. 2015; O’Cofaigh y Lewthwaite 

2013). De acuerpo al tiempo de progresión, ésta puede ser calificada de tres 

formas: progresión rápida, progresión intermedia y progresión lenta o no 

progresión. La mayoría de la gente que vive con VIH (70-80%) es clasificada 
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con progresión intermedia, es decir, de no tomar tratamiento antirretroviral la 

fase crónica antes de SIDA puede durar entre 6 y 10 años. Del 10% al 15% de 

las personas que viven con VIH son progresores rápidos, llegando a SIDA en 6 

a 12 meses. Por último los no progresores sólo representan el 5% de los casos 

y pueden permanecer con conteos de linfocitos de  T CD4 y baja carga viral por 

más de 10 años (Langford, Ananworachinich, y Cooper 2007). 

La fase crónica puede ser completamente asintomática o presentar 

linfoadenopatía generalizada persistente (O’Cofaigh y Lewthwaite 2013). 

Fase de SIDA 

Con la pérdida progresiva de células T CD4 y aumento de la carga viral se 

incrementa el riesgo y susceptibilidad de padecer enfermedades infecciosas 

oportunistas. Cuando el conteo de linfocitos T CD4 disminuyen por debajo de 

350 células/μl aumenta el riesgo de progresar a SIDA. Algunas de la 

infecciones y morbilidades indicadoras de la progresión son tuberculosis, 

anemia, trombocitopenia, pérdida repentina de peso, problemas 

gastrointestinales y cutáneos (Deeks et al. 2015; O’Cofaigh y Lewthwaite 

2013). 

Una vez que la carga viral es elevada y el conteo de células T CD4 disminuye 

por debajo de 200 células/µl se determina que la persona está en la etapa de 

SIDA. Enfermedades oportunistas como neumonía por Pneumocystiis sp, 

toxoplasmosis cerebral, herpes mucocutáneo, reactivación de infecciones 

latentes de citomegalovirus (CMV) y demencia pueden presentarse. La mayoría 

de las muertes asociadas al SIDA son causadas por Mycobacterium 

tuberculosis (Figura 4) (O’Cofaigh y Lewthwaite 2013). 
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Figura 4. Historia natural de la infección por VIH.  Durante la fase aguda se 
presentan síntomas clínicos asociados al síndrome agudo retroviral. Posteriormente, 
durante la fase crónica se alcanza un equilibrio entre la carga viral y la respuesta 
inmunológica, llamado "set point" viral. La fase crónica se caracteriza por 
generalmente no presentar síntomas clínicos. Por último, durante la fase de SIDA se 
observa una pérdida drástica de linfocitos T CD4 y un aumento de la carga viral, en 
esta fase se presentan infecciones oportunistas que ponen en riesgo a la vida de los 
individuos. Modificado de Munawwar y Singh, 2016.  

 

Historia natural de la infección durante el TAR 

El conocimiento del ciclo de replicación del VIH permitió el desarrollo de 

fármacos capaces de detener o disminuir la velocidad del ciclo de replicación 

viral. Estos fármacos actúan en diferentes puntos del ciclo de replicación; en la 

entrada del virus, la retrotranscripción, la integración y la salida del virión. 

Debido a la alta tasa de replicación viral (con una mutación cada 1,000-10,000 

nucleótidos), las mutaciones de escape que impiden la acción de los 
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antirretrovirales, por lo que se crean constantemente alternativas terapéuticas 

(Arts y Hazuda 2012; Pau y George 2014). 

La combinación de tres antirretrovirales dirigidos a inhibir por lo menos dos 

etapas del ciclo de replicación produce una reducción drástica en la carga viral 

hasta por debajo de los niveles de detección de los ensayos clínicos (menos de 

40 copias de RNA/mL). Esto permite la reconstitución del sistema inmunológico 

y el aumento de linfocitos T CD4 en circulación en la gran mayoría de las 

personas (Arts y Hazuda 2012; Pau y George 2014). 

A pesar del uso prolongado del TAR hay poblaciones celulares y sitios 

anatómicos donde se mantiene una replicación viral residual, es decir, el 

reservorio viral. Si el tratamiento es interrumpido hay un incremento rápido de 

la carga viral por lo que es necesario el uso de la terapia de forma permanente 

(Eisele y Siliciano 2012).  

En conclusión, el uso adecuado del TAR suprime la carga viral a niveles 

indetectables, mejora el funcionamiento del sistema inmunológico, incrementa 

la cantidad de células T CD4, prolonga la sobrevivencia de los individuos, 

reduce las morbilidades asociadas a VIH, mejora la calidad de vida de los 

individuos y reduce el riesgo de transmisión del virus, pero no lo elimina del 

cuerpo (Pau y George 2014). 
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1.5  Respuesta inmunológica innata contra el VIH 

Durante la infección aguda, la replicación viral, la muerte exacerbada de células 

T CD4 y la translocación bacteriana (resultado del daño en el GALT), provocan 

una tormenta de citocinas. IL-15, CXCL10 e interferones de tipo 1, aumentan 

de forma drástica únicamente durante la respuesta aguda. Sin embargo, IL-18, 

TNFα, IFNγ e IL-22 aumentan y se mantienen constantes en plasma durante 

toda la infección (Dotish y Greene 2016). La fuente de producción de estas 

citocinas son células dendríticas, monocitos, macrófagos, células NK, células 

NKT, células T y células B (Dotish y Greene 2016; McMichael et al. 2010; 

Espíndola et al. 2016). 

Aunque tanto monocitos como macrófagos pueden ser blanco del VIH, menos 

del 1% de estas células son infectadas pero se cree que contribuyen a la 

viremia durante la fase de SIDA, al mantenimiento del reservorio y al desarrollo 

de problemas neurológicos (Espíndola et al. 2016). Por otra parte, la sobre-

estimulación de estas células, principalmente por productos bacterianos 

translocados desde mucosas, altera y disminuye su capacidad fagocítica 

(Espíndola et al. 2016; McMichael et al. 2010). 

Las células dendríticas son muy importantes para el establecimiento de la 

infección inicial. Transportan a cientos de viriones dentro de los 

compartimientos membranales hasta el tejido linfoide mediante la adhesión de 

los viriones a la membrana celular a través de moléculas de unión como la 

lectina DC-SIGN (Z. Ahmed et al. 2015; Wilen, Tilton, y Doms 2012). Las 

células dendríticas se reducen en número, principalmente las plasmacitoides, 

durante la infección aguda. Éstas últimas aumentan la producción de 
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indolaminasa 2,3-dioxigenasa (IDO) que induce la generación de células T 

reguladoras (McMichael et al. 2010; Espíndola et al. 2016; Z. Ahmed et al. 

2015). 

Los neutrófilos representan el 70% de las células del sistema inmunológico 

circulantes. Debido a causas multifactoriales, como la infección de los 

precursores mieloides en la médula ósea y la inflamación crónica, se produce 

neutropenia (Espíndola et al. 2016). Algunos mecanismos efectores de los 

neutrófilos son la producción y liberación de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) y arginasa. Durante la infección por VIH, la capacidad de producción de 

ROS disminuye y la de arginasa aumenta. Además los neutrófilos presentan un 

fenotipo supresor al incrementar la expresión de PD-L1, ligando de la molécula 

co-inhibidora PD-1 (Espíndola et al. 2016).  

 

Adicionalmente, las células NK responden ante las infecciones virales 

identificando a las células infectadas de acuerdo al patrón de receptores que 

expresan, además de tener capacidad citotóxica para eliminarlas. La proteína 

viral Nef, reduce la expresión de algunos de los ligandos reconocidos por las 

células NK. Se ha reportado la disminución de la producción de IFNγ y TNFα y 

un incremento en la producción de IL-10 por las células NK, lo cual está 

asociado a un fenotipo regulador (Espíndola et al. 2016; McMichael et al. 

2010). 
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1.6  Respuesta inmunológica adaptativa contra el VIH 

Posterior a la respuesta inmunológica innata, actúa la respuesta inmunológica 

adaptativa, la cual es ejecutada por los linfocitos B, linfocitos T CD4 

(cooperadores) y linfocitos T CD8 (citotóxicos) (Bhardwaj, Hladik, y Moir 2012). 

Los linfocitos B son secretores de anticuerpos (respuesta humoral) durante la 

respuesta inicial contra el VIH. Comúnmente la respuesta inicial de estas 

células contra VIH es poco específica ya que anticuerpos específicos a la 

microbiota intestinal tienen reconocimiento cruzado con proteínas del VIH (Moir 

y Fauci 2017). Es hasta la semana 4 de la infección que se producen 

anticuerpos contra epítopos de gp120, sin embrago estos anticuerpos no son 

neutralizantes. Por otra parte, sólo aproximadamente el 10-20% de la población 

que vive con VIH desarrollan anticuerpos altamente neutralizantes, es decir 

anticuerpos que son capaces de reconocer al 90% de las variantes de virus 

circulantes (Moir y Fauci 2017; Bree y Lynch 2016). La infección por VIH 

provoca defectos en el desarrollo y respuesta de las células B, por ejemplo, se 

pierden poblaciones de memoria y aumentan las poblaciones de vida corta. Por 

otra parte, la reacción del centro germinal es afectada por la infección de los 

linfocitos T CD4 foliculares (TFH), los cuales están involucrados en la 

generación de anticuerpos con mayor afinidad (Bree y Lynch, 2016; Z. Hu 

et al., 2015). 

Los linfocitos T CD4 o cooperadores orquestan la respuesta inmunológica 

mediante señales de reclutamiento, maduración, proliferación, diferenciación y 

sobrevivencia a otras células del sistema inmunológico (Kalams y Walker 1998; 

Chevalier et al. 2016). A pesar de que las células CD4 activadas son el blanco 
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principal del VIH la respuesta eficiente de estas células está asociada con una 

carga viral baja y con la capacidad de controlar la infección (Chevalier et al. 

2016; Ranasinghe et al. 2012; Kalams y Walker 1998; Dotish y Greene 2016). 

La mayoría de las células CD4 específicas a VIH reconocen epítopos de Gag, 

estas clonas se expanden principalmente durante la infección aguda, 

posteriormente, la respuesta disminuye, sin embargo, se mantiene una 

activación inmunológica crónica caracterizada por la expresión de marcadores 

asociados a activación como HAL-DR, CD38 y CD69 (Ranasinghe et al. 2012; 

Chevalier et al. 2016). Esta expansión durante la fase aguda permite el apoyo a 

la respuesta de los linfocitos T CD8 los cuales establecen el set point en la 

carga viral (Kalams y Walker 1998; Passaes y Sáez-Cirión 2014). 

La mayoría de las investigaciones en la respuesta inmunológica adaptativa 

durante la infección con VIH, se han enfocado en la respuesta de las células T 

CD8 o linfocitos citotóxicos (CTL), la cual comienza en la semana 1-2 de la 

infección (McMichael et al. 2010). Las CTLs tienen la capacidad de eliminar 

células infectadas y regular la infección viral mediante la secreción de citocinas 

antivirales, la inducción de la muerte celular dependiente de FAS y mediante la 

liberación de gránulos que contienen granzima y perforina, que en conjunto 

provocan apoptósis en la célula blanco (McMichael et al. 2010; Killian et al. 

2013; Boppana y Goepfert 2018; Arnoczy et al. 2012; Gulzar y Copeland 2004).  

La tasa de mutación del VIH es muy alta por lo que las variaciones en sus 

péptidos dificultan e impiden el reconocimiento de las células infectadas por las 

CTL, de esta forma el virus es capaz de evadir la respuesta inmunológica 

(Gulzar y Copeland 2004). La presión de selección que representan las CTLs 

para el VIH también guía y promueve la selección de mutaciones de escape 
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que evadan el reconocimiento del sistema inmunológico (Boppana y Goepfert 

2018; Gulzar y Copeland 2004). La activación crónica del sistema inmunológico 

y de las células T CD8, junto con la exposición persistente al antígeno provoca 

en las CTLs un fenotipo exhausto caracterizado por la pérdida de producción 

de citocinas antivirales, la pérdida de la capacidad citotóxica, la disminución en 

la proliferación y el aumento en la expresión de receptores co-inhibidores 

(Kalams y Walker 1998; Boppana y Goepfert 2018; Gulzar y Copeland 2004). 

 

1.7  Modulación de la respuesta inmunológica 

Para que se inicie la respuesta de las células T ante un antígeno, los linfocitos 

T, necesitan tres señales que provee la célula presentadora de antígeno  

(Abbas, Lichtman, y Pillai 2015; Murphy 2012). 

La primera señal es la unión del TCR con el MHC. La células presentadoras de 

antígeno (APC) fagocitan y procesan los antígenos y estos son presentados en 

fracciones peptídicas mediante el complejo principal de histocompatibilidad 

(MHC). Las células T, mediante el receptor de células T (TCR), reconocen el 

péptido específico presentado por las APC vía MHC en la sinapsis 

inmunológica. Las células CD4 reconocen péptidos presentados vía MCH-II, 

mientras que las células CD8 vía MHC-I (Murphy 2012; Abbas, Lichtman, y 

Pillai 2015).  

La segunda señal es la co-estimulación la cual proveé la APC al linfocito 

mediante la expresión de los ligandos de las moléculas co-estimuladoras en las 

células T. La señal de co-estimulación permite la sobrevivencia, expansión 

clonal, producción de citocinas y diferenciación de los linfocitos. Algunos de los 
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receptores de co-estimulación son CD28, ICOS, OX40 y CD27, sus respectivos 

ligandos son CD80/CD86, B7-H2, OX40L y CD70 (Chen y Flies 2013; Murphy 

2012). En ausencia de la segunda señal, las células se vuelven anérgicas y 

pierden la capacidad de activarse y responder a posteriores estímulos (Murphy 

2012). 

 La tercera señal son las citocinas, IL-2 induce la proliferación celular mientras 

que IL-12, IL-4 e IL-6 permiten la diferenciación de las células T en distintas 

subpoblaciones (Figura 5) (Murphy 2012). 

 

 

Figura 5. Modelo de tres señales para la activación del linfocito T. La célula 
presentadora provee de tres señales diferentes a las células T para que puedan 
activarse. La primera señal es la unión del TCR con el MHC unido al péptido 
presentado. La segunda señal es la señal provista por las moléculas co-estimuladoras 
en las células T, que al unirse a sus ligandos en la APC, reciben señales de 
sobrevivencia, proliferación y producción de citocinas. La tercera señal son las 
citocinas producidas por la APC que inducen proliferación y diferenciación de las 
células T. Modificado de Murphy, 2012. 
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La activación de las células T, es un proceso dinámico en el que señales de 

activación e inhibición son recibidas por la célula T de forma simultánea. El 

destino de la célula y de la respuesta inmunológica depende de la intensidad 

de la señal activadora o inhibidora (Chen y Flies 2013). La regulación e  

inhibición de la respuesta inmunológica es importante para evitar respuestas 

exacerbadas, enfermedades autoinmunes y para la generación de la tolerancia 

inmunológica (Haining 2012). Las proteínas inmunoreguladoras o también 

llamadas moléculas co-inhibidoras son las encargadas de regular la respuesta 

inmunológica al detener el ciclo celular y las funciones efectoras además de 

inducir apoptosis de las células que expresan estos receptores (Chen y Flies 

2013; Murphy 2012). Estas moléculas son expresadas en la célula T y sus 

respectivos ligandos en otras células del sistema inmunológico y por células de 

origen no hematopoyético. Los mecanismos de regulación de las moléculas co-

inhibidoras son tres: competencia por ectodominio entre moléculas co-

estimuladoras y co-inhibidoras, modulación de mediadores intracelulares 

involucrados en la cascada de señalización del TCR e inducción de genes 

inhibidores (Chen y Flies 2013). 

A continuación se describe la acción de algunas proteínas inmunoreguladoras y 

su mecanismo regulador.  

 

PD-1 

PD-1, también llamado CD279 o receptor de muerte programada-1. Es una 

proteína inducible que se expresa en la membrana celular de linfocitos T y B, 

células NK, NKT y monocitos activados (S Vigano, Perreau, y Harari 2012; 

Sharpe et al. 2007; Pauken y Wherry 2015; Berger y Pu 2018; Sharpe y 



34 
 

Pauken 2017). Su expresión es inducida por la señal de activación del TCR y 

por citocinas de cadena α (IL-2, IL-,7, IL-15 e IL-21) (Sharpe y Pauken 2017; 

Kinter et al. 2008).  

Sus ligandos son PD-L1 y PD-L2, el primero de estos se expresa de forma 

constitutiva en una gran variedad de células del sistema inmunológico y de 

origen no hematopoyético como células endoteliales, epiteliales, musculares y 

hepatocitos. Citocinas como interferones tipo 1 y 2, TNF, IL-10 y citocinas de 

cadena α común, regulan de forma positiva la expresión de este ligando.  La 

expresión de PD-L2 es inducida durante procesos de inflamación en células 

dendríticas y macrófagos por IFNγ, GM-CSF (factor estimulante de colonias de 

granulocitos y macrófagos) e IL-4 (S Vigano, Perreau, y Harari 2012; Sharpe 

et al. 2007; Pauken y Wherry 2015; Berger y Pu 2018; Sharpe et al. 2007). 

 

Estructuralmente es un monómero con un dominio extracelular variable tipo 

inmunoglobulina con una cola citoplasmática con un motivo inhibidor del 

inmunoreceptor basado en tirosina (ITIM) y un motivo de cambio de 

inmunoreceptor basado en tirosina (ITSM) (Keir et al. 2008; Sharpe y Pauken 

2017). Los motivos ITIM e ITSM reclutan a las tirosinas fosfatasas SHP-1 y 

SHP-2 que atenúan la señal activadora del TCR (Odorizzi y Wherry 2012; 

Sharpe y Pauken 2017; Chen y Flies 2013; Wherry y Kurachi 2015). PD-1 

también induce la expresión del gen BATF que codifica para la proteína AP-1, 

un represor de la transcripción de genes activadores (Wherry y Kurachi 2015). 

La señalización de PD-1 también produce cambios metabólicos en las células 

T. Reduce el metabolismo de glucosa y glutamina, restringiendo la fuente de 

energía de la célula T (Sharpe y Pauken 2017). 
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PD-L1 

El ligando de PD-1, también conocido como B7-H1 o CD274,  también tiene 

una función inhibidora (Kythreotou et al. 2017; Sharpe y Pauken 2017; Chen y 

Flies 2013). Como ya se mencionó anteriormente, se expresa en una gran 

variedad de células de origen hematopoyético y no hematopoyético incluyendo 

a los linfocitos T. Su expresión es inducida por citocinas de cadena α, los 

interferones de tipo 1 y 2, TNF e IL-10 (Sharpe y Pauken 2017; Kythreotou 

et al. 2017; Kinter et al. 2008). La forma de inhibición de esta molécula es 

mediante competencia por el ectodominio ya que se puede unir con CD80, el 

ligando de la molécula co-estimuladora CD28 (Park et al. 2010; Azuma et al. 

2008). Tiene una estructura extracelular compuesta por un dominio  tipo Ig-V y 

uno tipo Ig-C. Su cola citoplasmática es de 30 aminoácidos y no se he 

determinado si tiene dominios capaces de transducir señales intracelulares 

(Keir et al. 2008; Kythreotou et al. 2017; Park et al. 2010, 7), sin embargo, hay 

evidencia que indica que podría transmitir una señal inhibidora en la célula T 

(Chen y Flies 2013; Azuma et al. 2008, 7; Park et al. 2010, 7-). 

 

Tim-3  

La inmunoglobulina 3 de células T o Tim-3, es un receptor inhibidor con un 

dominio de inmunoglobulina y mucina extracelular. En los inicios de su 

descubrimiento se consideraba que únicamente se expresaba en células T 

CD4 Th1, es decir una subpoblación de linfocitos T que secretan citocinas 

proinflamatorias como IFNγ. Posteriormente se describió su  expresión en 

linfocitos T CD8, monocitos, células dendríticas, macrófagos activados, células 
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NKT y en la subpoblación de células T CD4 Th17 (S Vigano, Perreau, y Harari 

2012; Haining 2012; Wherry y Kurachi 2015; Anderson, Joller, y Kuchroo 2016; 

Du et al. 2017, 3; Zhu, Anderson, y Kuchroo 2011). La expresión de Tim-3 es 

inducida por la señalización a través del TCR y por las citocinas de cadena α 

IL-2, IL-7, IL-15, IL-21 (Mujib et al. 2012; Anderson, Joller, y Kuchroo 2016; 

Zhu, Anderson, y Kuchroo 2011). Se han identificado diversos ligandos para 

este receptor, Galectina-9 es el más estudiado. La unión del receptor con este 

ligando reduce la producción de IFNγ e induce procesos apoptóticos 

(Anderson, Joller, y Kuchroo 2016; Du et al. 2017, 3). Galectina-9 es expresada 

en diferentes tipos celulares como linfocitos T CD4 y células endoteliales, se 

sabe que el IFNγ es capaz de inducir su expresión (Thijssen et al. 2015; 

Oomizu et al. 2012; Alam et al. 2011). Tim-3 es una molécula involucrada en la 

activación, diferenciación y proliferación de las células T (Avery et al. 2018; 

Anderson, Joller, y Kuchroo 2016). La cola citoplasmática de este receptor se 

encuentra unido a el adaptador molecular Bat-3, proteínas capaz de reclutar la 

forma activa de la tirosina cinasa Lck la cual está involucrada en aumentar la 

señal intracelular del TCR. Una vez que Tim-3 se une al ligando Galectina-9 los 

residuos de tirosina de la cola citoplasmática son fosforilados, provocando el 

desplazamiento de Bat-3 y por tanto de Lck y reduciendo la señal del TCR 

(Odorizzi y Wherry 2012; Rangachari et al. 2012; Haining 2012). 

 

Lag-3 

Lag-3, CD223 o gen activador de linfocitos-3 pertenece a la superfamilia de las 

Ig. Se expresa en células T activadas, células B, NK y células dendríticas. Su 

expresión es inducida por IFNγ, IL-2, IL-7, IL-12 y la señal del TCR. Su ligando 
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es la proteína MHC-II al cual se une con mayor afinidad que CD4. 

Estructuralmente es una molécula homóloga a CD4, posee cuatro dominios 

extracelulares tipo Ig (Larsson et al. 2013; Odorizzi y Wherry 2012; Anderson, 

Joller, y Kuchroo 2016; Li et al. 2004; Joller y Kuchroo 2017; Workman y Vignali 

2005; Workman, Dugger, y Vignali 2002). En su cola citoplasmática tiene 

diferentes motivos con el potencial de reclutar moléculas adaptadoras y mandar 

una señal intracelular, sin embargo, se desconoce la vía de señalización debido 

a que no posee motivos inhibidores similares a los de otras proteínas 

inmunoreguladoras (Odorizzi y Wherry 2012; Workman, Dugger, y Vignali 

2002). Una de la regiones en la cola citoplasmática, KIEELE, es capaz de 

mandar una señal inhibidora, atenuando la señalización del TCR, la 

proliferación, la producción de citocinas y el flujo de Ca2+ intracelular, necesario 

para la activación del linfocito (Larsson et al. 2013; Long et al. 2018; Workman, 

Dugger, y Vignali 2002). 

 

TIGIT 

También llamada inmunoglobulina de células T con dominio ITIM o Vstm3, es 

expresada en células NK, NKT, células T, monocitos y células dendríticas, 

posterior a su activación. Pertenece a la superfamilia de los receptores Ig por lo 

que su estructura se compone de dominio extracelular IgV y una cola 

citoplasmática con motivos ITIM y tipo ITT. Posee dos ligandos CD155/PVR, 

CD112 los cuales son expresados en células T, células B, NK, NKT, células 

dendríticas, monocitos y células no hematopoyéticas como células endoteliales 

y fibroblastos. En las células pertenecientes al sistema inmunológico estos 

ligandos son expresados posterior a la activación celular (Joller y Kuchroo 
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2017; Jossefsson et al. 2018; Yu et al. 2009). PVR es la nectina que 

desencadena la función inhibidora de TIGIT (Boles et al. 2009; Stengel et al. 

2012; Maier et al. 2007). Hay cuatro mecanismos por los cuales TIGIT puede 

regular la respuesta inmunológica. El primer mecanismo es mediante el 

reclutamiento de la fosfatasa SHIP-1 y SHP-2 a su cola citoplasmática 

atenuando la señalización del TCR y limitando la proliferación celular y 

producción de citocinas (Yu et al. 2009). Se desconoce la vía de señalización 

de este receptor pero se ha comprobado que promueve la expresión de 

factores antiapoptóticos y la producción de IL-1, IL-7 e IL-15, asegurando la 

sobrevivencia de las células T (Yu et al. 2009; Manier, Chiang, y Grogan 2017; 

Anderson, Joller, y Kuchroo 2016). El segundo mecanismo consiste en la 

competencia por el ligando CD155 con el receptor co-estimulador 

CD226/DNAM-1. El tercer mecanismo es mediante la unión cis con CD226 en 

la misma célula, evitando la dimerización de esta proteína y por lo tanto su 

capacidad de transducir una señal activadora. Por último, CD155 es capaz de 

mandar una señal en las APC, reduciendo la producción de IL-12 y 

aumentando la producción de IL-10 y TGF-β, estableciendo un perfil 

tolerogénico en la célula presentadora de antígeno (Anderson, Joller, y Kuchroo 

2016; Joller y Kuchroo 2017; Yu et al. 2009; Manier, Chiang, y Grogan 2017). 

 

CD160 

La proteína reguladora CD160 se expresa principalmente en células NK y en 

menor medida en NKTs, mastocitos y en linfocitos T CD8 y CD4 (Le Bouteiller 

et al. 2011; Larsson et al. 2013; Odorizzi y Wherry 2012; Sedy et al. 2013; del 
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Rio et al. 2010). En células NK su expresión es inducida por IL-2, IL-12, IL-15 e 

IL-18 (Le Bouteiller et al. 2011, 160; Sedy et al. 2013). Posee dos isoformas, 

ambas tienen la misma estructura extracelular, una glicosilfosfatidilinositol (GPI) 

con un dominio Ig  (Le Bouteiller et al. 2011, 160; El-Far et al. 2014). La 

diferencia entre ambas isoformas es el dominio transmembranal que está 

ausente en una de ellas (El-Far et al. 2014). Posee tres ligandos, el primero de 

ellos es HVEM, el cual es expresado en células T activadas, células B, células 

dendríticas, monocitos, neutrófilos y células de tejido parenquimatoso. CD160 

también puede unirse a CD48 y al MHC-I pero con menor afinidad que a HVEM 

(Odorizzi y Wherry 2012; Muscate et al. 2018; del Rio et al. 2010). No se 

conoce la vía de señalización por la cual CD160 inhibe la respuesta 

inmunológica. Existe evidencia de que la fracción GPI de la estructura de 

CD160 está involucrada en mandar señales para la reducción de la 

fosforilación de CD3, regulación del flujo de Ca2+ intracelular, modulación de los 

complejos de señalización que se traslocan a las balsas lipídicas, inhibición la 

producción de citocinas, de la proliferación y de genes involucrados en el 

transporte de nutrientes en células T (Le Bouteiller et al. 2011, 160; Larsson 

et al. 2013; Sedy et al. 2013; Cai y Freeman 2009). Por otra parte CD160 

compite con la proteína co-estimuladora LIGTH por la unión a HVEM (del Rio 

et al. 2010; Kaye 2008). La función de CD160 depende directamente del tipo 

celular en que se exprese y del receptor al que se una. En células NK si 

interactúa con el MHC-I provee de una señal co-estimuladora, aumentando su 

capacidad de ejercer funciones efectoras, sin embargo se desconoce si tiene la 

misma función en células T (Le Bouteiller et al. 2011, 160; Sedy et al. 2013; del 

Rio et al. 2010). 
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2 Antecedentes 

2.1 Expresión de proteínas inmunoreguladoras, efectos y consecuencias en 

linfocitos T CD8 durante la infección por VIH 

El VIH provoca diversos desequilibrios en las células del sistema inmunológico 

y en su capacidad de responder ante diferentes estímulos. En el caso de los 

linfocitos T CD8 adquieren un fenotipo exhausto caracterizado por la expresión 

múltiple de moléculas co-inhibidoras, la cual es diferencial y dependiente de la 

subpoblación celular (células efectoras, memoria efectora, memoria central y 

células de memoria tipo troncales). Por otra parte la expresión de las proteínas 

inmunoreguladoras, se mantiene elevada y constante a pesar del uso temprano 

del TAR, a comparación de individuos VIH- (Wykes y Lewin 2017; Seddiki, 

Brezar, y Draenert 2014; Khaitan y Unutmaz 2011; El-Far et al. 2008).  

 

Como se mencionó anteriormente las moléculas co-inhibidoras, suprimen la 

respuesta inmunológica y son muy importantes para evitar daños en tejidos y 

respuestas autoinmunes. Durante la infección por VIH, la expresión sostenida 

de estas moléculas provoca un fenotipo exhausto especialmente en células T, 

el cual impacta en la capacidad de las T CD8 para ejercer sus funciones 

efectoras (Wykes y Lewin 2017; Khaitan y Unutmaz 2011; El-Far et al. 2008). El 

cansancio celular o fenotipo exhausto es un estado disfuncional adquirido, 

caracterizado por la pérdida jerárquica y progresiva de funciones efectoras, 

aumento de la expresión de receptores inhibidores, expresión alterada de 

factores de transcripción clave (T-bet, Eomes), cambios metabólicos, aumento 

de la expresión de marcadores de activación, incapacidad del establecimiento y 
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mantenimiento de subpoblaciones de memoria independientes del contacto con 

el antígeno y niveles elevados de citocinas proinflamatorias en suero (Wherry y 

Kurachi 2015; Kahan, Wherry, y Zajac 2015; S Vigano, Perreau, y Harari 2012; 

Pauken y Wherry 2015).  

 

A pesar de que las células son disfuncionales no son inertes y son capaces de 

ejercen presión selectiva que guía la aparición de mutaciones de escape 

(Wherry y Kurachi 2015). 

 

Los factores por los que se puede generar el cansancio celular son los 

siguientes: exposición prolongada al antígeno, desensibilización a las vías de 

co-estimulación, incremento en el microambiente celular de citocinas 

antinflamatorias como IL-10, TGFβ y  el incremento de células T reguladoras 

(Wherry y Kurachi 2015; Kahan, Wherry, y Zajac 2015; El-Far et al. 2008; 

Pauken y Wherry 2015).  

 

A continuación se describen los hallazgos respecto a la expresión de las 

moléculas co-inhibidoras en linfocitos T CD8 durante la infección por VIH. 

En el año 2006 los equipos de Day et al, Trautmann et al y Petrovas et al, 

describieron que la expresión de PD-1 está aumentada en los linfocitos T CD8 

tanto en células totales como en células específicas a VIH (Day et al. 2006; 

Trautmann et al. 2006; Petrovas et al. 2006). La expresión de este receptor 

correlacionó positivamente con la presencia de marcadores de progresión de la 

infección, como la carga viral  y negativamente con la pérdida de células T CD4 

y la producción de citocinas. También describieron la expresión diferencial de 
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PD-1 en las subpoblaciones de células T CD8. PD-1 se expresa principalmente 

en células efectoras (TE), de memoria efectora (TME) y de memoria central 

(TMC). El bloqueo de PD-1 y su ligando PD-L1 con anticuerpos aumentó la 

producción de citocinas, la sobrevivencia y la capacidad de proliferación de las 

células T CD8 específicas a VIH. El tratamiento antirretroviral (ART) tiene un 

efecto positivo reduciendo la expresión de PD-1 en las células específicas a 

VIH, pero no lo suficiente para llegar a niveles observados en individuos VIH-, 

esto correlaciona con la disminución de la carga viral (Day et al. 2006; 

Trautmann et al. 2006; Petrovas et al. 2006; Correa-Rocha et al. 2018). 

En otro estudio se demostró que la expresión de PD-L1 no disminuye durante 

el uso del TAR en células T CD8, por lo que se asumió que la regulación de la 

expresión de PD-1 y su ligando son diferentes (Rosignoli et al. 2007). 

Por otra parte, se ha observado que el aumento de PD-1 correlaciona 

positivamente con el aumento de los marcadores de activación CD38 y HLA-

DR (Trautmann et al. 2006; Sauce et al. 2007; Vollbrecht et al. 2010; Sachdeva 

et al. 2010; Correa-Rocha et al. 2018). 

El uso de primates no humanos como modelos de la infección por VIH es 

amplio en estudios inmunológicos debido a la similitud con el humano. 

Recreando la infección con el VIS (Virus de la Inmunodeficiencia en Simios), 

Velu et al y Petrovas et al (2007)  observaron una expresión alta de PD-1 en 

células específicas a VIS en tejidos donde hay más replicación viral que en 

sangre (Velu et al. 2007; Petrovas et al. 2007). Al igual que en modelos in vitro, 

el bloqueo de PD-1 y PD-L1 mejoró la capacidad responsiva de las células T 
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CD8 en sangre y en tejido, en conjunto con la disminución de la carga viral 

(Petrovas et al. 2007; Velu et al. 2007; 2009; Mylvaganam et al. 2018). 

Estudios posteriores se enfocaron en la expresión de otras moléculas co-

inhibidoras. Jones en el 2008 describió que durante la infección por VIH hay un 

aumento en la expresión de TIM-3 en linfocitos T CD8 a comparación de 

individuos VIH-. Al igual que PD-1, la expresión de Tim-3 correlacionaba 

positivamente con la carga viral y la disminución en la producción de citocinas. 

La expresión de Tim-3 también está incrementada en células específicas a VIH, 

por lo que el bloqueo con anticuerpos específicos a Tim-3, restaura la 

proliferación y la producción de citocinas (Jones et al. 2008). Esto mismo fue 

reportado posteriormente por Sakhdari (2012), quien observó que además de la 

expresión de Tim-3, las células T CD8 tienen alterada la expresión del factor de 

transcripción T-bet. En estudios en modelos de primates no humanos, Tim-3 se 

expresa principalmente en linfocitos T CD8 de memoria efectora específicos a 

VIH en tejido linfoide y en sangre (Sakhdari et al. 2012). El bloqueo dual de PD-

1 y Tim-3 con anticuerpos demostró mayores efectos positivos en comparación 

con el bloqueo de solo uno de estos receptores (Fujita et al. 2014; Grabmeier-

Pfistershammer et al. 2017). 

En investigaciones independientes se estudió la expresión de CD160, TIGIT y 

LAG-3 en células T CD8 totales y específicas a VIH durante la infección aguda 

y crónica. Estos marcadores fueron asociados con el progreso rápido de la 

infección, cansancio celular, pérdida de producción de citocinas y menor 

capacidad para degranular (Peretz et al. 2012; El-Far et al. 2014; Tian et al. 

2015; Chew et al. 2016; Tauriainen et al. 2017; Rutishauser et al. 2017). 
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Peretz et. al., describieron que la coexpresión de CD160 y PD-1 en linfocitos T 

CD8 es característica de un fenotipo con mayor disfunción a comparación de 

las células que expresan únicamente uno de los receptores. También 

observaron que durante la infección aguda hay una mayor expresión de CD160 

en linfocitos T CD8 y que ésta disminuye en la infección crónica pero no 

regresa a niveles previos a la infección (Peretz et al. 2012). El uso de 

anticuerpos contra CD160 y HVEM restaura parcialmente la producción de 

citocinas, obteniendo mejores resultados si se bloquea de forma simultánea 

con PD-1 (Peretz et al. 2012; Jensen et al. 2015; El-Far et al. 2014). Jensen et. 

al., describieron la co-expresión de PD-1 y CD160 en individuos a los que se 

les dio seguimiento durante el uso del TAR. No se encontraron diferencias en la 

expresión de éstas proteínas en linfocitos T CD8, respecto al inicio temprano o 

tardío del uso del TAR (respecto a la cantidad de células CD4 con las que se 

inició el tratamiento), pero si se observó una reducción en comparación de la 

expresión antes del inicio del TAR (Jensen et al. 2015). 

Lag-3 se expresa de forma diferencial entre las diferentes subpoblaciones de 

células T CD8, principalmente en células de memoria transicional y de memoria 

efectora. Al igual que PD-1, la expresión aumentada de la proteína Lag-3 en 

linfocitos T CD8 específicos a VIH correlaciona positivamente con la progresión 

de la infección y con marcadores de activación. El bloqueo de Lag-3 y PD-1 de 

forma separada restaura en menor magnitud la respuesta de las células 

específicas a VIH en comparación con el bloqueo dual de estas proteínas (Tian 

et al. 2015). 

Chew et. al., estudiaron de forma simultanea la expresión de TIGIT en tejido 

linfoide y sangre de personas VIH+ y en  primates no humanos infectados con 
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VIS. TIGIT se expresa más en células T CD8 efectoras y de memoria efectora 

en comparación de las otras subpoblaciones principalmente en tejido linfoide, 

en células específicas a VIH y VIS (Chew et al. 2016). Las células T CD8 

positivas a TIGIT también co-expresan PD-1; el bloqueo de estos receptores 

revierte el fenotipo exhausto en las células específicas, pero no encontraron 

diferencias entre el bloqueo individual o dual de estas proteínas (Chew et al. 

2016; Tauriainen et al. 2017). Tauriainen et. al., reportaron que el tratamiento 

antirretroviral no tiene un efecto positivo en los niveles de expresión de TIGIT 

en las células T CD8, sin importar si el tratamiento fue iniciado en una fase 

temprana o tardía de la infección. Hay una correlación positiva entre la 

expresión de TIGIT y los marcadores de activación CD38 y HLA-DR en células 

T CD8 (Tauriainen et al. 2017). 

Yamamoto et. al., estudiaron la coexpresión de PD-1, CD160, Tim-3 y LAG-3. 

Reportó que la coexpresión de estos marcadores en células T CD8, 

correlaciona positivamente con la carga viral y de forma negativa con la 

capacidad de producir citocinas. Por otra parte el TAR tiene un efecto positivo 

en la reducción de la expresión de PD-1 y CD160, sin embargo, observó un 

aumento en la expresión de LAG-3 en la subpoblación de células T CD8 de 

memoria central. También reportaron que el patrón de expresión de las 

moléculas co-inhibidoras difiere dependiendo de la especificidad (VIH y CMV), 

la subpoblación celular y los marcadores de activación. De igual forma, la 

capacidad de responder de los linfocitos T CD8 depende del patrón de 

coexpresión de las proteínas inmunoreguladoras y el bloqueo simultáneo de 

éstas tiene un efecto positivo en la producción de citocinas (Yamamoto et al. 

2011). 
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Respecto el efecto del inicio del TAR en una etapa temprana o tardía de la 

infección en la coexpresión de TIGIT, CD160 y PD-1 en células T CD8 se 

encontró que el uso del TAR disminuye la expresión de los marcadores pero no 

se encontraron diferencias entre la etapa de la infección en que se inició el uso 

del tratamiento (Rutishauser et al. 2017). 

No se han realizado estudios de la expresión simultánea de PD-1, PD-L1, Tim-

3, Lag-3, TIGIT y CD160 y la distribución de la expresión de estas moléculas 

entre las diferentes subpoblaciones de memoria de células específicas a VIH. 

Tampoco se ha estudiado la dinámica y relación de la co-expresión de 

múltiples marcadores inhibitorios y de marcadores de activación cuando las 

personas inician TAR. Entender la dinámica de la expresión de las moléculas 

co-inhibidoras permitiría entender el papel que tienen las proteínas co-

inhibidoras durante la infección crónica del VIH contribuyendo al conocimiento 

necesario para la aplicación de una inmunoterapia para restaurar la 

funcionalidad de las células T CD8. 

 

3 Hipótesis  

El tratamiento antirretroviral exitoso tendrá un impacto positivo en el tiempo, al 

provocar la disminución de la activación crónica, la disminución del porcentaje y 

expresión de las proteínas inmunoreguladoras LAG-3, PD-1, PDL-1, TIGIT, 

TIM-3 y CD160 en los linfocitos T CD8 totales y en linfocitos T CD8 específicos 

a VIH. 
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4 Objetivos 

4.1 Objetivo general 

Determinar si al cabo de dos años, el uso del TAR provoca cambios en el 

porcentaje y la expresión de las diferentes proteínas inmunoreguladoras en 

linfocitos T CD8 específicos al VIH y si estos cambios están asociados a 

variaciones en la expresión de proteínas usadas como marcadores de 

activación. 

4.2  Objetivos específicos 

 Conocer si la reducción de la carga viral, consecuencia del uso del TAR, 

provoca la disminución en la expresión de las proteínas 

inmunoreguladoras LAG-3, PD-1, PDL-1, TIGIT, TIM-3 y CD160 en los 

linfocitos T CD8 específicos al VIH. 

 Estudiar de forma simultánea la expresión y dinámica de las proteínas 

inmunoreguladoras LAG-3, PD-1, PDL-1, TIGIT, TIM-3 y CD160 en 

linfocitos T CD8 específicos al VIH en individuos que inician TAR y 

después de dos años con éste. 

 Determinar si existe una asociación entre la expresión de las proteínas 

inmunoreguladoras y los marcadores de activación inmunológica CD38, 

HLA-DR, CD69 y Ki67 en linfocitos T CD8 después de dos años con 

TAR. 
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5 Metodología 

5.1  Muestras del estudio 

Los participantes de este estudio fueron reclutados en el Departamento de 

Investigación en Enfermedades Infecciosas del Instituto Nacional de 

Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosío Villegas”, Secretaría de Salud como 

parte del protocolo B22-10. Posterior al consentimiento firmado, los 

participantes (n=23) fueron seleccionados y divididos en los siguientes grupos, 

participantes que a la fecha basal de toma del TAR tenían un conteo de más de 

350 células T CD4 por μL de sangre (n=11) y participantes que a la fecha de la 

toma basal del inicio del TAR tenían un conteo menor a 350 células T CD4 por 

µL de sangre (n=12). Se realizó el seguimiento a uno y dos años de uso del 

TAR de cada uno de los participantes. Ninguno de los participantes de este 

estudio tuvo aumentos temporales en la carga viral (cv>100 copias de RNA/ml; 

blips) y permanecieron con carga viral indetectable una vez que llegaron a esta. 

Se obtuvieron muestras de sangre periférica antes del inicio del TAR, al año y 

dos años después del inicio del tratamiento y se separaron células 

mononucleares de sangre periférica (CMSP) que fueron criopreservadas para 

su uso posterior. En la Tabla 1 se encuentran las características de la cohorte 

de estudio. 
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Tabla 1. Características de la cohorte de estudio antes del uso del tratamiento 
antirretroviral (TAR). 

 

<350 CD4 Tc >350 CD4 Tc p 

Número de participantes 11 12 
 

Hombres/Mujeres 10/1 11/1 
 

Edad (años) 

media (min-máx) 

41.91 

(29 - 54) 

35.25 

(25 - 56)  

Conteo de células T CD4 (células/ul) 

media (min-máx) 

204.1 

(56 - 327) 

510.8 

(399 - 711) 
<0,0001 

% de células T CD4 

media (min-máx) 

12.45 

(4 - 28) 

20.25 

(13 - 26) 
0,0023 

Conteo de células T CD8 (células/ul) 

media (min-máx) 

1,068 

(437 - 2,125) 

1,499 

(943 - 2,836)  

% de células T CD8 

media (min-máx) 

58.73 

(37 - 78) 

56.17 

(39 - 68)  

Cociente CD4:CD8 

media (min-máx) 

0.2364 

(0.1 - 0.75) 

0.375 

(0.18 - 0.65) 

0,0052 

Carga viral en plasma (copias RNA/ml) 

media (min-máx) 

512,583  

(17,432 - 3,655,348) 

170,704  

(4,504 - 705,668)  

Log de carga viral en plasma 

media (min-máx) 

5.162 

(4.24 - 6.56) 

4.792 

(3.65 - 5.85)  

 

 

5.2  Determinación de marcadores de inhibición inmunológica 

Descongelación de muestras criopreservadas 

Las muestras criopreservadas de células mononucleares de sangre periférica 

(CMSP), fueron calentadas a 37º C a baño maría y resuspendidas en medio 

R10 (RPMI (BioWhittaker, Suiza) suplementado con 10% suero bovino fetal 

(Hyclone Gelifesciences, Inglaterra), 1% L-Glutamina (Mediatech Corning, 
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Nueva York), 1% estreptomicina-penicilina (Mediatech, Corning Nueva York)). 

Posteriormente, las células fueron centrifugadas y resuspendidas en medio 

R10 a una densidad de 2x106 células/ml y se dejaron reposar por  24 hr a 37ºC. 

 

Estimulación  y tinción de CMSP para citometría 

Posterior a 24 horas de cultivo, 2x106 de células fueron estimuladas con  

péptidos de la proteína Gag de VIH (2 μg/mL; cat.160415FO-01, JPT, 

Alemania) o con medio R10, por 18 hr a 37ºC y en presencia del 0.3 μg/mL de 

anti CD28/49d (cat.347690, BD Biosciense, California) más 1.5 μg/mL de 

monensina (cat.347690, BD Biosciense, California). 

Después de 18 hr de estímulo, las células fueron lavadas con una solución de 

PBS-EDTA 1mM e incubadas con anticuerpos específicos. Se realizó una 

preincubación con el anticuerpo anti-TIM-3 (Clona F38-2E2) a 37ºC por 10 

minutos, después se preincubaron los anticuerpos anti-CCR7 (Clona G043H7) y 

anti-LAG-3 (Cat. fab2319f) por 20 minutos a 37ºC. Posteriormente las células 

fueron teñidas con un marcador de viabilidad LIVE/DEAD (AmCyan, Life 

Technologies) y subsecuentemente con un mix con los anticuerpos: anti-TIM-3  

(Clona F38-2E2), anti-LAG-3 (Cat. fab2319f), anti-CD95 (Clona DX2), anti-PD-1 

(Clona EH12.2H7), anti-CD8 (Clona RPA-T8), anti-CD3 (Clona UCHT1), anti-

CD45RO (Clona UCHL1), anti-TIGIT (Clona MBSA43), anti-CD4  (Clona SK3), 

anti-PD-L1 (Clona MIH1)  y anti-CD160 (Clona BY55). Estos anticuerpos fueron  

incubados por 30 minutos a 4ºC. Para la tinción intracelular las células fueron 

fijadas y permeabilizadas usando el kit BD Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, 

California) siguiendo el protocolo del proveedor y teñidas con anti-IFNγ (Clona 
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B27) por 1 hora a temperatura ambiente. Las células fueron lavadas con PBS y 

fijadas con formalina al 1% en PBS. 

 

5.3  Determinación de marcadores de activación inmunológica 

Posterior a la descongelación de las células y un reposo de 18 hr en medio 

R10, las células fueron lavadas con PBS e incubadas con el bloqueador Fc 

Human TruStain FcX (Biolegend) y teñidas para determinar la expresión de 

marcadores de activación. Brevemente, las células se incubaron con el 

anticuerpo anti-CCR7 (Clona 3D12) por 15 minutos a 37º C seguido de la 

tinción con el marcador de viabilidad y subsecuentemente con los anticuerpos 

extracelulares. Los anticuerpos usados para esta tinción fueron: anti-PD-1 

(Clona EH12.2H7), anti-CD8 (Clona RPA-T8), anti-CD3 (Clona UCHT1), anti-

CD16 (Clona 3G8), anti-CD38 (Clona HIT2), anti-CXCR5 (Clona RF8B2), anti-

CD4 (Clona RPA-T4), anti-CD56 (Clona B159), anti-CD69 (ClonaFN50), anti-

CD45RA (Clona HI100) y anti-HLA-DR (Clona L243). Para la tinción intracelular 

las células fueron fijadas y permeabilizadas usando el kit BD Cytofix/Cytoperm 

(BD Biosciences, California) siguiendo el protocolo del proveedor y teñidas con 

anti-Ki67 (Clona B56) por 1 hora a temperatura ambiente. Las células fueron 

lavadas con PBS y fijadas con formalina al 1% en PBS.  

 

5.4 Análisis de citometría de flujo 

Las CMSP fueron analizadas en un citómetro de flujo LSR Fortessa (BD 

Biosciences, California). Los datos obtenidos se analizaron en el programa 
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FlowJo. Las subpoblaciones de células T CD8 fueron determinadas de acuerdo 

a la expresión de CCR7, CD45RA, CD45RO  y CD95, células T naive (TN) 

(CD45RA+ CD45RO- CCR7+ CD95-), células T efectoras (TE) (CD45RA+ 

CD45RO- CCR7-), células T de memoria efectora (TME) (CD45RA- CD45RO+ 

CCR7-), células T de memoria central (TMC) (CD45RA- CD45RO+ CCR7+) y 

células T de memoria tipo troncales (TSCM, sus siglas en inglés stem cell like 

memory) (CD45RA+ CD45RO- CCR7+ CD95-). Se ha reportado que la 

expresión de marcadores de activación y co-inhibicion en células naive es casi 

nula (Chattopadhyay y Roederer 2010) por lo cual se usó la expresión de los 

marcadores en estas células, para determinar la expresión positiva en las 

subpoblaciones restantes de células T CD8. La respuesta específica a VIH se 

determinó a partir de las células productoras de IFNγ. 

 

 

 

 



53 
 

 

Figura 6. Ejemplo representativo de la estrategia de análisis de datos de 
citometría de flujo de linfocitos T CD8. A) Tiempo de adquisición. B) Células  únicas 
(FSCH vs FSC-A). C) Linfocitos de acuerdo a sus características morfológicas de 
tamaño y granularidad (SSC-A vs FSC-A). D) Viabilidad celular (SSC-A vs Amcyan). 
E) Células T o CD3+ (SSC-A vs CD3). F) Células T CD4+ y CD8+ (CD8 vs CD4). G) 
Subpoblaciones de linfocitos T CD8 Naive, efectoras (TE), memoria efectora (TME) y 
memoria central (TMC) (CD45RO vs CCR7). H) Proteínas inmunoreguladoras 
evaluadas en las subpoblaciones células T CD8 (CD160, LAG-3, PD-1, PD-L1, TIGIT y 
TIM-3). I) Proteínas asociadas a activación evaluadas en las subpoblaciones de 
linfocitos T CD8 (CD69, KI67, CD38 y HLA-DR). 

 

5.5 Análisis estadísticos 

Los análisis estadísticos se realizaron en el programa Graphpad Prism 7.04. Se 

utilizó la prueba de Friedman y Wilcoxon para comparar la expresión de las 

moléculas co-inhibidoras durante el seguimiento del TAR. Las pruebas de Kruskal-

Wallis y Mann-Whitney fueron usadas para comparar entre las subpoblaciones de 

células T CD8 de los diferentes grupos. 

 

 

 

A) 

F) E) 

D) C) B) 

I) 

H) 

G) 
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6 Resultados 

6.1 Subpoblaciones de células T CD8 antes del tratamiento antirretroviral 

(TAR) 

Para describir el porcentaje de células T CD8 positivas a las proteínas 

inmunoreguladoras o co-inhibidoras antes del TAR, primero quisimos conocer la 

distribución de las subpoblaciones de células T CD8 entre los grupos de estudio 

(Figura 7). De acuerdo a lo esperado se encontró una distribución diferencial de 

las subpoblaciones de células T CD8 en los dos grupos de estudio (<350 CD4 y 

>350 CD4). Las subpoblaciones de linfocitos T CD8 con mayor porcentaje en 

ambos grupos fueron las subpoblaciones TE (52.61% y 45.73% para los grupos 

<350 CD4 y >350 CD4, respectivamente) y ME (37.58% y 34.87% para <350 CD4 

y >350 CD4, respectivamente). No se encontraron diferencias significativas entre 

grupos. 

La subpoblación TSCM, representó solo el 0.1649% y 0.2481% del total de células T 

CD8 en los dos grupos <350 CD4 y >350 CD4 respectivamente. Al ser un 

porcentaje muy bajo y conformado por pocos eventos, el análisis de la expresión 

de las proteínas inmunoreguladoras en esta subpoblación no fue considerado 

posteriormente 
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Figura 7. Subpoblaciones de células T CD8 antes del TAR. Comparación de la 
distribución de las subpoblaciones de células T CD8. Naive (círculos), TE 
(triángulos, efectoras), ME (rombo, memoria efectora), MC (cuadrados, memoria 
central) y TSCM (triángulos invertidos, memoria tipo troncal) en los grupos de <350 
(figuras sólidas) y >350 (figuras vacías) células T CD4 antes del TAR. Se usó la 
prueba estadística de Mann-Whitney para la comparación entre grupos, (p<0.05). 

 

6.2  Porcentaje de células T CD8 positivas a proteínas inmunoreguladoras 

antes del TAR 

Se estudió el porcentaje de células T CD8 positivas a las proteínas 

inmunoreguladoras CD160, LAG-3, PD-1, PD-L1, TIGIT y TIM-3 en los 

linfocitos T CD8 totales así como en las subpoblaciones naive, TE, ME y MC, 

en ambos grupos de estudio (<350 CD4 y >350 CD4; Figura 8).  

En ambos grupos (<350 CD4 y <350 CD4) fue posible observar un porcentaje 

alto de células T CD8 totales TIGIT+ antes del inicio del TAR. Por otra parte, se 

observó una distribución diferencial de las proteínas inmunoreguladoras en las 

diferentes subpoblaciones de células T CD8, la subpoblación naive fue la 

población con menor porcentaje de células positivas a estas proteínas.  
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En el grupo que inició TAR con <350 CD4, el porcentaje de células T CD8 

totales positivas a LAG-3, PD-1 y TIGIT fue mayor en las subpoblaciones TE 

(p=<0.0001, p=<0.0001, p=0.0001), ME (p=0.0006, p=<0.0001, p=0-0001) y 

MC (p=0.0032, p=<0.0001, p=<0.0001, LAG-3+, PD-1+ y TIGIT+ 

respectivamente) comparado con su expresión en células naive. El porcentaje 

de células T CD8 CD160 positivas es mayor en la subpoblación TE respecto a 

las células naive (p=0.0041). Se observó un mayor porcentaje de células TIM-3 

positivas de las subpoblación MC respecto a las células naive (p=0.0002). 

Sorprendentemente, se encontró un aumento en el porcentaje de células naive 

positivas a PD-L1 y TIM-3, respecto a las células TE (p=0.0013, p=<0.0001).  

En el grupo de >350 CD4, el porcentaje de células T CD8 totales CD160+, PD-

1+ y TIGIT+ fue mayor en las subpoblaciones TE (p=<0.0001, p=<0.0001, 

p=0.0001), ME (p=<0.0001, p=<0.0001, p=0-0001) y MC (p=<0.0001, 

p=<0.0001, p=<0.0001, CD160+, PD-1+ y TIGIT+ respectivamente) a 

comparación de las células naive. Se observó un mayor porcentaje de células T 

CD8 MC LAG-3+ (p=0.0056), PD-L1+ (p=0.0014) y TIM-3+ (p=<0.0001) 

respecto a las células naive. 
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Figura 8. Porcentaje de células positivas a las proteínas inmunoreguladoras en 
las subpoblaciones de células T CD8 antes del TAR. Comparación del porcentaje 
de células CD160+ (verde), LAG-3+ (naranja) y PD-1+ (azul marino), PD-L1+ (azul 
claro), TIGIT+ (morado), TIM-3+ (rosa) en linfocitos T CD8 totales, (hexágonos) y en 
sus subpoblaciones naive (círculos), TE (triángulos, efectoras), ME (rombo, memoria 
efectora) y MC (cuadrados, memoria central) entre los grupos de <350 (figuras sólidas) 
y >350 (figuras vacías) células T CD4 antes del TAR. Se usó la prueba estadística de 
Mann-Whitney para la comparación de los porcentajes de una subpoblación respecto a 
las subpoblación naive. ** p<0.01 y **** p<0.0001 con respecto a las células naive. 
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6.3  El porcentaje de células T CD8 positivas a proteínas inmunoreguladoras 

no se asocia con el número de células T CD4 antes de empezar el TAR 

Para determinar si el número de células T CD4 impacta en el porcentaje de células 

T CD8 que expresan proteínas inmunoreguladoras se comparó el porcentaje de 

células T CD8 positivas a las proteínas inmunoreguladoras entre los grupos de 

estudio (<350 CD4 Tc y >350 CD4; Tabla 2). No se encontraron diferencias 

significativas entre ambos grupos de estudio en el porcentaje de linfocitos T CD8 

totales positivos a las proteínas inmunoreguladoras. Tampoco se encontraron 

diferencias en el porcentaje de células T CD8 positivas a las proteínas 

inmunoreguladoras en las subpoblaciones de células T CD8, entre ambos grupos 

de estudio  (<350 CD4 y >350 CD4), excepto en la subpoblación naive PD-1+ 

(p=0.0007) y TIM-3+ (p=<0.0001) en la que se observó un mayor porcentaje de 

células positivas a las proteínas inmunoreguladoras en el grupo que inició TAR con 

<350 CD4. 

Por lo tanto, el porcentaje de células T CD8 positivas a las proteínas 

inmunoreguladoras no se asocia con el conteo de células T CD4 antes del inicio 

del TAR. 

Tabla 2. Comparación del porcentajes de células positivas a las proteínas 
inmunoreguladoras en linfocitos T CD8 totales y sus subpoblaciones, entre los 
grupos <350 y >350 células T CD4 

 CD160 LAG-3 PD-1 PD-L1 TIGIT TIM-3 

Totales ns ns ns ns ns ns 

Naive ns ns p=0.0007* ns ns p=<0.0001* 

TE ns ns ns ns ns ns 

ME ns ns ns ns ns ns 

MC ns ns ns ns ns ns 

Se usó la prueba estadística de Mann-Whitney para la comparación de los porcentajes entre 

los grupos <350 CD4 y >350 CD4, estadística significativa p<0.01, * porcentaje mayor en <350 

CD4, ns (no significativo). 
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6.4  Cambios en el porcentaje de células T CD8 positivas a las proteínas 

inmunoreguladoras posterior al uso de TAR 

Se estudió el impacto del uso del TAR en el porcentaje de células T CD8 positivas 

a las proteínas inmunoreguladoras. Para esto, se comparó el porcentaje de 

linfocitos T CD8 totales positivos a las proteínas inmunoreguladoras antes y a dos 

años del uso ininterrumpido de TAR (Figura 9). 

No se observaron cambios en el porcentaje de células T CD8 CD160+, LAG-3+, 

PD-L1+, TIGIT+ y TIM-3+ posterior a dos años de TAR en ningún grupo de estudio 

(<350 CD4 y >350 CD4; Figura 9). Se observó una reducción en el porcentaje de 

linfocitos T CD8 PD-1+ posterior a 2 años de TAR tanto en el grupo de <350 CD4 

(p=0.001) y como en el grupo >350 CD4 (p=0.0049) respecto a el porcentaje en la 

toma basal. 
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Figura 9. Porcentaje de células T CD8 totales positivas a proteínas 
inmunoreguladoras después de 2 años de TAR. Células T CD8 totales CD160+ 
(verde), LAG-3+ (naranja), PD-1+ (azul marino), PD-L1+ (azul claro), TIGIT+ (morado) 
y TIM-3+ (rosa), antes (colores obscuros) y después de 2 años de TAR (colores 
claros), en los grupos de <350 (figuras sólidas) y >350 (figuras vacías) células T CD4 
antes del TAR. Se usó la prueba estadística de Wilcoxon para la comparación de los 
porcentajes de la toma basal respecto a 2 años con TAR, (p<0.01). 

 

 

Posteriormente se buscó estudiar la existencia de cambios en el porcentaje de 

células positivas a las proteínas inmunoreguladoras, en las subpoblaciones de 

células T CD8, después del uso del TAR (Tabla 3).  
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Tabla 3. Comparación del porcentaje de células positivas a proteínas inmunoreguladoras en linfocitos T CD8 y sus subpoblaciones, 
entre los grupos <350 y >350 células T CD4 después de dos años con TAR. 

 

 CD160 LAG-3 PD-1 PD-L1 TIGIT TIM-3 

 <350 CD4 >350 CD4 <350 CD4 >350 CD4 <350 CD4 >350 CD4 <350 CD4 >350 CD4 <350 CD4 >350 CD4 <350 CD4 >350 CD4 

Totales ns ns ns ns p=0.001 p=0.0049 ns ns ns ns ns ns 

Naive ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

TE ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ME ns ns ns ns p=0.001* ns ns ns ns ns ns ns 

MC ns ns ns ns p=0.001* p=0.0015*  ns p=0.001* ns ns ns ns 

Se usó la prueba estadística de Wilcoxon para la comparación de los porcentajes de la toma basal respecto a 2 años con TAR, estadística 
significativa p<0.01,*porcentaje mayor en la toma basal respecto al porcentaje después de 2 años con TAR, ns (no significativo). 
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Al igual que en el análisis de los porcentajes de células T CD8 totales, no se 

observaron cambios en el porcentaje de células positivas a CD160, LAG-3, TIGIT y 

TIM-3. Se observó una reducción en el porcentaje de células T CD8 PD-1+ en la 

subpoblación ME a los dos años de TAR solo en el grupo de <350 CD4 (p=0.001) 

y en la subpoblación MC en ambos grupos de estudio (p=0.001, p=0.0015, <350 

CD4 y >350 CD4 respectivamente) (Figura 10). Por último, se observó una 

reducción en el porcentaje de células T CD8 PD-L1+ posterior al uso del TAR 

únicamente en el grupo de >350 CD4 en la subpoblación MC (p=0.001). 

 

Figura 10. Porcentaje células PD-1+ en las subpoblaciones de células T CD8 
después de 2 años de TAR. Células T CD8 naive (círculos), TE (triángulos, 
efectoras), ME  (rombos, memoria efectora) y MC  (cuadrado, memoria central) PD-1+, 
antes (colores obscuros) y después de 2 años con TAR (colores claros), en los grupos 
de <350 (figuras sólidas) y >350 (figuras vacías) células T CD4 antes del TAR. Se usó 
la prueba estadística de Wilcoxon para la comparación de los porcentajes de la toma 
basal respecto a 2 años con TAR, (p<0.01). 

 

0

5

10

15

20

C
é
lu

la
s
 P

D
-1

+

(%
 d

e
l 

c
é
lu

la
s

 T
 C

D
8
 n

a
iv

e
)

Basal Basal2 años 2 años

<350 CD4 >350 CD4

0

20

40

60

80

C
é
lu

la
s
 P

D
-1

+

(%
 d

e
l 

c
é

lu
la

s
 T

 C
D

8
 T

E
)

Basal Basal2 años 2 años

<350 CD4 >350 CD4

0

20

40

60

80

C
é
lu

la
s
 P

D
-1

+

(%
 d

e
l 

c
é

lu
la

s
 T

 C
D

8
 M

E
)

p=0.001

Basal Basal2 años 2 años

<350 CD4 >350 CD4

0

20

40

60

80

C
é
lu

la
s
 P

D
-1

+

(%
 d

e
l 

c
é
lu

la
s
 T

 C
D

8
 M

C
) p=0.001 p=0.0015

Basal Basal2 años 2 años

<350 CD4 >350 CD4



63 
 

6.5 Respuesta específica a VIH antes y después del TAR 

Para evaluar el porcentaje de las proteínas inmunoreguladoras en las células T 

CD8 específicas a VIH se estimularon CMSP con péptidos de la proteína Gag de 

VIH. Las células productoras de IFNγ fueron identificadas como células específicas 

a VIH. 

Primeramente se evaluó el porcentaje de células específicas a VIH del total de 

células T CD8 y de sus subpoblaciones en ambos grupos de estudio (<350 CD4 y 

más de 350 CD4) antes del inicio del TAR (toma basal; Figura 11) y a los dos años 

con TAR (Figura 12). 

En concordancia con otros reportes, el porcentaje de células T CD8 específicas a 

VIH en ambos grupos de estudio antes del inicio del TAR fue menor al 1%, 0.689% 

±0.698 en el grupo con <350 CD4 y 0.30% ±0.438 en el grupo de >350 CD4 

(Figura 11). La mayoría de las células específicas a VIH se encuentran distribuidas 

en las subpoblaciones ME 1.30% ±1.337 y 0.67% ±1.035 (en los grupos <350 CD4 

y >350 CD4 respectivamente) y MC 1.62 % ±1.946 y 0.06% ±1.233 (en los grupos 

<350 CD4 y >350 CD4 respectivamente; Figura 11). No se encontraron diferencias 

significativas entre los porcentajes de células específicas a VIH entre ambos 

grupos de estudio por lo que inferimos que ambos grupos tienen el mismo 

porcentaje de células específicas a VIH antes del tratamiento antirretroviral. 
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Figura 11. Porcentaje de células IFNγ+ en las subpoblaciones de células T CD8 
antes del TAR. Comparación del porcentaje de células IFNγ+ (café) en linfocitos T 
CD8 totales (hexágonos) y en las subpoblaciones naive (círculos), TE (triángulos, 
efectoras), ME  (rombo, memoria efectora) y MC (cuadrados, memoria central) entre 
los grupos de <350 (figuras sólidas) y >350 (figuras vacías) células T CD4 antes del 
TAR. Se usó la prueba estadística de Mann-Whitney para la comparación de los 
porcentajes de las subpoblaciones de células T CD8 respecto a la población naive. 
**p<0.01, *** p<0.0001. 

 

El porcentaje de células T CD8 IFNγ+ totales y en sus subpoblaciones, después 

de dos años de tratamiento antirretroviral (Figura 12) mostró una disminución de 

células específicas a VIH después de dos años de TAR en la subpoblación de MC, 

tanto en el grupo de <350 CD4 (p=0.001) como en el de >350 CD4 (p=0.0005). Así 

mismo, se observó una disminución de los linfocitos T CD8 totales específicos a 

VIH únicamente en el grupo que empezó TAR con >350 CD4 (p=0.0005) con el 

mismo patrón observado en las subpoblaciones TE (p=0.0005) y de ME 

(p=0.0005).  
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Figura 12. Porcentaje de células IFNγ+ en las subpoblaciones de células T CD8 
después de 2 años de TAR. Células T CD8 naive (círculos), TE (triángulos, 
efectoras), ME  (rombos, memoria efectora) y MC (cuadrado, memoria central) IFNγ+, 
antes (colores obscuros) y después de 2 años de TAR (colores claros), en los grupos 
de <350 (figuras sólidas) y >350 (figuras vacías) células T CD4 antes del TAR. Se usó 
la prueba estadística de Wilcoxon para la comparación de los porcentajes de células 
específicas a VIH entre la toma basal y con dos años de TAR, (p<0.01). 
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6.6 Expresión de las proteínas inmunoreguladoras en células específicas a 

VIH después del uso del TAR 

Posteriormente, quisimos evaluar el impacto del TAR en la expresión de las 

proteínas inmunoreguladoras en las células T CD8 específicas a VIH después de 2 

años de TAR (intensidad mediana de fluorescencia, MFI). No se encontraron 

diferencias significativas en la expresión de CD160, LAG-3, PD-L1 y TIM-3 en las 

células CD8 totales después de dos años de TAR, en ambos grupos (<350 CD4 y 

>350 CD4). Únicamente se observó una disminución en el MFI de PD-1 en células 

T CD8 totales, después de dos años de TAR, en el grupo de <350 CD4 (p=0.0029; 

Tabla 4).  
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Tabla 4. Comparación de la expresión de las proteínas inmunoreguladoras en células T CD8 específicas a VIH (IFNγ+) y sus 
subpoblaciones entre los grupos <350 y >350 células T CD4, después de dos años de TAR. 

 

   Expresión relativa (IMF)    

 CD160 LAG-3 PD-1 PD-L1 TIGIT TIM-3 

 <350 CD4 >350 CD4 <350 CD4 >350 CD4 <350 CD4 >350 CD4 <350 CD4 >350 CD4 <350 CD4 >350 CD4 <350 CD4 >350 CD4 

Totales ns ns ns ns p=0.0029* ns ns ns ns ns ns ns 

TE ns ns p=0.0195* p=0.0425* p=0.0137* ns ns ns ns ns ns ns 

ME ns ns p=0.0244* p=0.0005* p=0.042* ns ns ns ns ns ns p=0.0078* 

MC ns ns p=0.002* p=0.0186* p=0.0244* p=0.0210 ns ns p=0.0322* ns ns Ns 

Se usó la prueba estadística de Wilcoxon para la comparación de los porcentajes de células específicas a VIH entre la toma basal y con dos 
años de TAR (p<0.05), *disminución de la expresión de las proteínas inmunoreguladoras después de dos años con TAR, respecto a la toma 
basal, ns (no significativo).  
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Después de analizar los cambios en el MFI de las proteínas inmunoreguladoras en 

células T CD8 totales específicas a VIH entre la toma basal y después de dos años 

con TAR proseguimos a estudiar la expresión de estas proteínas en las 

subpoblaciones de linfocitos T CD8 específicos a VIH después de dos años con 

TAR (Tabla 4, Figuras 13 y 14). De todas las proteínas inmunoreguladoras 

estudiadas los principales cambios se encontraron en la expresión de LAG-3 y PD-

1. Se encontró una disminución de la expresión de LAG-3 entre la toma basal y 

después de dos años con TAR en las subpoblaciones TE (p=0.0273 y p=0.0425, 

en los grupos <350 CD4 y >350 CD4, respectivamente), ME (p=0.0244 y 

p=0.0005, en los grupos <350 CD4 y >350 CD4, respectivamente) y MC (p=0.002 

y p=0.0186 en los grupos de <350 CD4 y >350 CD4, respectivamente) (Tabla 4 y 

Figura 13). 
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Figura 13. Expresión de LAG-3 en las subpoblaciones de células T CD8 
específicas a VIH, después de 2 años de TAR. Células T CD8 totales (hexágonos), 
TE (triángulos, efectoras), ME (rombos, memoria efectora) y MC (cuadrados, memoria 
central) Toma basal (colores obscuros) y toma después de 2 años con TAR (colores 
claros), en los grupos de <350 (figuras sólidas) y >350 (figuras vacías) células T CD4 
antes del TAR. Se usó la prueba estadística de Wilcoxon para la comparación de los 
porcentajes de células específicas a VIH entre la toma basal y con dos años de TAR 
(p<0.05). 

 

La expresión de la proteína PD-1 disminuyó significativamente después del TAR, 

principalmente en el grupo que inició TAR con <350 CD4, en las subpoblaciones 

de células T CD8 específicas a VIH TE (p= 0.0137), ME (p=0.042) y MC 

(p=0.0244). En el grupo de >350 CD4, solo se observó la disminución de la 

expresión de PD-1 en las células T CD8 específicas a VIH de MC (p=0.0210) 

(Tabla 4 y Figura 14). 
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Figura 14. Expresión de PD-1+ en las subpoblaciones de células T CD8 
específicas a VIH, después de 2 años de TAR. Células T CD8 totales (hexágonos), 
TE (triángulos, efectoras), ME  (rombos, memoria efectora) y MC (cuadrados, memoria 
central) PD-1+ específicas a VIH (IFNγ+), antes (colores obscuros) y después de 2 
años de TAR (colores claros), en los grupos de <350 (figuras sólidas) y >350 (figuras 
vacías) células T CD4 antes del TAR. Se usó la prueba estadística de Wilcoxon para la 
comparación de los porcentajes de células específicas a VIH entre la toma basal y con 
dos años de TAR (p<0.05). 

 

Por último, también se observó la disminución de la expresión de TIGIT en las 

células T CD8 específicas a VIH MC (p=0.0322) de los participantes que iniciaron 

TAR con <350 CD4 mientras la disminución de la expresión de TIM-3 se observó 

en las células T CD8 específicas a VIH ME en el grupo de <350 CD4 (p=0.0078; 

Tabla 4). 
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6.7  Activación por TCR en linfocitos T CD8 antes y durante el TAR, análisis 

de la expresión de CD69 

Como se describió en la introducción, se sabe que existe una relación de las 

proteínas inmunoreguladoras y el estado de activación de los linfocitos T CD8 

durante la infección por VIH. Para conocer si existe una asociación entre la 

expresión de las proteínas inmunoreguladoras y el estado de activación de las 

células T CD8 antes y durante el tratamiento antirretroviral, primero se analizó la 

expresión y el porcentaje de proteínas asociadas con activación (CD69, HLA-DR y 

CD38) y proliferación celular (Ki67) en las dos tomas de los grupos de estudio. 

Encontramos que el porcentaje de linfocitos T CD8 CD69+ en el grupo <350 CD4 

fue de 3.655% ±2.151 y de 3.983% ±3.42 en el grupo >350 CD4. No se 

encontraron diferencias significativas en la distribución de las células CD69+ en las  

subpoblaciones de células T CD8 (naive, TE, ME y MC) en ninguno de los dos 

grupos de estudio. Así mismo, encontramos que el número de células T CD4 con 

que se inicia el TAR (<350 CD4 y >350 CD4) no impacta en el porcentaje de 

células CD69+ de CD8 totales ni en sus subpoblaciones (naive, TE, TEM y TCM)  

Para conocer el impacto del TAR en la expresión de CD69, se comparó el 

porcentaje de linfocitos T CD8 CD69+ antes y después de dos años de TAR 

(Figura 15). Se encontró una disminución del porcentaje de linfocitos T CD8 

CD69+ en el grupo >350 CD4 (p=0.0044) posterior a dos años con TAR. Se 

observó también una disminución en el porcentaje de linfocitos T CD8 CD69+ 

posterior a dos años con TAR, en la subpoblación MC en ambos grupos de estudio 

(p=0.0068 y p=0.0010, <350 CD4 y >350 CD4 respectivamente). 
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Figura 15. Porcentaje células CD69+ en las subpoblaciones de células T CD8 
después de 2 años de TAR. Porcentaje de células CD69+ en células T CD8 totales 
(hexágonos), TE (triángulos, efectoras), ME (rombos, memoria efectora) y MC 
(cuadrados, memoria central), antes (colores obscuros) y después de 2 años con TAR 
(colores claros). Grupo que inició TAR con <350 (figuras sólidas) y con>350 (figuras 
vacías) células T CD4. Se usó la prueba estadística de Wilcoxon para la comparación 
de los porcentajes de células CD69+ entre la toma basal y con dos años de TAR 
(p<0.01). 

  

 

6.8  Marcadores de activación en células T CD8 antes y durante el TAR, 

análisis de la expresión de HLA-DR y CD38 

Para evaluar la activación independiente de TCR de los linfocitos T CD8 se estudió 

el porcentaje de linfocitos T CD8 y sus subpoblaciones que fueron dobles positivos 

a HLA-DR y CD38 antes del TAR en ambos grupos de estudio (<350 CD4 y >350 

CD4). En la toma basal, el porcentaje de linfocitos T CD8 HLA-DR+ CD38+ fue de 

5.918% ±4.981 en el grupo <350 CD4 y de 9.023% ±4.634 en el grupo >350 CD4. 
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Por otra parte, en el grupo >350 CD4 se observó una distribución diferencial en el 

porcentaje de las células HLA-DR+ CD38+ de las subpoblaciones. Se encontró un 

mayor porcentaje de células HLA-DR+ CD38+ en la subpoblación TE (p=0.0001) y 

ME (p=0.0001) comparadas con las células naive. Por otra parte, observamos que 

el número de células T CD4 con que se inicia el TAR (<350 CD4 y >350 CD4) no 

influye en el porcentaje de células T CD8 HLA-DR+ CD38+ totales ni en el 

porcentaje de las células con marcadores de activación en las subpoblaciones de 

linfocitos T CD8 (naive, TE, TEM y TCM). 

Para evaluar el impacto del TAR en la expresión de HLA-DR+ CD38+ se comparó 

el porcentaje de linfocitos T CD8 HLA-DR+ CD38+ antes y después de dos años 

de TAR (Figura 16). Se encontró una disminución del porcentaje de linfocitos T 

CD8 HLA-DR+ CD38+ en el grupo >350 CD4 después de dos años con TAR 

(p=0.0005, al comparar la toma basal). Se observó una disminución a dos años 

con TAR en el porcentaje de linfocitos T CD8 HLA-DR+ CD38+ en la subpoblación 

TE (p=0.0024) y ME (p=0.0005) en el grupo de >350 CD4 y en ambos grupos de 

estudio, en la subpoblación MC (p=0.0068 y p=0.0005, <350 CD4 y >350 CD4 

respectivamente). 
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Figura 16. Porcentaje células HLA-DR+ CD38+ en las subpoblaciones de células 
T CD8, después de 2 años de TAR. Porcentaje de células T CD8 HLA-DR+ CD38+ 
totales (hexágonos), TE (triángulos, efectoras), ME (rombos, memoria efectora) y MC 
(cuadrados, memoria central) antes (colores obscuros) y después de 2 años con TAR 
(colores claros). Grupo que inició TAR con <350 (figuras sólidas) y con>350 (figuras 
vacías) células T CD4. Se usó la prueba estadística de Wilcoxon para la comparación 
de los porcentajes de células CD69+ entre la toma basal y con dos años de TAR. 

 

 

6.9  Marcador de proliferación celular en linfocitos T CD8 antes y durante el 

TAR, análisis de la expresión de Ki67. 

Una forma de evaluar la activación en linfocitos es mediante el estudio de 

marcadores de proliferación celular como Ki67, el cual ha sido estudiado tanto en 

activación por TCR y en activación bystander (no específica). Se analizó el 

porcentaje células Ki67+ en linfocitos T CD8 totales como en sus subpoblaciones 

en la muestra basal de ambos grupos de estudio (<350 CD4 y >350 CD4). 
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El porcentaje de linfocitos T CD8 Ki67+ fue de 1.292% (DS ±1.547) en el grupo 

<350 CD4 y de 0.3906% (DS ±0.3436) en el grupo >350 CD4, de acuerdo a lo 

reportado anteriormente. No se encontraron diferencias significativas en la 

distribución de las células KI67+ en las subpoblaciones de linfocitos T CD8 en 

ninguno de los dos grupos de estudio. Se evaluó el impacto del número de células 

T CD4 con que se inicia TAR (<350 CD4 y >350 CD4) en la en el porcentaje de 

células T CD8 Ki67+, no se encontraron diferencias significativas entre el 

porcentaje de células T CD8 totales KI67+ entre ambos grupos estudio (<350 CD4 

y >350 CD4). Sin embargo, se encontró un porcentaje mayor de células KI67+ en 

la subpoblación TE (p=0.010) y ME (p=0.0007) del grupo de >350 CD4, 

comparado con el grupo <350 CD4 en  la toma basal. 

También se encontró una disminución del porcentaje de linfocitos T CD8 KI67+ en 

el grupo >350 CD4 (p=0.0049) posterior a dos años de TAR, disminución que se 

observó en la subpoblación de ME en el grupo de >350 CD4 (p=0.0015). 

 

6.10 Asociación entre proteínas inmunoreguladoras y proteínas 

asociadas a activación en linfocitos T CD8, antes y después del TAR 

Finalmente, para conocer si existe una asociación entre la expresión de proteínas 

inmunoreguladoras y proteínas asociadas a la activación en linfocitos T CD8 se 

realizaron correlaciones entre el porcentaje de células T CD8 positivas a PD-1, 

LAG-3 y TIGIT con el porcentaje de células T CD8 positivas a CD69, Ki67 y el 

porcentaje de dobles positivas a HLA-DR y CD38. Se decidió estudiar PD-1 y LAG-

3 debido a que fueron las proteínas en las que se observó una disminución en la 

expresión en los linfocitos T CD8 posterior al TAR. Por otra parte, nos interesó 
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estudiar las asociaciones con TIGIT debido a que el porcentaje de células T CD8 

TIGT+ es de >50% antes del TAR y también posterior a este, por lo que es 

considerada un porcentaje alto. 

En la toma basal se encontraron asociaciones del porcentaje de células T CD8 

PD-1+ y LAG-3+ con las proteínas asociadas a activación en los linfocitos T CD8 

antes del TAR (Figura 17). Se observó una asociación positiva del porcentaje de 

células T CD8 totales PD-1+ con el porcentaje de células T CD8 totales Ki67+ 

(p=0.0017, r=0.494), con la subpoblación TE (p=0.043, r=0.425). También se 

encontró una correlación positiva entre el porcentaje de células T CD8 totales 

LAG-3+ y las células T CD8 totales CD69+ (p=0.00468, r=0.568) y en las 

subpoblaciones TE (p=0.01314, r=0.0509) y ME (p=0.0386, r=0.434). 

Por último, las asociaciones encontradas después de dos años con TAR fueron 

entre el porcentaje de células T CD8 totales TIGIT+ y el porcentaje de células T 

CD8 totales CD69+ (p=0.001, r=0.649), y en las subpoblaciones TE (p=0.015, 

r=0.521), ME (p=0.011, r=0.520) y MC (p=0.014, r=0.507; Figura 18).  También se 

encontró una asociación positiva del porcentaje de células T CD8 totales TIGIT+ y 

el porcentaje de células T CD8 totales dobles positivas a HLA-DR y CD38 

(p=0.032, r=0.449), y en la subpoblación TE (p=0.010, r=0.521) y MC (p=0.0001, 

r=0.711). 
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Figura 17. Asociación entre proteínas inmunoreguladoras y marcadores 
asociados a activación en la toma basal. Correlación entre el porcentaje de 
linfocitos T CD8 PD-1+ y LAG-3+ con y células KI67+ y CD69+ en células totales y en 
las subpoblaciones TE (efectora) y ME (memoria efectora) en la toma basal. Se utilizó 
la prueba de correlación de Sperman, (p<0.05). 
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Figura 18.  Asociación entre el porcentaje de células TIGIT+ con las células 
CD69+ en linfocitos T CD8 después del TAR. Correlación entre el porcentaje de 
linfocitos T CD8 TIGIT+ y CD69+ en células T CD8 totales y en sus subpoblaciones TE 
(efectora), ME (memoria efectora) y MC (memoria central) después de dos años de 
TAR. Se utilizó la prueba de correlación de Sperman, (p<0.05). 

 

7 Discusión 

Se ha reportado que en infecciones crónicas, como la infección por VIH, la 

respuesta de las células T CD8 o CTL es afectada por la exposición prolongada 

al antígeno, la desensibilización a las vías de co-estimulación y el 

microambiente pro-inflamatorio (El-Far et al. 2014; Kahan, Wherry, y Zajac 

2015; Khaitan y Unutmaz 2011; Pauken y Wherry 2015; Seddiki, Brezar, y 

Draenert 2014; Wykes y Lewin 2017). Esto provoca la pérdida de producción 

de citocinas antivirales, de la pérdida de capacidad citotóxica, disminución de la 

capacidad proliferativa y el aumento de la expresión de proteínas 
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inmunoreguladoras o co-inhibidoras, características de un fenotipo exhausto en 

células T (Boppana y Goepfert 2018; Gulzar y Copeland 2004; Kalams y 

Walker 1998). 

Pese a que anteriormente se ha descrito el aumento en la expresión de 

proteínas co-inhibidoras en linfocitos T CD8 durante la infección por VIH 

(Khaitan y Unutmaz 2011; Seddiki, Brezar, y Draenert 2014; Wykes y Lewin 

2017), pocos estudios han analizado la expresión simultánea de PD-1, PD-L1, 

Tim-3, Lag-3, TIGIT y CD160 en linfocitos T CD8 específicos a VIH, durante el 

tratamiento antirretroviral (TAR). En este estudio se encontró que la 

disminución de la carga viral debido al apego al TAR tiene un efecto positivo en 

la disminución de la expresión de PD-1 y LAG-3 en células T CD8. Por otra 

parte, se encontró una asociación positiva entre algunas proteínas 

inmunoreguladoras con proteínas asociadas a la activación de células T. 

 

De acuerdo con reportes anteriores, la expresión de las proteínas 

inmunoreguladoras es diferencial entre las subpoblaciones de linfocitos T CD8 

(Chew et al. 2016; Petrovas et al. 2006; Sakhdari et al. 2012; Tian et al. 2015; 

Trautmann et al. 2006; Yamamoto et al. 2011). Encontramos que el porcentaje 

de células positivas a las proteínas inmunoreguladoras fue mayor en las 

poblaciones TE, ME y MC, respecto a las células naive, lo cual está 

relacionado con la cinética de expresión de estas proteínas posterior a la 

activación celular (Joller y Kuchroo 2017; Larsson et al. 2013; Mujib et al. 2012; 

Odorizzi y Wherry 2012; Sharpe y Pauken 2017; Selena Vigano et al. 2014). En 

homeostasis, las proteínas co-inhibidoras comienzan a expresarse posterior a 

la activación celular y mantienen su expresión mientras esté presente el 
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antígeno (Correa-Rocha et al. 2018; Day et al. 2006; Jensen et al. 2015; 

Petrovas et al. 2006; Rutishauser et al. 2017; Trautmann et al. 2006; 

Yamamoto et al. 2011). En cambio, durante la infección por VIH, observamos 

un fenotipo exhausto caracterizado por el aumento continuo de la expresión de 

proteínas inmunoreguladoras.  

 

Llama la atención que en este estudio se encontró un aumento en el porcentaje 

de linfocitos T CD8 PD-L1+ y TIM-3+ en la subpoblación naive. Durante la 

infección por VIH se han reportado niveles altos de TGF-β (Kekow et al. 1990; 

Navikas et al. 2008; Poli y Fauci 1992) y de acuerdo a algunos autores, esta 

citocina es capaz de inducir la expresión de PD-L1 en células T CD8 (Baas 

et al. 2016; C. Sun, Mezzadra, y Schumacher 2018).  En este estudio se trabajó 

con muestras criopreservadas por lo que los niveles de algunas citocinas en el 

medio de cultivo podrían no ser comparables a los niveles en plasma. Sin 

embargo, surge la incógnita sobre si es posible que los niveles altos de TGF-β 

en plasma durante la infección por VIH pudieran provocar cambios metabólicos 

irreversibles en células T naive que induzcan la expresión sostenida de PD-L1.  

 

La expresión de Tim-3 es inducida por las citocinas de cadena α común (IL-2, 

IL-7, IL-15, IL-21) (Mujib et al. 2012; Anderson, Joller, y Kuchroo 2016; Zhu, 

Anderson, y Kuchroo 2011), y durante la infección por VIH se han observado 

niveles altos de IL-7 e IL-15 (Freeman et al. 2016; Shive et al. 2016; Stacey 

et al. 2009). Por lo que de igual forma que en el caso de PD-L1, surge la 

incógnita sobre si la expresión elevada de Tim-3 en células T CD8 naive puede 

deberse a los altos niveles de IL-7 e IL-15 durante la infección por VIH, los 
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cuales podrían estar induciendo cambios metabólicos irreversibles en dicha 

subpoblación. 

Cabe destacar que la proteína inmunoreguladora con mayor porcentaje de 

células T CD8 totales y en las subpoblaciones fue TIGIT (>50% de células 

positivas a TIGIT). Este porcentaje concuerda con lo reportado en células T 

CD8 de sangre durante la infección crónica y aguda de VIH (Chew et al. 2016; 

Tauriainen et al. 2017).   

 

El conteo de células T CD4 con el que se inicia el TAR es un valor muy usado 

para evaluar la efectividad del tratamiento en individuos VIH+ así como una 

aproximación del estado inmunológico y de la etapa de la infección en la que se 

encuentran las personas que viven con VIH (O’Cofaigh y Lewthwaite 2013).  

Las células T CD4 cumplen un papel muy importante al orquestar la respuesta 

inmunológica (Murphy 2012) y la reducción de su número durante la infección 

por VIH se ha asociado con cambios en la expresión de proteínas implicadas 

en la activación y diferenciación de células T CD8 (Moir, Chun, y Fauci 2011). 

Sin embargo, de acuerdo a diversos autores, el conteo de células T CD4 no 

influye en el porcentaje de células T CD8 positivas las proteínas co-inhibidoras 

(Jensen et al. 2015; Rutishauser et al. 2017). El fenotipo exhausto en células T 

CD8 podría estar generado por factores independientes al grado de afectación 

del sistema inmunológico provocado por la infección por VIH. Una causa 

probable al fenotipo exhausto es el estado de activación residual observado 

durante algunas infecciones virales y bacterianas (Boyman 2010; Eberl, 

Brawand, y MacDonald 2000; Ehl et al. 1997; Lertmemongkolchai et al. 2001; 

Tough, Borrow, y Sprent 1996). 
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La evaluación del impacto del TAR en los linfocitos T CD8 con fenotipo 

exhausto permite comprender mejor el proceso de restauración de las 

funciones efectoras (Fenwick et al. 2019). En este estudio se observó la 

reducción del porcentaje de células PD-1+ en células T CD8 totales y en las 

subpoblación MC y ME en concordancia a lo reportado por otros (Correa-

Rocha et al. 2018; Day et al. 2006; Petrovas et al. 2006; Trautmann et al. 

2006). En estos estudios previos, la disminución de PD-1 correlaciona con la 

disminución de la carga viral por lo que se ha propuesto que el porcentaje de 

células T CD8 PD-1+ se asocia con la presencia del antígeno (Correa-Rocha 

et al. 2018; Day et al. 2006; Petrovas et al. 2006; Trautmann et al. 2006). 

Contrario a lo esperado, en este trabajo no se observó una reducción en el 

porcentaje de linfocitos T CD8 positivos a las demás proteínas 

inmunoreguladoras lo que sugiere que su expresión podría estar regulada por 

mecanismos independientes a la regulación de PD-1 (Hoffmann et al. 2016).  

 

Las células T CD8 específicas a VIH fueron identificadas a partir de la 

producción de IFNγ posterior al estímulo con péptidos de Gag. Encontramos un 

porcentaje <1%, que concuerda con lo reportado por otros autores (Mollet et al. 

2000; Y. Sun et al. 2003; Wilson et al. 2000). La mayoría de las células 

específicas se encontraron en las subpoblaciones de ME y MC en ambos 

grupos de estudio en concordancia con la biología de las células T, ya que las 

células naive no producen o casi no producen IFNγ debido a que no han sido 

activadas (de Araújo-Souza, Hanschke, y Viola 2015; Hosking, Flynn, y Whitton 

2014). De acuerdo a lo esperado, también observamos una disminución en el 
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porcentaje de las células específicas a VIH al comparar con el porcentaje 

basal, lo que puede deberse a la disminución de la carga viral (Casazza et al. 

2001; Mollet et al. 2000; Perdomo-Celis, Taborda, y Rugeles 2019; Rinaldo 

et al. 2000). La producción diferencial de IFNγ en las subpoblaciones de células 

T CD8 se mantuvo después de dos años con TAR. 

 

Debido a que el porcentaje de las células específicas a VIH es menor al 1%, 

analizar el porcentaje de las células positivas a las proteínas 

inmunoreguladoras podría mostrar resultados imprecisos. Por esta razón se 

decidió analizar la expresión las proteínas inmunoreguladoras determinado por 

la intensidad mediana de fluorescencia (MFI) (Gratama et al. 1998).  

Al evaluar el efecto a dos años con TAR en la expresión de las proteínas 

inmunoreguladoras en las células específicas a VIH encontramos una 

reducción de la expresión de PD-1 en las células T CD8 totales y en las 

subpoblaciones TE, ME y MC, principalmente en el grupo de estudio <350 

CD4. Es probable que únicamente observemos la reducción en este grupo de 

estudio debido a una menor capacidad de respuesta ante la estimulación. Por 

el contrario, el inicio del tratamiento con >350 CD4 está asociado con una 

mayor capacidad de las células T CD8 de señalizar a través del TCR y 

activarse (Perdomo-Celis, Taborda, y Rugeles 2019) y por lo tanto de aumentar 

la expresión de PD-1 ante la estimulación con péptidos de VIH.  

Llama la atención que también fue posible observar una reducción de la 

expresión de LAG-3 en linfocitos T CD8 específicos a VIH en las 

subpoblaciones TE, ME y MC  independientemente de la cantidad de células 

con las que se inició el TAR. Esto es destacable debido a que la expresión de 
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LAG-3 ha sido estudiada principalmente en células T CD4 ya que 

estructuralmente, LAG-3 es una proteína homóloga a CD4 (Larsson et al. 2013) 

y su expresión en linfocitos T CD4 está asociada al reservorio viral (Fromentin 

et al. 2016). Sin embargo, la relevancia de (Graydon, Balasko, y Fowke 2019) 

la expresión de LAG-3 en células T CD8 no se ha caracterizado. Se ha 

propuesto que el medio pro-inflamatorio característico de la infección por VIH 

aumenta la expresión de LAG-3 en los linfocitos T CD8, los cuales, al entrar en 

contacto con células T CD4 infectadas, pueden recibir señales inhibitorias a 

través de LAG-3 (Graydon, Balasko, y Fowke 2019). Se ha mostrado que 

linfocitos T CD4 infectados con VIH aumentan la producción de la proteína 

soluble Galectina-3 (Graydon, Balasko, y Fowke 2019), la cual  es un ligando 

alternativo de LAG-3 (Long et al. 2018). Los linfocitos T CD8 específicos a VIH 

que expresan LAG-3 podrían recibir señales inhibitorias por la interacción con 

el ligando soluble, Galectina-3 (Graydon, Balasko, y Fowke 2019) y disminuir 

su capacidad de ejercer funciones efectoras. Por otra parte, la interacción de la 

célula CD8 con el linfocito T CD4 infectado a través de la sinapsis inmunológica 

TCR - MHC-I promueve la unión de LAG-3 con el ligando MHC-II presente en la 

membrana de linfocitos T CD4 (Graydon, Balasko, y Fowke 2019), produciendo 

una disminución en la respuesta antiviral de las células T CD8. 

En este estudio observamos que la expresión de LAG-3 está aumentada en las 

células específicas a VIH en las subpoblaciones TE, ME y MC, las cuales están 

encargadas de ejercer funciones efectoras para la eliminación de células 

infectadas. Sin embargo, es probable que las células T CD8 específicas a VIH 

que entran en contacto con células infectadas, reciban señales inhibitorias a 

través de los mecanismos ya mencionados. Por lo que el tratamiento, al 
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disminuir la carga viral y con ello la cantidad de células infectadas, produce una 

disminución en la expresión de LAG-3 en los linfocitos T CD8. 

Por tanto es probable que el TAR tenga un efecto positivo en las células 

específicas a VIH al reducir la expresión de las proteínas inmunoreguladoras 

LAG-3 y PD-1. Esto podría reflejarse en la reducción del estado disfuncional de 

linfocitos T CD8 y la restauración parcial del sistema inmunológico en conjunto 

con la disminución del ambiente pro-inflamatorio como resultado de la adhesión 

al TAR. 

 

Por otra parte, en esta tesis nos interesamos en determinar si existen 

asociaciones entre las proteínas inmunoreguladoras y marcadores asociados a 

activación. Para ello, se evaluaron los marcadores asociados a activación en  

linfocitos T CD8 totales en la toma basal y posterior a dos años con TAR, 

mediante la determinación y caracterización de los marcadores CD69, HLA-DR 

(Reddy et al. 2004; Shipkova y Wieland 2012) y CD38 (Quarona et al. 2013; 

Sandoval-Montes y Santos-Argumedo 2005). Además evaluamos de forma 

indirecta la capacidad proliferativa de los linfocitos T CD8 con el marcador Ki67 

(Shipkova y Wieland 2012; X. Sun y Kaufman 2018). 

 

CD69 es una proteína asociada a la activación del linfocito por la vía del TCR,  

pertenece a las proteínas de activación de expresión temprana, es decir, es 

posible detectar transcritos del gen de CD69 a los 30-60 minutos y detectar la 

proteína en membrana posterior a 2-3 horas de la señalización por el TCR 

(Pitsios et al. 2008; Ziegler, Ramsdell, y Alderson 1994). En condiciones de 

homeostasis, CD69 mantiene una expresión constante hasta por tres días, y 
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disminuye con la ausencia del antígeno (Ziegler et al. 1993; Ziegler, Ramsdell, 

y Alderson 1994). Posterior a su expresión, se ha observado un aumento en la 

producción de citocinas como IL-2, IL-12 y TNF-α, así como un aumento del 

flujo intracelular de Ca2+ y un aumento en la señalización por mTOR (Cibrián y 

Sánchez-Madrid 2017; Sancho, Gómez, y Sánchez-Madrid 2005). La expresión 

de CD69 en linfocitos T dada la activación por TCR está asociada con cambios 

metabólicos relacionados con procesos de proliferación, sobrevivencia y 

diferenciación de los linfocitos T (Cibrián y Sánchez-Madrid 2017).  

 

Se ha reportado un aumento en la expresión de CD69 en células T CD8 de 

individuos VIH+ sin TAR y una disminución de la expresión de CD69 después 

del inicio del TAR (Pitsios et al. 2008). En este estudio encontramos que el 

porcentaje de células T CD8 totales CD69+ disminuye a los dos años de 

tratamiento en el grupo que inició tratamiento con >350 CD4 y en la 

subpoblación de MC en ambos grupos de estudio. La disminución de CD69 en 

el grupo >350 CD4 durante el TAR puede deberse a una menor afectación del 

sistema inmunológico por la infección de VIH debido a un mayor número de 

células T CD4,  las cuales regulan la activación de las células T CD8.  Es 

probable que la disminución de la carga viral durante el TAR pudiera tener 

como como consecuencia una disminución de la expresión de CD69 en 

linfocitos T CD8 y esta pudiera estar relacionada con la cantidad de células T 

CD4 con que se inicia el tratamiento.  

 

Durante la infección por VIH también se ha reportado la expresión aumentada 

de los marcadores de asociados a activación en células T CD8 HLA-DR y 
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CD38 (Gonzalez, Taborda, y Rugeles 2017). La células T CD8 HLA-DR+ 

CD38+ exhiben importantes funciones efectoras durante la infección aguda de 

VIH relacionadas con el control la carga viral, como alta proliferación, 

citotoxicidad y producción de citocinas con actividad antiviral (Gonzalez, 

Taborda, y Rugeles 2017). Sin embargo, si el estado de activación durante la 

fase crónica de la infección por VIH se mantiene de forma sostenida es posible 

observar la pérdida de funciones y de la capacidad proliferativa de las células 

T, así como un aumento de la expresión de proteínas inmunoreguladoras 

(Gonzalez, Taborda, y Rugeles 2017). 

 

CD38 es una glicoproteína de membrana que se expresa de forma constitutiva 

en linfocitos, la expresión de CD38 es alta en timocitos y disminuye posterior a 

la maduración de los linfocitos T (Malavasi et al. 1992). Se ha reportado que 

CD38 tiene actividad ectoenzimática que induce transducción de señales y 

también actúa como una proteína de adhesión (Savarino et al. 2000). La 

expresión de CD38 aumenta en linfocitos T efectores y de memoria (Savarino 

et al. 2000) y es inducida por estímulos mitogénicos como la citocina IL-2 

(Sandoval-Montes y Santos-Argumedo 2005). Debido a esto, la expresión de 

CD38 no está asociada estrictamente a una activación por TCR y representa 

un reflejo de activación independiente del TCR. La proteína CD38 en linfocitos 

T activados se ha asociado a un aumento en la producción de IL-6(Savarino 

et al. 2000), IFNγ, IL-10, IL-2 y con el aumento en la expresión de CD25 

(Malavasi et al. 1992), así como con la proliferación celular y producción de 

mediadores implicados en la regulación del Ca2+ y NAD+ intracelular (Savarino 

et al. 2000). 
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En relación con HLA-DR, esta es una molécula de MCH de clase II considerada 

un marcador de activación tardío. Su expresión aumenta posterior a 3-5 días de 

la activación (Shipkova y Wieland 2012) y puede ser inducida tanto por la 

activación del TCR o de forma independiente de este (Palacios 1982). Su 

expresión en linfocitos T ha sido asociada a la expresión de CD25 y a la 

proliferación celular (Caruso et al. 1997). 

 

En este estudio encontramos que el mayor porcentaje de células dobles 

positivas CD38+ HLA-DR+ se encuentra en las subpoblaciones efectora y de 

ME y de MC, en concordancia con lo reportado anteriormente (L. Kestens et al. 

2008). Al evaluar el efecto TAR en las células T CD8 dobles positivas a CD38+ 

HLA-DR+ encontramos una reducción del porcentaje de células positivas a 

ambas proteínas posterior a dos años de TAR principalmente en el grupo >350 

CD4. La disminución de los porcentajes de células T CD8 CD38+ HLA-DR+ 

durante el TAR se ha asociado con una disminución en la carga viral y 

principalmente con el conteo y la restauración de la población de linfocitos T 

CD4  (Gonzalez, Taborda, y Rugeles 2017; Luc Kestens et al. 1992; Ruggiero 

et al. 2018; Tilling et al. 2002). 

 

Una forma alternativa de evaluar la activación celular y proliferación celular es 

mediante la determinación de la expresión de la proteína Ki67 la cual tiene 

dominios de unión a la cromatina y ha sido asociada a la regulación del ciclo 

celular, el mantenimiento de la heterocromatina y el ensamblaje de la capa 

pericromosómica en los cromosomas mitóticos (X. Sun y Kaufman 2018). Ki67 
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se expresa principalmente durante la fase S del ciclo celular, por lo que es un 

marcador comúnmente usado para evaluar la proliferación celular (Juríková 

et al. 2016; Sales Gil y Vagnarelli 2018). En nuestros análisis hallamos que el 

porcentaje de células T CD8 positivas a Ki67 fue igual en todas las 

subpoblaciones en la toma basal. Esto podría indicar una nula o casi nula 

expansión de las células T CD8, lo que otros autores han atribuido al aumento 

de las proteínas inmunoreguladoras durante la infección por VIH (Boppana y 

Goepfert 2018; Gulzar y Copeland 2004; Kalams y Walker 1998). Al evaluar el 

efecto del TAR en la expresión de Ki67, encontramos una disminución del 

porcentaje de células T CD8 positivas a Ki67 únicamente en el grupo que inició 

tratamiento con >350 CD4 en la subpoblación TE. Esto nos podría indicar que 

el estado del sistema inmunológico antes del TAR es determinante en la 

regulación del ciclo celular de los linfocitos T CD8. Sin embargo, es importante 

recordar que la expresión de Ki67 en los linfocitos T no es un indicador 

totalmente certero de proliferación celular, por lo que para evaluarla de forma 

precisa sería necesario realizar un ensayo de proliferación celular. 

 

Con los resultados observados respecto a los marcadores asociados a 

activación podemos afirmar que el TAR tiene un efecto positivo en la 

disminución de la activación crónica en linfocitos T CD8, que podría estar 

asociado a la disminución de la carga viral con la consecuente regulación 

parcial del ambiente pro-inflamatorio producido por la viremia y la muerte 

exacerbada de células T CD4. 
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Por último, se estudiaron las asociaciones de las proteínas inmunoreguladoras 

y los marcadores asociados a activación en linfocitos T CD8 en la toma basal y 

posterior a dos años con TAR. Interesantemente, en la toma basal, 

encontramos asociaciones positivas entre PD-1 y Ki67 en linfocitos T CD8 

totales y en la subpoblación TE, mientras que LAG-3 y CD69 mostraron una 

asociación positiva en linfocitos T CD8 totales y ME. En estudios previos se ha 

correlacionado Ki67 y PD-1 con la expansión de células T CD8 con fenotipo 

efector y con la carga viral (Day et al. 2006). Esta asociación podría ser un 

indicativo de activación y expansión celular como respuesta a la replicación del 

virus más que a fenotipo exhausto (Breton et al. 2013). 

 

La asociación positiva entre LAG-3 y CD69 en células T CD8 no se ha 

reportado en el contexto de la infección por VIH. Sin embargo, los resultados 

aquí mostrados, son contradictorios respecto a lo reportado por Macon-

Lemaitre y colaboradores, quienes observaron una asociación negativa entre 

ambos marcadores en muestras ex vivo de donadores sanos (Macon-Lemaitre 

y Triebel 2005). Estas incongruencias podrían deberse a las diferencias 

metodológicas realizadas entre ambas investigaciones. En esta tesis, se 

evaluaron las asociaciones de los marcadores en el contexto de la infección por 

VIH, por lo que los resultados observados podrían adjudicarse a la 

desregulación en la activación de linfocitos T CD8 durante la infección por VIH. 

Así, la expresión de LAG-3 podría estar asociada a un estado de activación 

celular promovido por la carga viral en conjunto con la señalización del TCR.  

Llama la atención que posterior al uso del TAR las asociaciones con LAG-3 no 

fueron encontradas, pero si se encontró una asociación positiva entre el 
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porcentaje de células TIGIT+ con CD69 en células totales y las subpoblaciones 

TE, ME y MC, y la asociación del porcentaje de TIGIT con el porcentaje de 

células HLADR+ CD38+ en las subpoblaciones TE y TCM.  

 

La asociación de CD69 con TIGIT no ha sido descrita en el contexto de la 

infección por VIH y el TAR. La asociación de estas proteínas podría deberse a 

una activación de linfocitos T CD8, que en el contexto del TAR, no sería 

mediada directamente por la carga viral sino también por la translocación de 

productos bacterianos del intestino a la sangre. Se ha reportado que la 

estimulación de TLR con LPS induce la expresión de CD69 en linfocitos T CD8 

en el contexto de la infección por VIH (Funderburg et al. 2008). El tejido linfoide 

asociado a mucosa intestinal (GALT) es gravemente afectado desde la fase 

aguda de la infección por VIH. Como consecuencia se ha reportado la 

translocación de productos bacterianos como el LPS hacia la sangre en 

individuos en fase crónica y en individuos con TAR lo cual provoca un estado 

de activación crónica del sistema inmunológoco (Marchetti, Tincati, y Silvestri 

2013; Moir, Chun, y Fauci 2011; Nazli et al. 2010; Sandler y Douek 2012). Por 

lo que la expresión de TIGIT en linfocitos T CD8 podría estar asociada a la 

translocación de productos bacterianos y a la activación crónica producto de 

esta. Para comprobarlo se podría comparar la expresión TIGIT y de 

marcadores de activación en células T CD8 de individuos con o sin TAR a las 

que se inhiba la señalización por TLR-4 y sean estimuladas con LPS. Además 

de hacer asociaciones de TIGIT y los marcadores de activación con LPS en 

plasma. 
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Como se mencionó anteriormente, la expresión de CD38 y HLA-DR puede ser 

inducida por la activación inespecífica mediada por citocinas, independiente a 

la señalización del TCR (Palacios 1982; Sandoval-Montes y Santos-Argumedo 

2005). La asociación del  porcentaje de células T CD8 TIGIT+ con el porcentaje 

de células T CD8 HLA-DR+ CD38+, podría ser producto de la activación celular 

inespecífica. Por lo que la asociación TIGIT y HLA-DR/CD38, podría permitir la 

evaluación de la activación inespecífica en la infección por VIH.  

 

De forma muy interesante, nuestros resultados nos permiten hacer las 

siguientes suposiciones: 1) los mecanismos de regulación de la expresión de 

las proteínas inmunoreguladoras son diferentes e independientes entre sí; 2) la 

expresión de PD-1 y LAG-3 podría estar asociada a la activación por TCR, 

mientras que la expresión de TIGIT podría estar asociada a una activación 

inespecífica.  

Una limitante de este estudio es que no fue posible evaluar los marcadores de 

activación en las células específicas a VIH por lo que estas suposiciones se 

realizan a partir del análisis de células T CD8 totales. 

Finalmente, a partir de estos datos surge la incógnita sobre la existencia de 

patrón de expresión de las proteínas inmnoreguladoras antes y después del 

TAR. Para responder esta pregunta, podrían realizarse análisis bioinformáticos 

para el análisis de la co-expresión de las proteínas inmunoreguladoras. 
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8 Conclusiones 

Durante la infección por VIH se ha observado el aumento de la expresión de 

proteínas inmunoreguladoras en células T CD8, lo cual está asociado con la 

pérdida y disminución de su capacidad proliferativa y de ejercer funciones 

efectoras. Este fenómeno es producto del cansancio celular y de factores 

característicos de infecciones virales crónicas. El objetivo de este estudió fue 

determinar si el uso TAR tiene un impacto positivo en la reducción de la 

expresión de las proteínas inmunoreguladoras en células específicas a VIH. 

Encontramos que el TAR tiene un efecto positivo al reducir la expresión de PD-

1 y LAG-3 en células específicas a VIH (IFNγ+). Por otra parte, encontramos 

asociaciones de las proteínas inmunoreguladoras con marcadores asociados a 

activación en linfocitos T CD8 antes y después del TAR. Destaca un patrón 

aparentemente asociado a la activación por TCR en la toma basal y con 

activación inespecífica posterior al TAR. Como perspectivas de este estudio, el 

análisis bioinformático de la co-expresión de las proteínas inmunoreguladoras 

permitiría determinar la existencia de un patrón de expresión diferencial entre la 

toma basal y posterior al TAR. Por último, el uso de anticuerpos específicos 

contra las proteínas inmunoreguladoras y el análisis de la polifuncionalidad de 

los linfocitos T CD8, permitirían estudiar si es posible restaurar el fenotipo 

exhausto o si afectaría en la activación de las células T CD8. 
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