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Resumen

Los reportes del andlisis de los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s, y el reclutamiento de
neutrdfilos a la zona alveolar durante una coinfeccién por el Virus de Inmunodeficiencia Humana
(VIH) y el hongo oportunista Pneumocystis jirovecci (causante de la neumonia por Pneumocystis,
PCP) en lavado bronco-alveolar (LBA) humano, son escasos y controversiales.

En este estudio se quiso conocer si existe relacion alguna entre las frecuencias de neutrofilos y las
cantidades de los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s en LBA de personas sin VIH (VIHneg),
con VIHy PCP (VIH*PCP*), y con VIH y PCP bajo tratamiento antirretroviral (VIH*PCP*/TAR). En
condiciones normales, los neutrofilos representan aproximadamente el 1% de las células asociadas al
perfil inmunolégico pulmonar. Sin embargo, bajo condiciones inflamatorias, el reclutamiento de
neutrofilos al espacio alveolar es vital para la deteccion, identificacion y destruccién de particulas y
microorganismos patogénicos. La dindmica de dicho reclutamiento se encuentra en estrecha relacion
con la liberacion y reconocimiento de diversas citocinas/quimiocinas proinflamatorias. En este
estudio no encontramos diferencias estadisticamente significativas en cuanto a las frecuencias de
neutrdfilos en el LBA de los tres grupos de estudio. No obstante, observamos una tendencia del grupo
VIH*PCP* a presentar una mayor cantidad de estas células respecto a los demas grupos. Dicha
informacion podria sugerir un aumento en el reclutamiento de neutréfilos a la zona alveolar
relacionado con la liberacion y reconocimiento de componentes inflamatorios. También analizamos
la expresion de algunos marcadores superficiales asociados a la activacion y a otras caracteristicas
fenotipicas en neutrofilos: activacion celular (CD13), degranulacion celular (CD66b y CD63), y
adhesion celular (CD11b). Para este andlisis observamos una mayor expresion de CD13 en el grupo
VIH*PCP*/TAR respecto al grupo VIH*PCP*, y una tendencia de los marcadores CD66b y CD11b a
una mayor expresion en el grupo VIH*PCP* respecto a los demas grupos. Con lo anterior
hipotetizamos una mayor actividad efectora en la zona alveolar por parte de los neutréfilos en las
personas de este grupo, actividad misma que podria resultar perjudicial debido al dafio tisular
inducido por los mismos neutréfilos al amplificar la respuesta inmunoldgica inflamatoria y llevar a
cabo la liberacion directa de componentes efectores tdxicos sobre el tejido pulmonar.

De forma general, en esta investigacion no encontramos correlaciones entre las variables de estudio
debido a la cantidad de los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s encontrados en el LBA. No
obstante, concluimos que los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s, analizados en LBA,
podrian ser marcadores independientes asociados a la progresion de la enfermedad producida por el
VIH y al fendmeno de inflamacion cronica que éste produce. Una cohorte de estudio mas completa
podria ayudar a definir si realmente existe una asociacién de dichos marcadores y la dinamica del

reclutamiento de neutréfilos a la zona alveolar durante una coinfeccion VIH*PCP™.
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Introduccion

1 Sistema respiratorio

El sistema respiratorio cumple con una de las funciones primordiales para la vida humana:
la respiracion. Esto debido a que cada una de las células del cuerpo necesita energia para
sobrevivir y desempefiar sus funciones metabdlicas (Peate, 2018; Waugh y Grant, 2014). La
mayor parte de esta energia se deriva a partir de reacciones quimicas, las cuales solo pueden
tomar lugar en presencia de oxigeno (O2) (Waugh y Grant, 2014). EIl sistema respiratorio
provee la ruta mediante la cual el oxigeno del medio externo se transfiere al torrente
sanguineo, mientras que el dioxido de carbono (COy) se libera como material de desecho
celular (Jiyuan Tu et al., 2013). El proceso antes mencionado ocurre en los pulmones, que
son el 6rgano y sitio anatomico en humanos y mamiferos que cumple con esta labor
(Tomashefski y Farver, 2008).

Durante el proceso de respiracion, que inicia con una inhalacion, el aire recorre la laringe
y traquea hasta bifurcarse en los bronquios. Cada bronquio diverge en dos ramas laterales
bronquiales, mismas que derivan en un gran ndmero de ramificaciones dentro de ambos
pulmones, y que culminan como una conexion a pequefios sacos o0 alveolos, sitio en donde
el oxigeno atmosférico difunde a través de los capilares pulmonares a cambio de la salida de
diéxido de carbono (Jiyuan Tu et al., 2013; Peate, 2018). Para que se lleve a cabo este proceso
exitosamente, es necesaria la accion de movimientos musculares y el cumplimiento de

diversas funciones celulares y bioquimicas (Rogers, 2011).

El sistema respiratorio se clasifica, de acuerdo a su anatomia, en dos regiones o
compartimentos: el tracto respiratorio superior e inferior (Fig. 1) (French, 2009). La
transicion entre ambas regiones se localiza justo en donde se entrecruzan los sistemas

respiratorio y digestivo, justo por encima de la laringe (Rogers, 2011).
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Fig. 1. Esquematizacion del sistema respiratorio humano de acuerdo su anatomia. Tracto respiratorio
superior (azul) e inferior (naranja). Modificado de Jiyuan Tu et al., 2013.

1.1 Tracto respiratorio superior

El tracto respiratorio superior se integra por la boca (cavidad oral), nariz (cavidad nasal),
faringe y laringe (Fig. 1). Posee funciones relevantes tales como el olfato y el habla, asi como
asegurar que el aire que baja hacia el tracto respiratorio inferior se encuentre calido, hUmedo
y limpio (Peate, 2018).

Estructuralmente, la nariz puede ser dividida en una porcion externa y en una interna,
compuesta por la cavidad nasal (Jiyuan Tu et al., 2013). Durante la inhalacion, el aire circula
hacia la cavidad nasal a través de las fosas nasales. Las superficies interiores de éstas se
hallan recubiertas por un epitelio escamoso estratificado, mismo que se encuentra en la piel
externa y que contiene numerosas glandulas sebaceas y gruesas vellosidades (French, 2009;
Jiyuan Tu et al., 2013) que impiden la entrada de particulas hacia las vias inferiores del tracto

respiratorio (Marieb y Hoehn, 2013).

La superficie de la cavidad nasal esta recubierta por una mucosa respiratoria compuesta
por un epitelio pseudoestratificado ciliado columnar (Jiyuan Tu et al., 2013) con células
caliciformes (células de Globet), mismo que se asienta sobre una lamina propia provista de

glandulas mucosas y serosas. Las glandulas mucosas y células caliciformes secretan moco

13



Vviscoso, cuya funcion es la captura y retencion de particulas externas como el polvo. Por su
parte, las glandulas serosas producen un fluido acuoso que contiene enzimas degradadoras
de bacterias, entre ellas la lisozima (French, 2009; Marieb y Hoehn, 2013). Adicionalmente,
las células epiteliales de la mucosa respiratoria secretan defensinas, antibidticos naturales
que promueven la eliminacion de microbios invasivos (Marieb y Hoehn, 2013). Tras capturar
particulas y microbios externos, el moco se transporta hacia la garganta por medio de un
movimiento ritmico ciliar (accion mucociliar) cuya accion dirige el epitelio de la mucosa
respiratoria (Jiyuan Tu et al., 2013; Marieb y Hoehn, 2013). En la garganta, el moco sera

eventualmente tragado o expectorado (Peate, 2018).

La faringe, usualmente denominada garganta, es una estructura tubular de
aproximadamente 12.5 al13 cm de largo que conecta las cavidades inferiores nasal y oral con
la laringe y el esofago (Jiyuan Tu et al., 2013; Peate, 2018). Se extiende desde la base del
créneo hasta el nivel de la sexta vértebra cervical, donde se convierte en el esdfago (Jiyuan
Tu et al., 2013; Waugh y Grant, 2014). La pared muscular de la faringe se constituye de
musculo esquelético, aunque la composicion celular de su mucosa varia de una region
faringea a otra (Marieb y Hoehn, 2013). La faringe forma parte de los sistemas respiratorio
y digestivo: el aire recorre las cavidades oral y nasal, mientras que la comida atraviesa las

secciones oral y laringea (Waugh y Grant, 2014).

La laringe o caja vocal alberga las cuerdas vocales responsables de la produccion del
sonido (fonacidén) (Jiyuan Tu et al., 2013). Se extiende, por cerca de 5 cm, desde el nivel de
la tercera hasta la sexta vértebra cervical, inferiormente forma un continuo con la traquea.
Sobre el apice de la laringe se posiciona la epiglotis, un cartilago fibro-elastico que cierra la
traquea durante la deglucion a modo de solapa, cuya funcion es dirigir el bolo alimenticio al
es6fago y no hacia las vias del tracto respiratorio inferior (Jiyuan Tu et al., 2013; Peate,
2018). La superficie interna de la parte superior laringea se constituye por un epitelio
escamoso estratificado, mientras que el epitelio que se encuentra debajo de las cuerdas
vocales es pseudoestratificado ciliado columnar. En esta region, la mucosa recolectada en
vias inferiores, como la traquea, se transporta hacia la faringe, alejandose continuamente de

la zona pulmonar (Jiyuan Tu et al., 2013).
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1.2 Tracto respiratorio inferior

El tracto respiratorio inferior se extiende desde la traquea hasta los pulmones,
conformando asi el arbol traqueo-bronquial, mismo que se divide y extiende progresivamente
en unidades cada vez mas pequefias: bronquios, bronquiolos y acinos respiratorios (Fig. 1)
(French, 2009). El arbol cuenta con un patron de ramificacion asimétrico-dicotomico con
bronquios que derivan de uno anterior, y cuyo didmetro, longitud y nimero de divisiones son
variables a las ramificaciones anteriores. El tracto respiratorio inferior es el foco principal

del diagnostico citopatologico respiratorio (Jiyuan Tu et al., 2013; French, 2009).

La traguea es una cavidad de aproximadamente 10 a 12 cm de longitud por 2 cm de ancho.
Es la continuacion laringea que se extiende hasta alcanzar el nivel de la quinta vértebra
torécica, donde, en la regidn de la carina, se bifurca para dar lugar a los bronquios primarios
izquierdo y derecho. El tubo traqueal se sostiene por alrededor de 16 a 20 cartilagos hialinos
incompletos en forma de “C” que se posicionan uno sobre el otro (Fig. 2). Al formar un
continuo con las vias superiores respiratorias, la mucosa traqueal se compone de un epitelio
pseudoestratificado columnar ciliar con células caliciformes acompafiantes, mismo que
descansa sobre una lamina propia de tejido conectivo provista de fibras elasticas. Por debajo
de la mucosa traqueal, una capa de tejido conectivo denominada submucosa contiene
glandulas seromucosas productoras de moco. Continuamente, la accion mucociliar del
epitelio traqueal impulsa hacia la faringe mucosidad cargada de particulas externas (Marieb
y Hoehn, 2013; Waugh y Grant, 2014).

La traquea se divide en dos bronquios principales (bronguios primarios) que derivan hacia
los pulmones izquierdo y derecho. El bronquio derecho primario se subdivide en tres
bronquios lobares (secundarios): bronquio del 16bulo superior derecho, bronquio del 16bulo
medio derecho y bronquio del l16bulo inferior derecho (Jiyuan Tu et al., 2013). El bronquio
izquierdo primario se subdivide en dos bronquios lobares: bronquio del 1ébulo superior
izquierdo y el bronquio inferior del 16bulo izquierdo. Cada bronquio lobar es una conexion
especifica con un determinado I6bulo pulmonar (Fig. 3). Dentro de cada I6bulo pulmonar el
tejido se divide asimismo por finos septos de tejido conectivo fibro-elastico en lobulillos.
Cada lobulillo tiene un tamario aproximado de 1 a 2.5 cm y contiene alrededor de 3 a 5 acinos

respiratorios (Aung et al., 2019).
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Un acino abarca todas las estructuras respiratorias distales a un solo bronquiolo terminal,
y se define como la unidad anatémica bésica del tejido o parénquima pulmonar. En adultos,
se estima que un acino cuenta con 1500 a 4000 alveolos. (Aung et al., 2019; Burnard, 2008).
A medida que se ramifican, los bronquios lobares se subdividen en bronquiolos segmentales
(bronquios terciarios), bronquiolos, bronquiolos terminales, bronquiolos respiratorios y
finalmente en conductos alveolares recubiertos por un gran nimero de sacos alveolares, en
donde la unidad funcional es el alveolo (Fig. 2) (Jiyuan Tu et al., 2013). Todos los pasajes y
conductos respiratorios distales a los bronquios primarios se hallan dentro de los pulmones
(Waugh y Grant, 2014).

Cada una de las divisiones bronquiales se denomina generacién. La zona que abarca
desde las vias traqueales (generacién 0) hasta los bronquiolos terminales (generacion 16) es
designada via aérea conductiva o espacio muerto, debido a que carece de alveolos y no ocurre
intercambio gaseoso (Burnard, 2008; Sly y Collins, 2008). La zona que abarca desde los
bronquiolos terminales hasta los bronquiolos respiratorios es la zona transicional, debido a
gue usualmente brotan algunos alveolos de sus paredes bronquiales. Finalmente, la zona que
abarca desde los bronquiolos terminales (generaciones 17 a 19) hasta los conductos
alveolares (generaciones 20 a 22) es la zona respiratoria (Fig. 2). Un acino respiratorio se
compone por todas las estructuras respiratorias superiores a la generacion 16 (Jiyuan Tu et
al., 2013; Sly y Collins, 2008).
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respiratorios desde la trdquea hasta los bronquiolos respiratorios. La via de transicion abarca los bronquiolos
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Las paredes bronquiales primarias poseen las mismas capas de tejido que recubren la
pared traqueal. Sin embargo, a medida que los bronquios lobares se ramifican, la
composicion bronquial se torna de un epitelio pseudoestratificado columnar ciliado a uno
columnar sin cilios ni células caliciformes (Waugh y Grant, 2014). En los bronquiolos
terminales el epitelio es cuboidal. Debido a que el cartilago hialino interferiria con la
expansion del tejido pulmonar y el intercambio gaseoso, éste solamente se halla como soporte
en la via aérea de conduccion. A medida que derivan las generaciones bronquiales, los anillos
incompletos de cartilago se tornan a placas cartilaginosas mucho mas pequefias, mientras que
las zonas de transicion y respiratoria carecen totalmente de cartilago en sus paredes. En estas
dos ultimas regiones, el cartilago se sustituye por una capa de tejido muscular liso que
proporciona a los bronquiolos resistencia significativa al paso de aire. Hacia la zona alveolar,
las paredes se vuelven cada vez mas reducidas a tal punto que los tejidos musculares liso y
conectivo desaparecen por completo y una Unica capa epitelial de células escamosas recubre
los conductos alveolares y alveolos (Jiyuan Tu et al., 2013; Marieb y Hoehn, 2013; Waugh
y Grant, 2014).

Los alveolos, como estructura Unica y mas distal del tracto respiratorio, cumplen su
principal funcion durante el intercambio de gases. En humanos, proveen aproximadamente
una superficie gaseosa de 75 m? durante el intercambio de oxigeno y dioxido de carbono entre
el aire y la sangre, mismo que ocurre por difusion pasiva (Pavelka y Roth, 2010). Se estima
que un adulto promedio posee alrededor de 500 millones de alveolos en ambos pulmones,

cada uno con un tamafio inferior a 1/3 de milimetro (Burnard, 2008).

De forma externa, los alveolos se soportan por una red suelta de fibras elasticas en la cual,
macrofagos, fibroblastos, nervios, capilares sanguineos y vasos linfaticos se encuentran
embebidos (Sly y Collins, 2008). Hacia el interior, las células escamosas que componen la
Unica capa de tejido alveolar se denominan neumocitos tipo |, rodeados a su vez por una
membrana basal de células endoteliales. Entre los neumocitos tipo | se hallan células septales
0 neumocitos tipo 11, que con morfologia voluminosa y cuboidal, y con un citoplasma rico
en vacuolas (French, 2009), secretan liquido surfactante compuesto por fosfolipidos y
componentes glicoproteicos (Tomashefski y Farver, 2008) que previenen la sequedad

alveolar y evitan su posible colapso durante la exhalacién. Entre alveolos adyacentes se
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localizan poros alveolares o poros de Kohn, cuya funcion es igualar la presion aérea en todo
el pulmon, ademas de proveer rutas alternativas de escape aéreo a cualquier alveolo cuyos
bronquiolos colapsen debido a alguna enfermedad (Fig. 4a) (Waugh y Grant, 2014). Los

alveolos son la fase terminal de todo el sistema respiratorio (Jiyuan Tu et al., 2013).

El intercambio de gases toma lugar a través de una membrana respiratoria compuesta por
la pared alveolar y la pared capilar fusionadas firmemente, cuyo grosor oscilaentre 1 a2 um
(Sly y Collins, 2008; Waugh y Grant, 2014). A través de la membrana respiratoria el O
difunde hacia la sangre a medida que el CO., producido por el metabolismo celular, abandona
las células sanguineas para ingresar al espacio alveolar (Fig. 4b). Durante la exhalacién, el
CO2 se elimina del cuerpo (Marieb y Hoehn, 2013).
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Fig. 4. Esquematizacion detallada de un alveolo respiratorio y de la membrana respiratoria. 4a. Corte
transversal de un alveolo respiratorio. Neumocitos tipo | y 1l conforman el epitelio alveolar; entre ellos se
localizan capilares sanguineos, macrdfagos alveolares y poros de Kohn. 4b. La membrana respiratoria es el
resultado de la fusion entre las membranas del epitelio alveolar y la membrana del endotelio capilar. A través
de difusion pasiva, el oxigeno alveolar atraviesa la membrana respiratoria a medida que el diéxido de carbono
ingresa a la superficie alveolar. Modificado de Marieb y Hoehn, 2013.

2 Anatomia pulmonar

En humanos, los pulmones izquierdo y derecho ocupan toda la cavidad toracica a
excepcion del mediastino, que es el espacio anatomico que alberga el corazdn, los grandes
vasos sanguineos, la traquea, los bronquios, el es6fago, asi como otros 6rganos y estructuras
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vitales. Inferiormente, los pulmones se encuentran rodeados por el diafragma, mientras que
de forma externa se protegen por las costillas, el esterndn y la columna vertebral (Marieb y
Hoehn, 2013; Peate, 2018; Tomashefski y Farver, 2008). En términos generales, los
pulmones se constituyen por espacios aereos, de tal manera que el parénquima pulmonar por
el que se componen los determina como un Grgano esponjoso, eléstico y resistente, con un
peso poco mayor a un kilogramo (Aung et al., 2019). Tal como se describi6 en el apartado
1.2, a medida que se ramifican los bronquios primarios en bronquios lobares, éstos serviran
como conductos aéreos directos hacia un I6bulo pulmonar especifico. EI pulmén derecho se
divide en tres diferentes lobulos: superior, medio e inferior, mientras que el izquierdo, mas
pequefio que el derecho, se divide s6lo en dos: superior e inferior (Fig. 3). Las divisiones
entre I6bulos se denominan fisuras (Marieb y Hoehn, 2013; Waugh y Grant, 2014).

Internamente, cada I6bulo se compone de uno a diez segmentos broncopulmonares, que
se separan unos de otros mediante septos de tejido conectivo (Leslie y Wick, 2018). Un
segmento broncopulmonar es cada una de las porciones pulmonares suplidas por un bronquio
segmental (Tomashefski y Farver, 2008). Cada pulmoén cuenta con diez segmentos
broncopulmonares, con un arreglo y disposicion similar (pero no idéntica) entre si (Fig. 5).
Clinicamente, los segmentos broncopulmonares poseen gran importancia diagndstica, pues
ciertas enfermedades respiratorias estan confinadas solamente a uno o pocos de ellos (Marieb
y Hoehn, 2013).

pulmén
derecho

pulmén
izquierdo

oL
F N

Fig. 5. Segmentos broncopulmonares. Los pulmones derecho e izquierdo (mayoritariamente) se dividen en
un total de diez segmentos broncopulmonares: 1. Apical. 2. Posterior. 3. Anterior. 4. Lateral. 5. Medial. 6.
Superior. 7. Medial basal. 8. Anterior basal. 9. Lateral basal. 10. Posterior basal. Nota: Usualmente, los
segmentos broncopulmonares 7 y 8 del pulmdn izquierdo se encuentran fusionados, considerandose asi un solo
segmento. Modificado de Leslie y Wick, 2018.
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3 Inmunidad innata

La inmunidad innata representa la primera linea defensiva de la respuesta inmunologica.
Se compone de 1) proteinas solubles, cuya funcion es la deteccion y union a productos y
agentes microbianos, y 2) leucocitos, células que ingieren particulas exdgenas y
microorganismos, y que se hallan en el torrente sanguineo y migran a los distintos tejidos o
sitios inflamatorios (Martin y Frevert, 2005). La inmunidad innata se encuentra siempre en
un estado activo, lista para reconocer e inactivar particulas y patdégenos invasivos a lo largo
de los diferentes tejidos del hospedero (Martin y Frevert, 2005). Ademas, se caracteriza por
ocurrir tempranamente (horas a dias) después de un estimulo, cuyo origen puede ligarse a
dafio tisular, una infeccion o a estrés genotdxico (Burleson et al., 2015; Gasteiger et al.,
2016).

La inmunidad innata es efectuada mediante el reconocimiento comun de diversos
motivos microbianos (Martin y Frevert, 2005). Esto es, a través de receptores germinales (p.
ej. los receptores de reconocimiento a patrones (PRRs) como lo son los receptores tipo toll o
TLRs, que sensan patrones moleculares asociados a patégenos o PAMPs y patrones
moleculares asociados a dafio o DAMPs). Estos mecanismos de reconocimiento inician una
cascada de sefalizacion celular que resulta en la produccion de citocinas/quimiocinas, cuya
funcién es el desencadenamiento de una respuesta inflamatoria y la eventual eliminacion del
patdgeno detectado (Burleson et al., 2015). De forma relevante, los PAMPs, que son
reconocidos por los receptores de la inmunidad innata, se hallan altamente conservados entre
una gran variedad de agentes patogénicos (bacterias, hongos y microbios), ademas de estar
ausentes en los tejidos del hospedero. Algunos de los PAMPsS méas comunes son:
manoproteinas, lipopolisacaridos (LPS), peptidoglicanos, acidos lipoteicoicos, glucanos,
DNA bacteriano y RNA de cadena doble (Meyer, 2002).

Para desencadenarse, la respuesta inmunoldgica innata no necesita de los procesos
selectivos que caracterizan a la inmunidad adaptativa, es decir, de una especificidad
antigénica y memoria inmunologica (Gasteiger et al., 2016). En los pulmones, la inmunidad
innata se compone de barreras fisicas compuestas por la misma mucosa respiratoria, mientras
gue macrdfagos, neutréfilos, mastocitos y células NK (por sus siglas en inglés, natural killers)

encabezan la respuesta celular (Burleson et al., 2015).
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3.1 Inmunologia del tracto respiratorio

El tracto respiratorio posee la mucosa superficial mas grande después del tracto
gastrointestinal (Sato y Kiyono, 2012). Durante la inspiracion, el tracto respiratorio se
encuentra potencialmente expuesto a gases, particulas orgénicas e inorganicas,
microorganismos y agentes infectivos. Estos podrian ocasionar diversas enfermedades
pulmonares al alcanzar su nicho adecuado (Meyer, 2002; Iwasaki et al., 2016). A fin de
permitir el intercambio gaseoso, los microorganismos y particulas deben eliminarse del tracto
respiratorio con el objetivo de evitar un proceso de inflamacion innecesario, es decir, el
reclutamiento de leucocitos y la respuesta inflamatoria que los acompafia (lwasaki et al.,
2016; Nicod, 1999). De no eliminarse, las particulas y microrganismos podrian desencadenar
procesos inflamatorios capaces de bloquear las vias respiratorias y, en casos mas graves,

inducir infecciones graves culminantes en neumonia (lwasaki et al., 2016).

El tracto respiratorio se halla muy bien equipado para combatir y eliminar toda clase de
agentes patoldégicos externos (Golubicic y Tekavec-Trkanjec, 2015). Para lograrlo, la
respuesta inmunoldgica del tracto sigue un protocolo de defensa en el que se desenvuelven
los dos sistemas de proteccion inmunolégicos: innato y adaptativo (Martin y Frevert, 2005).
Al interactuar entre si, los sistemas involucran distintas lineas defensivas (lwasaki et al.,
2016) entre las cuales se hallan barreras fisicas, mecanicas, humorales y celulares (Golubicic
y Tekavec-Trkanjec, 2015).

Bajo condiciones normales, el tracto respiratorio inferior se halla generalmente estéril y
desprovisto de microorganismos infecciosos (Burleson et al., 2015). No obstante, al verse
comprometido, generalmente debido a los patdgenos mas diminutos (bacterias y virus <lum)
que evitan facilmente las primeras barreras defensivas y arriban a los alveolos (Martin vy
Frevert, 2005), es que se necesita emplear un sistema defensivo mas complejo (Sato vy
Kiyono, 2012). Este ultimo sistema engloba los mecanismos inmunitarios de la respuesta

inmunologica adaptativa (Burleson et al., 2015).
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3.1.1 Primeras barreras defensivas del tracto respiratorio

La cavidad nasal es la via de entrada hacia el tracto respiratorio para microorganismos
patogénicos y otros agentes infecciosos. Las células epiteliales constitutivas de su mucosa y
de otras regiones del tracto respiratorio son su blanco predilecto (Burleson et al., 2015). Al
ingresar, microbios y particulas se humidifican a medida que recorren el tracto respiratorio
superior. Sus propiedades aerodinamicas y dimensionales determinaran la profundidad y area
de deposicion en el tracto respiratorio inferior. Debido a esto, las capas de tejido epitelial
conforman, a su vez, barreras fisicas e inmunologicas que, con el apoyo de diversos
mecanismos celulares y humorales, previenen la potencial invasion patogénica (Sato y
Kiyono, 2012).

Los mecanismos de reflejo y las barreras fisicas son los medios basicos de defensa en el
tracto superior respiratorio. Entre los mecanismos de reflejo se halla la produccion de tos y
estornudos en respuesta a una gran variedad de estimulos mecéanicos, quimicos o ligados a
agentes inflamatorios (Nicod, 1999; Meyer, 2002). Las principales barreras fisico-mecanicas
incluyen las gruesas vellosidades que recubren el vestibulo nasal, asi como la mucosa del
tracto respiratorio superior (cavidad nasal-via traqueo-bronquial), que por accion de impacto
filtra y captura particulas y microorganismos (Meyer, 2002) con un diametro de entre 5 a 8

um, con el fin de evitar su desplazamiento a la zona alveolar (Sato y Kiyono, 2012).

Las secreciones mucinosas del tracto respiratorio superior contienen sustancias
bacteriostéaticas, tales como lisozimas (complejos liticos para la mayoria de membranas
bacterianas), lactoferrinas (excluyen el hierro del metabolismo bacteriano) (Martin y Frevert,
2005), anticuerpos derivados de las células plasmaticas circundantes (inmunoglobulinas A'y
G: IgA; 1gG) (Tomashefski y Farver, 2008) y péptidos antimicrobianos (defensinas)
secretados por leucocitos y células epiteliales. Todos éstos, factores antimicrobianos (Inglis,
2007) que evitan la adhesién de virus y bacterias a las superficies epiteliales del tracto
respiratorio (Meyer, 2002). Ademas de los mecanismos de eliminacion mecanicos, la
microbiota residente nasofaringea es un elemento biologico que, en simbiosis con su
hospedero, confiere proteccion adicional a la mucosa respiratoria (Meyer, 2002). En

conjunto, las primeras barreras defensivas fisico-mecanicas del tracto respiratorio superior
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desempefian un importante papel en la respuesta inmunoldgica innata pulmonar (Martin vy
Frevert, 2005).

3.2 Células de la respuesta inmunoldgica innata

La respuesta inmunoldgica innata se constituye por un amplio y creciente rango de células
con un linaje mieloide y linfoide. Estas células comparten ciertas caracteristicas: un origen
hematopoyético, la ausencia de receptores somaticos recombinados especificos de antigeno
y de una memoria inmunoldgica altamente especifica, y la capacidad de ejercer funciones
antimicrobianas (Boraschi e Italiani, 2018; Gasteiger et al., 2016). En vertebrados, la
inmunidad innata es un sistema ampliamente dependiente de células mieloides profesionales
gue engullen y eliminan patdgenos. Evolutivamente, las células y proteinas del sistema
inmune adaptativo adquirieron capacidades para funcionar de forma mas eficiente en

conjunto con las células del sistema inmunitario innato (Beutler, 2004).

Las diferentes respuestas que engloban a la inmunidad innata se dirigen por mecanismos
dependientes de células, como lo son la fagocitosis y la citotoxicidad, o por factores
secretados entre los que se incluyen péptidos antimicrobianos, citocinas/quimiocinas,
factores complementarios, alarminas, quitinasas, proteinas de fase aguda, proteasas y otras
moléculas (Gasteiger et al., 2016). Las citocinas y quimiocinas son los principales
mediadores de la comunicacion intercelular dentro del sistema inmunoldgico; orquestan las
complejas respuestas inmunoldgicas mediante el reclutamiento de grupos celulares y sus
especializadas funciones (Burleson et al., 2015). La inmunologia innata es critica para el
desarrollo de la inmunidad adaptativa y la subsecuente generacion de memoria inmunolégica
(Burleson et al., 2015; Martin y Frevert, 2005).

Las células mieloides incluyen fagocitos mononucleares y polimorfonucleares. Dentro
de los primeros se halla a los macréfagos, que se distribuyen a lo largo de todo el cuerpo
humano, en algunos casos dentro del parénquima de los 6rganos mayores (cerebro, corazon,
pulmones e higado). Las células fagociticas polimorfonucleares incluyen a los neutrofilos,
basofilos y eosindfilos, clave importante en el control de infecciones microbianas (Beutler,
2004).
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3.2.1 Neutrdéfilos y su funcion en la respuesta inmunologica

Los neutrofilos polimorfonucleares conforman el grupo leucocitario méas abundante del
torrente sanguineo humano (Burleson et al., 2015; Macsal, 2013). A medida que se generan
en la médula 6sea (Borregaard, 2010), componen aproximadamente el 50 a 70% de los
leucocitos circulantes (Owen et al., 2014). Debido a su especializacion como células
exterminadoras (Beutler, 2004), los neutrofilos constituyen una de las primeras lineas
defensivas celulares (Urban et al., 2006) durante la presencia de patdgenos infecciosos, tales
como bacterias, hongos, protozoarios (Rosales et al., 2016) y hasta virus (Drescher y Bal,
2013). Para efectuar sus funciones inmunolégicas, migran desde la sangre hasta el sitio de
inflamacién, donde desempefian un papel crucial en la eliminacion de los patdgenos. La
quimiotaxis (movimiento direccional de la célula guiado por gradientes de quimioatrayentes
extracelulares) es esencial para el cumplimiento de este proceso migratorio (Rosales et al.,
2016).

Bajo condiciones normales, los neutrofilos son células de vida corta. En ausencia de un
proceso inflamatorio, usualmente se hallan de 6 a 20 horas en circulacion sanguinea
(Drescher y Bai, 2013), antes de experimentar apoptosis (Mocsai, 2013). Hay
aproximadamente 5,000 neutréfilos por cada mm?® sanguineo, y un ser humano adulto
produce de 1 a 2 x 10* al dia (Abbas et al., 2012; Beutler, 2004; Borregaard, 2010). Con una
morfologia esférica y varias prolongaciones membranales, los neutrofilos son células con un
didmetro de entre 12 a 15 pm. Su ndcleo celular se halla segmentado en tres a cinco I6bulos
conectados entre si. El citoplasma contiene numerosos granulos de dos tipos: 1) granulos
especificos con enzimas proteoliticas tales como la lizosima, colagenasa y elastasa, y 2)
granulos azurofilos, lisosomas que contienen enzimas y péptidos antimicrobianos como
defensinas, catelicidinas (Abbas et al., 2012) y, en gran abundancia, mieloperoxidasa (MPO)
(Drescher y Bai, 2013).

A pesar de su corta vida util, ésta es capaz de prolongarse durante un proceso inflamatorio
a medida que los neutrofilos migran desde el torrente sanguineo hasta el sitio de inflamacion
(Drescher y Bai, 2013). Esta prolongacion les otorga ventajas para reclutar otras células
inmunitarias, cuyas funciones evitan la propagacion del agente invasivo (Drescher vy Bal,

2013; Macsai, 2013). Citocinas proinflamatorias como interferon-y (IFN-y), el factor de
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necrosis tumoral (TNF, por sus siglas en inglés tumor necrosis factor) y el factor estimulante
de colonias de granulocitos (G-CSF, por sus siglas en inglés granulocyte colony-stimulating
factor) aumentan su sobrevivencia durante este proceso (Drescher y Bai, 2013). La
participacion y cooperacion de los neutréfilos durante la regulacion de la respuesta
inmunoldgica se basa en el reconocimiento y liberacion de diversos factores solubles o por

contacto directo célula con célula (Rosales et al., 2016).

Entre los mecanismos por los cuales los neutrofilos ejercen sus funciones principales se
encuentran la fagocitosis, la degranulacién de enzimas proteoliticas, el estallido respiratorio
(produccidn de especies reactivas de oxigeno o0 ROS, por sus siglas en inglés, reactive oxigen
species) y la liberacion de trampas extracelulares o NETS (por sus siglas en inglés, neutrophil
extracellular traps) (Burleson et al., 2015) (a traves de un proceso denominado NETosis)
(Giacalone et al., 2020) compuestas por fibras extracelulares de cromatina nuclear o
mitocondrial (Gasteiger et al., 2016) y otras proteinas granulares (p. ej. mieloperoxidasa y
elastasa) (Urban et al., 2006).

Tras la deteccion de un agente patogenico, los neutrofilos inician un programa especial
de eliminacién: fagocitan la particula infecciosa, y en el fagosoma producido, se inicia la
formacion de ROS que, a través de la actividad NADPH oxidasa, permite la depolarizacion
de la membrana fagosomal. Tal accién permite que el contenido granular intracelular de los
neutrofilos (enzimas proteoliticas y péptidos antimicrobianos) se internalice y libere dentro
del fagosoma. El resultado de este programa es la eliminacion y digestion del agente
patogénico. Finalmente, los neutréfilos mueren por apoptosis y sus restos celulares son
engullidos por macrofagos, eventos que engloban un proceso resolutorio post-inflamacion
(Mdcsai, 2013).

3.2.2 Neutréfilos alveolares:  mecanismos  inmunoldgicos ante  un

microorganismo respiratorio infeccioso

Como cualquier otro tejido del cuerpo, los pulmones se caracterizan por un perfil
inmunoldgico especifico (Giacalone et al., 2020). Normalmente, un namero reducido de
células leucocitarias (macrofagos y linfocitos) habita el compartimento alveolar (French,
2009). En personas sanas, los macrofagos alveolares representan el 95% de los leucocitos

totales presentes en las vias respiratorias; el 1 a 4% se conforma por linfocitos, y solo el 1%
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se compone por neutréfilos (Martin y Frevert, 2005). Al desempefiar una funcién vital en la
deteccion, identificacién y destruccion de particulas y microorganismos patogénicos, el
macrofago alveolar es la célula centinela del tracto respiratorio inferior (Martin y Frevert,
2005; Pechous, 2017).

Los neutrofilos, por su parte, no son un tipo celular de mayor abundancia en las vias
respiratorias inferiores, sin embargo, bajo condiciones normales patrullan la
microvasculatura pulmonar (Pechous, 2017), a la vez que establecen un reservorio pulmonar
especifico de neutrofilos (Giacalone et al., 2020). La necesidad de este reservorio se relaciona
estrechamente con el grado de exposicion que los pulmones presentan ante diversos
patdgenos, alérgenos y toxinas del medio externo, mismos que los convierten en un 6rgano
mayormente vulnerable a la inflamacién (Maas et al., 2018). La eficiente acumulacion de
neutrofilos en los pulmones es vital para la induccidn de una respuesta inmunitaria adaptativa

en el hospedero (Craig et al., 2009).

Durante un proceso inflamatorio, ocasionado por bacterias, virus u hongos respiratorios,
los macrofagos alveolares, a través de la deteccion de PAMPs y DAMPs (Maas et al., 2018),
en conjunto con las células epiteliales y endoteliales pulmonares, producen una oleada de
citocinas y quimiocinas proinflamatorias, cuyo fin es inducir la infiltracion masiva de
neutrofilos circulantes a los espacios alveolares, misma que toma lugar en los capilares
sanguineos que rodean toda la red alveolar (Rossaint y Zarbock, 2012). EI microambiente
generado induce también la proliferacion de neutrofilos en la médula ésea y la activacion de
los neutrofilos circulantes en reposo (Pechous, 2017), sefiales que también inducen el
incremento de neutrdfilos circulantes y del reservorio pulmonar especifico para este tipo
celular (Craig et al., 2009; Pechous, 2017).

En circulacidn, los neutrofilos se hallan en un estado de reposo en el que procesos como
la transcripcién y la sintesis de lipidos y proteinas no estdn activos. Para el
desencadenamiento de la respuesta inflamatoria esta actividad es esencial e involucra el
incremento en las actividades metabdlica y transcripcional (Maas et al., 2018; Rossaint y
Zarbock, 2012), el aumento en la produccidn de citocinas, la regulacién de las moléculas de
adhesion, y el incremento de las interacciones célula con célula (Craig et al., 2009).

Quimiocinas proinflamatorias, tales como las interleucinas 8 y 1 (IL-8, IL-1) y el factor de
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necrosis tumoral-a. (TNF-a), secretadas por macrofagos alveolares en respuesta a dafio
pulmonar, desempefian una funcion importante en la activacion, reclutamiento y
transmigracion de los neutrdfilos hacia el espacio alveolar, sitio en donde ejerceran sus

funciones efectoras (Rossaint y Zarbock, 2012).

Tras el inicio de la sefializacion de reclutamiento, los neutréfilos salen de la
microvasculatura capilar e ingresan al espacio alveolar a través del intersticio (espacio entre
las membranas basales del epitelio alveolar y del endotelio capilar; ver Fig. 4). Su
transmigracién al intersticio ocurre por migracion paracelular (alrededor de las células
endoteliales capilares, ~90%) o transcelular (a través de ellas, ~10%). En el intersticio, los
neutrofilos pueden permanecer en €l o adentrarse al espacio alveolar, utilizando, nuevamente,

una ruta paracelular o transcelular (Grommes y Soehnlein, 2011; Pechous, 2017).

El proceso de transmigracion ocurre dentro de una secuencia especifica muy compleja,
aunque no estricta (Fig. 6). En el espacio alveolar, macréfagos alveolares y neumocitos tipo
I guian a los neutrdfilos mediante la secrecion de mediadores inflamatorios. Compuestos por
un gran arsenal de herramientas antimicrobianas (ver 3.2.1), los neutréfilos inician una
respuesta inflamatoria con énfasis en la destruccion total de los patdgenos respiratorios
invasores (Borregaard, 2010; Grommes y Soehnlein, 2011; Maas et al., 2018; Pechous, 2017,
Rossaint y Zarbock, 2012). A pesar de que el reclutamiento de neutréfilos es vital para la
defensa de las vias respiratorias inferiores, una activacién grave es capaz de inducir dafio al
tejido pulmonar, debido, principalmente, a la liberacién constante de sus componentes

citotoxico-antimicrobianos (Grommes y Soehnlein, 2011).
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Fig. 6. Esquematizacion del reclutamiento y transmigracién de los neutréfilos al espacio alveolar. La
transmigracion de los neutrofilos al espacio alveolar ocurre a través de una serie de pasos. a) Captura de los
neutrdfilos circulantes al endotelio capilar, mediado por selectinas; b) Rolling o rodamiento mediado por
selectinas; ¢) Activaciéon mediada por citocina proinflamatorias; las plaquetas también interactian con los
neutrdfilos durante su activacion; d) Adhesion al endotelio capilar mediado por integrinas; €) Transmigracion
de los neutréfilos desde los capilares al intersticio y luego al espacio alveolar; f) Liberacion de componentes
proteoliticos antimicrobianos. Modificado de Grommes y Soehnlein, 2011.

4 Epidemiologia de la infeccion por Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), causado por la infeccion cronica
con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), representa una de las pandemias mas
significativas para la historia contemporanea de la humanidad (1981 a la actualidad) (Becerra
et al., 2016), misma que ha cambiado durante los ultimos 40 afios (Fettig et al., 2014). Esto
es, desde los primeros casos reportados a inicio de los afios 80, hasta un incremento de nuevas
infecciones en 1997, y luego una disminucion notoria de las nuevas infecciones y mortalidad
asociadas al virus durante la década de los 2000 (Fettig et al., 2014). Hoy en dia, no existe
region alguna en el mundo sin estragos asociados a la pandemia del VIH (Simon et al., 2006).

Desde inicios de la epidemia, cerca de 75 millones de personas han sido infectadas por el
VIH, mientras que aproximadamente 32 millones han muerto a causa del mismo.
Globalmente, se estima que a finales de 2018 cerca de 37.9 [32.7 a 44.0] millones de personas
estuvieron viviendo con la infeccion, con un porcentaje de prevalencia de 0.8% de
infecciones en personas de entre 15 y 49 afios de edad, y un total de 1.7 millones de

infecciones nuevas (Fig. 7). A finales del mismo afio, cerca de 770 mil personas en todo el

29



mundo murieron a causa del virus (UNAIDS, 2019; WHO, 2020). Africa-subsahariana es el
epicentro de la pandemia (Sharp y Hahn, 2011) debido a su alto indice de nuevas infecciones
(casi uno de cada 25 adultos vive con el VIH). Estas cifras representan méas de dos tercios de

las personas que viven con el virus en todo el mundo (Simon et al., 2006; WHO, 2020).

De acuerdo al Centro Nacional para la Prevencion y Control del VIH/SIDA (CENSIDA),
para México se reportaron a finales de 2019, un total de 179,640 casos de personas viviendo
con el VIH (de los cuales, 87,571 corresponden a fase de SIDA) asi como 15,653 nuevas
infecciones con respecto a 2018. EI nimero de defunciones por SIDA hacia finales de 2017
fue de 4,720. Desde inicios de la pandemia (1983-2019), México registr6 un total de 210,931
casos notificados de SIDA (CENSIDA, 2019).

Prevalencia mundial del VIH: 0.8% (2018)
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Fig. 7. Prevalencia mundial del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) en adultos. En tonalidades de
azul se muestran los porcentajes de personas con un rango de entre 15-49 afios que fueron infectadas con el
VIH durante 2018. La prevalencia mundial registrada fue de 0.8%. Modificado de Kaiser Family Fundation.
Basado en la informacién de UNAIDS, 2019.

El VIH se agrupa dentro del género Lentivirus, familia Retroviridae. Como todos los
retrovirus, el genoma del VIH se codifica por RNA monocatenario, el cual es transcrito de
forma reversa a DNA viral, por medio de la enzima transcriptasa-inversa al ingresar a una
nueva célula (Turner y Summers, 1999). Con base en las caracteristicas y diferencias de los

antigenos virales, el VIH se clasifica en los tipos 1y 2 (VIH-1y VIH-2) (German Advisory
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Committe Blood, 2016). Epidemiologicamente, el VIH-1 se extiende a lo largo de todo el
mundo, en tanto que el VIH-2 se restringe s6lo a Africa Occidental y algunas regiones
europeas, como Portugal. En humanos, la infeccidn cronica de ambos virus es causa de SIDA,
sin embargo, la progresion a inmunodeficiencia del VIH-2 es mas lenta a comparacion de la
vista en el VIH-1 (Nyamweya et al., 2013). Se ha referido al VIH como una derivacion del
virus de inmunodeficiencia simiana (SIV), a través de un proceso zoon6tico proveniente de
su hospedero natural, el mono tiznado Cercocebus atys proveniente de Africa occidental. En
esta especie, la infeccion por SIV, aunque de por vida, no es pategénica ni progresa a

enfermedad crénica (Ling, et al., 2004), aunque esto ultimo es tema actual de discusion.

A pesar de que no existe una cura definitiva para el VIH, numerosos farmacos se han
aprobado para su uso clinico, cuya accion se basa en la intervencién y/o inhibicion de las
diferentes etapas del ciclo replicativo viral (Ruelas y Green, 2013). Hoy en dia, existen 32
farmacos o Tratamientos Antirretrovirales (TAR) aprobados por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) (por sus siglas en inglés, Food and
Drug Administration) para el tratamiento de la infeccion por el VIH (Phanuphak y Gulick,
2020). La terapia antirretroviral de gran actividad HAART (por sus siglas en inglés, Highly
Active Antiretroviral Treatment) es un tratamiento que reduce considerablemente la
progresion de la enfermedad a SIDA (Girard et al. 2011). Actualmente, la terminologia
HAART se halla en desuso; en su lugar esta terapia recibe el nombre de TARc o Tratamiento

Antiretroviral combinado.

Actualmente, méas de 23 millones de personas a lo largo de todo el mundo consumen el
TAR (Phanuphak y Gulick, 2020), no obstante, éste no es universal y las perspectivas para
alcanzar un tratamiento o vacuna curativa son inciertas (Sharp y Hahn, 2011). De acuerdo al
ultimo boletin de atencion integral de personas con VIH proporcionado por CENSIDA
(CENSIDA, 2019), al cierre de 2019 se registraron para México 100,409 personas bajo TAR,

con un estatus activo en la plataforma SAL-VAR de la Secretaria de Salud.
5 Inmunopatogeénesis de la infeccion por el VIH (Historia Natural del VIH)

La transmision del VIH ocurre por el contacto con mucosas, y puede llevarse a cabo
mediante tres vias: a través de las via sexual, por via sanguinea (por transfusion de sangre o

productos de sangre contaminados), y por via materno-infantil (de madre a hijo durante el
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embarazo, el parto o lactancia) (Girard et al., 2011; Sharp y Hahn, 2011). Las mucosas
superficiales (cervicovaginal, rectal, oral) representan la principal via de entrada para el VIH
en la gran mayoria de infecciones (Becerra et al., 2016). Se estima que el 80% de los casos
adquirieron el virus por medio de esta via, mientras que el 20% restante se infectd por
inoculaciones percutaneas o intravenosas (Cohen et al., 2011). Asi, el SIDA se considera,

primordialmente, una enfermedad cronica de transmision sexual (Sharp y Hahn, 2011).

Para anclarse y fusionarse a la membrana de la célula blanco, el VIH interactia con el
receptor CD4, y con uno de los correceptores a quimiocinas, CCR5 o CXCR4, a traves del
complejo glicoproteico de la envoltura viral: gp120 (German Advisory Committe Blood,
2016; Turner y Summers, 1999). La distribucion de estas moléculas superficiales esta
presente en un gran numero de poblaciones de células T, asi como en monocitos/macréfagos,
timocitos y células dendriticas (CDs). Las células T CD4" de tejido linfoide constituyen la
principal (aunque no unica) fuente de produccion virica (Simon y Ho, 2003). A pesar del
tamafio minimo de su genoma (menos de 10 kb) y de sus pocos genes, el VIH sobresale por
su gran capacidad para aprovechar las vias de sefializacion de las células infectadas, asi como
por neutralizar y evadir los complejos componentes del sistema inmunoldgico (Simon et al.,
2006). Lo anterior le permite persistir a las respuestas inmunolégicas del huésped, incluso

ante tratamientos antirretrovirales altamente supresivos (Stevenson, 2003).

La destruccion gradual de las células CD4" (naive y de memoria) es la caracteristica
principal de la infeccion por el VIH, siendo el SIDA la Gltima etapa de ésta (Simon et al.,
2006). Células T CD4", asi como células de Langerhans, son los blancos principales del virus,
aunque otras PDC (células dendriticas plasmacitoides) (Borrow y Bhardwaj, 2008) y
macrofagos desempefian un papel accesorio infectivo secundario en su propagacion (Becerra
et al., 2016). Con la migracion de células infectadas (células T CD4*, PDC y macréfagos) al
torrente sanguineo ocurre una amplificacion viral secundaria en el tracto gastrointestinal,
bazo, médula dsea y otros tejidos linfoides secundarios, hecho que produce una infeccion
masiva de células susceptibles (Cohen et al., 2011; Simon et al., 2006). A través de diversas
mutaciones puntuales, recombinacion y variaciones en su secuencia génica, el VIH adquiere
un alto nivel de diversidad génica, que se traduce en la presencia de diferentes cuasi-especies:

mutantes virales residentes en los diferentes compartimentos biolégicos del hospedero,
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caracterizadas por una elevada resistencia a los anticuerpos neutralizantes producidos, a las
células T CD8" citotoxicas y al TAR (Simon et al., 2006). EI microambiente crénico
inflamatorio producido es el causante de la fibrosis en los tejidos linfoides y del irreversible
fallo en la regeneracion de las células T CD4*, lo que induce, de manera progresiva, el estado
hacia SIDA. Se ha observado que el TAR es capaz de revertir muchos de estos mecanismos
inflamatorios, previniendo que el VIH avance de una etapa infectiva a la siguiente, sin

embargo, el efecto es incompleto (Sereti y Atfield, 2016).

A pesar de que el curso infectivo y los niveles de carga viral pueden variar de un individuo
a otro, la historia natural de la infeccion por el VIH es practicamente la misma en todas las
personas que no se encuentran bajo TAR (Becerra et al., 2016). La historia natural de la
infeccion se basa en la dindmica de la cuantificacion de células T CD4* en un mm? de sangre,
y de la carga viral, definida como el nimero de copias de RNA virico por ml de plasma
sanguineo de un individuo infectado (Simon y Ho, 2003; Nyamweya et al., 2013). Compuesta
por las fases aguda, crénica y SIDA, la historia natural describe el grado de
inmunodeficiencia (Sereti y Lane, 2001) de una persona con el VIH, asi como su capacidad

de transmitir el virus (Fig. 8) (Novitsky y Essex, 2012).
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Fig. 8. Historia natural de la infeccion por el VIH. El curso infectivo del VIH esta dividido en las fases
aguda, cronica y SIDA. En pacientes sin TAR, el conteo de células T CD4* sanguineas (azul) decrece
progresivamente a lo largo de la infeccién. Un pico caracteristico de carga viral (rojo) esta asociado a la fase
aguda de la infeccién, mismo que alcanza una estabilidad durante la fase crénica o asintomatica; en la fase de
SIDA aumenta nuevamente. Asimismo, la diversidad viral incrementa como resultado de una alta tasa
replicativa viral, asi como de mutaciones puntuales asociadas al virus. Modificado de Becerra et al, 2016; Simon
y Ho, 2003.
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5.1 Fase aguda

Luego de su transmisidn, y durante un periodo aproximado de 1 a 2 semanas, denominado
fase de eclipse, el VIH se propaga libremente desde el sitio inicial de la infeccion hasta los
organos y tejidos linfoides, sitios idoneos para su replicacion. Durante la fase eclipse la carga
viral es indetectable y, tanto el montaje de una respuesta inmunolégica como los primeros

sintomas de la infeccion, no son visibles ain (Coffin y Swantrom, 2013; Becerra et al., 2016).

El proceso de seroconversion (produccion de anticuerpos anti-VIH) ocurre en el 70 a
80% de individuos infectados, durante la fase aguda o primaria (2 a 4 semanas post-
infeccion), como parte de la respuesta inmunoldgica ante los niveles relativamente altos de
carga viral circulante (> 107 copias de RNA viral por ml de plasma) (Melhuish y Lethwaite,
2018). Ademas, un porcentaje significativo de células T CD4" en sangre y ganglios linfaticos
se infecta en este punto (Coffin y Swantrom, 2013). Los sintomas méas comunes durante la
fase aguda (en conjunto denominados sindrome agudo infectivo por VIH) (Klimas et al.,
2008) son: fiebre, malestar, mialgia, artralgia, erupciones cutaneas, faringitis, ulceras orales
y diarrea. La mayoria de estos sintomas desaparecen después de 7 alO dias (Lethwaite y
Wilkins, 2009; Melhuish y Lethwaite, 2018).

A medida que se alcanza el pico en la carga viral (Fig. 8) inicia el desencadenamiento de
la respuesta inmunoldgica, reflejada tanto en la produccion de anticuerpos antivirales como
en la accion de células T CD8" citotoxicas en contra de los antigenos virales expresados en
las células infectadas (Coffin y Swantrom, 2013). En este punto de la infeccidn el reservorio
y latencia virales ya se han establecido. La intervencién del TAR durante la seroconversion
aguda reduce significativamente las magnitudes del reservorio inicial (Sereti y Lane, 2001);
cualquier reduccién en el nivel de la carga viral es capaz de disminuir la transmision del VIH
(Novitsky y Essex, 2012).

Al término de la fase aguda, la carga viral desciende a medida que la respuesta
inmunoldgica contra el virus se desarrolla (Fig. 8) (Simon y Ho, 2003). La fase aguda se
caracteriza por una disminucion transitoria en el nimero de células T CD4" en sangre (<500
células por mm?) (Coffin y Swantrom, 2013; Klimas et al., 2008). De manera general, una
persona saludable muestra una cuantificacion de entre 800 a 1200 células T CD4* por mm?®
de sangre (Klimas et al., 2008). Respecto a la carga viral, ésta disminuye constantemente
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(usualmente <10? copias de RNA viral por ml de plasma) (German Advisory Committe
Blood, 2016) hasta alcanzar un punto estable (Simon y Ho, 2003) dentro de un periodo usual
de seis semanas post-infeccion (Melhuish y Lethwaite, 2018), no obstante, la replicacion

viral no cesa de forma definitiva (Mindel, 2001) (Fig. 8).
5.2 Fase crbnica

Tras el periodo de seroconversion, la cuantificacion de células T CD4" incrementa de
nuevo, aunque generalmente lo hace por debajo de su nivel previo a la infeccion por el VIH
(Lethwaite y Wilkins, 2009). En caso de no tomar tratamiento antirretroviral, la
cuantificacion de células T CD4" en sangre iran gradualmente en declive (499 a 200 células
por mm3) (Coffin y Swantrom, 2013; German Advisory Committe Blood, 2016) en los
préximos 6 a 8 afios (Fig. 8). En algunos casos, la cuantificacion de células T CD4" alcanza
una baja muy acelerada durante los proximos 6 a 12 meses post-infeccion (Melhuish y
Lethwaite, 2018). Estos eventos constituyen la fase de estabilidad o de latencia clinica de la
infeccion por el VIH en personas que no se hallan bajo un régimen de tratamiento
antirretroviral. La duracién de esta fase puede abarcar un periodo de ~7 a 10 afios, mismo
que es altamente variable entre cada uno de los individuos infectados (Coffin y Swantrom,
2013; Hernandez-Vargas y Middleton, 2013).

De manera general, la fase crénica se caracteriza porque los pacientes son asintomaticos
y usualmente inconscientes de su estado infectivo (Coffin y Swantrom, 2013). Pese a esto,
otros tantos pueden presentar linfoadenopatias persistentes generalizadas (hinchazén o
agrandamiento de los glanglios linfaticos en dos o maés sitios extra-inguinales), cuya
presencia afecta principalmente a los ganglios axilares, cervicales e inguinales. Estos
sintomas pueden estar acompafiados de una sensacion de cansancio, sudoracion y mialgia
(Melhuish y Lethwaite, 2018). A pesar de denominarse fase de latencia clinica, en esta etapa
la infeccion viral se halla lejos de ser latente y nimeros elevados de células T CD4* mueren
diariamente (Coffin y Swantrom, 2013), de manera particular, en los tejidos asociados a
mucosas del tracto gastrointestinal o GALT (por sus siglas en inglés, gut-associated

lymphoid tissue) y en los ganglios linfaticos (Cohen et al., 2011; Forsman y Weiss, 2008).
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5.3 Fase de SIDA

A partir de la fase asintomatica, y sin TAR, la cuantificacion de células T CD4" sigue en
declive (Fig. 8) (Coffin y Swantrom, 2013; Melhuish y Lethwaite, 2018). A medida que
progresa la infeccion, los primeros sintomas inespecificos de una inmunodeficiencia
comienzan a surgir como resultado de un debilitamiento inmunoldgico ligado a la replicacién
viral alta (Fig. 8) (Mindel, 2001). Estos sintomas pueden incluir episodios de diarrea,
malestar, fatiga y pérdida de peso, sintomas del denominado complejo relacionado al SIDA.
Cuando la inmunodeficiencia ha progresado (<200 células T CD4* por mm?q), la respuesta
inmunitaria se debilita aln mas e infecciones oportunistas y neoplasmas comienzan a surgir.
Las infecciones oportunistas y patégenos mas frecuentes en la fase de SIDA son:
Mycobacterium tuberculosis, Pneumocystis jirovecii, Toxoplasma gondii, Cryptosporidium
parvum, Candida, la reactivacion de virus como el cytomegalovirus (CMV) y el virus herpes
simple (VHS), entre otros. Sin TAR, la causa mas comun de muerte asociada al SIDA suele
ser una infeccion oportunista. Canceres como el sarcoma de Kaposi, el linfoma no Hodgkin
de células B y el carcinoma cervical también se asocian al SIDA (Forsman y Weiss, 2008;
German Advisory Committe Blood, 2016; Girard et al., 2011).

6 Respuesta inmunoldgica innata durante una infeccién por el VIH: funcién de los

neutrofilos circulantes

El estudio del impacto que tiene la infeccion del VVIH en los neutrofilos, asi como el papel
de éstos en la progresion de la enfermedad, es apenas reciente. Actualmente, se sabe que
durante una infeccion por el VIH los neutréfilos presentan defectos funcionales (Yaseen et
al., 2017).

Los individuos infectados por el VIH suelen experimentar una baja considerable en la
cuantificacion de neutrofilos circulantes a medida que progresa la infeccion, evento que se
denomina neutropenia, mismo que difiere en duracion y gravedad entre los pacientes
infectados. La neutropenia se halla asociada a cuantificaciones bajas de células T CD4" y a
cargas virales altas. Otras anormalidades, tales como la reduccion en la actividad bactericida,
defectos en la degranulacion y quimiotaxis, fagocitosis inefectiva, expresién anormal de las
moléculas de adhesidn, la reduccion en la produccion de ROS, y el aumento en la tasa

apoptotica, son caracteristicas que se han reportado en los neutréfilos de personas con VIH
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(Hensley-McBain y Klatt, 2018; Shi et al., 2014; Shi et al., 2014; Yaseen et al., 2017). Pese
a que no hay estudios que demuestren procesos estrictos de infeccion y muerte directas por
parte del VIH a neutréfilos maduros (Yaseen et al., 2017), algunos reportes indican que
ciertas proteinas virales son capaces de suprimir la proliferacion de células progenitoras
granulo-monociticas (Hensley-McBain y Klatt, 2018; Yaseen et a.l, 2017). La disminucion
progresiva en el nimero de neutrofilos y las anormalidades en las funciones efectoras de los
restantes, son factores que disminuyen gravemente la capacidad del hospedero para eliminar
invasores bacterianos y fangicos; factores que aumentan el riesgo de sufrir infecciones
riesgosas como bacteremia y aspergillosis en la fase de SIDA (Hensley-McBain y Klatt,
2018; Shi et al., 2014).

Los neutrofilos pueden presentar un impacto diverso durante la infeccién por el VIH
dependiendo de su localizacion y funcionalidad, asi como de la etapa infectiva del virus
(Hensley-McBain y Klatt, 2018). Pese a ser uno de los primeros grupos celulares en
responder ante infecciones y patdgenos invasores, contribuyen de igual manera a la induccion
de dafio tisular mediante la liberacién de ROS y otras moléculas antimicrobianas que,
secretadas en grandes cantidades, son factores potencialmente dafiinos para el hospedero
(Hensley-McBain y Klatt, 2018; Mocsal, 2013). Durante una infeccién por el VIH, esta
dicotomia podria tener un impacto significativo debido a la naturaleza de transmision del
virus, es decir, a través de diversas mucosas Y tejidos especificos. Debido a esto, la dindmica
entre las funciones efectoras antimicrobianas y el dafio tisular specifico (ligado a la
degradacidn de proteinas estructurales en las mucosas) ocasionado por los neutréfilos, podria
ser un factor de gran relevancia en la patogénesis del virus. EI aumento en la translocacién
bacteriana, la activacion sistémica inmunoldgica, asi como el surgimiento de infecciones
oportunistas y comorbilidades, son algunos eventos asociados al dafio tisular inducido por
neutrofilos durante una infeccion por el VIH (Hensley-McBain y Klatt, 2018; Yaseen et a.l,
2017).

Uno de los mecanismos efectores anti-VIH es la induccién de NETSs (ver 3.2.1), tal como
lo observaron Saitoh y colaboradores (Saitoh et al., 2012) en cultivos de neutrofilos de sangre
periférica humana. Al capturar las particulas virales, las NETs promueven su eliminacion

mediante las propiedades anti-VIH de la mieloperoxidasa y de las a-defensinas. Como
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células fagociticas, los neutréfilos son capaces de internalizar al VIH, sin embargo, se asume
que éste es capaz de evadir la actividad fagocitica al escapar por compartimentos
endosomales carentes de actividad proteolitica, tal como se reporta en macréfagos (Jouve et
al., 2005; Yaseen et al., 2017).

6.1 Inmunopatogenesis de la infeccion por el VIH en pulmoén: funcion inmunologica

de los neutrofilos alveolares

La mayor parte de la informacion que actualmente se tiene acerca del papel de los
neutrdfilos durante la infeccion con VIH pertenece solamente a aquella caracterizada en los
neutrofilos circulantes (Hensley-McBain y Klatt, 2018). Sélo una pequefia parte de la
literatura cientifica se enfoca en la respuesta inmunologica pulmonar que este tipo celular
efectla durante la infeccidn (Beck, 2005). De forma importante, el estudio de los neutrofilos
en muestras de lavado bronco-alveolar (LBA) ofrece una gran oportunidad para el estudio de
los efectos que tiene el VIH en los pulmones, asi como el impacto de las infecciones

oportunistas asociadas a éste (Beck, 2005).

En cuanto a los pulmones se refiere, la infeccion por el VIH se encuentra relacionada
estrechamente con una profunda susceptibilidad a presentar infecciones pulmonares
(Shellito, 2004). Desde inicios de la epidemia y hasta nuestros dias, infecciones pulmonares
como la neumonia bacteriana y flngica, ademas de la tuberculosis, son causas significativas

de morbilidad y mortalidad en personas que viven con VIH (Gingo y Morris, 2012).

Pocos datos existen acerca del papel que desempefian los neutrofilos durante una
infeccion por el VIH en los espacios alveolares (Beck, 2005). Pese a esto, se sabe que el
establecimiento del virus en los pulmones desencadena una estimulacion y activacion local
inflamatoria que se ve potenciada tras la infeccion de un patdgeno respiratorio bacteriano o
fangico (fase de SIDA) (Head et al., 2019). En este sentido, después de haberse generado un
microambiente proinflamatorio, resultado del incremento en la activacion de macrofagos, al
incremento de marcadores inflamatorios (IL-8, IL-15 y TNF-a), y a la invasion de un
patdgeno oportunista, un gran ndmero de neutrofilos y otras células anti-inflamatorias
(eosinofilos) se reclutan al espacio alveolar (Costiniuk y Jenabian, 2014). Las funciones
efectoras de los neutrofilos podrian ser un reflejo de aquellas que se observan en sangre

durante la infeccion por el VIH: alteraciones en la produccion de ROS, deterioro en la
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fagocitosis, aumento en la tasa apoptoética, entre otros. La sobrevivencia inapropiada de los
neutrdfilos alveolares podria inducir un estado inflamatorio crénico, regido por la continua
liberacion de mediadores inflamatorios, ademéas de desencadenar una desregulacion y dafio
pulmonar irreparables (Borregaard, 2010; Charles y Shellito, 2016; Head et al., 2019).

7 Activacion inmunologica e inflamacion crénica durante la infeccion por el VIH

Tal como se mencion0, la infeccion del VIH induce el desarrollo de respuestas
inmunoldgicas innato-adaptativas en el hospedero humano. Sin embargo, el efecto
resolutorio de éstas es insuficiente o demasiado tardio como para erradicar al virus,
circunstancias que establecen una latencia viral de por vida y conducen a un estado de
inflamacion cronica. Es a partir de esta ultima que surge el progreso a una inmunodeficiencia
con eventos mortales en caso de no tratarse (Sokoya et al., 2017). La inmunodeficiencia en
personas con VIH no sélo se caracteriza por una disfuncionalidad del sistema inmunolégico,
sino también se determina por un estado cronico de activacion inmunologica y un continuo
recambio celular acompafiado de una elevada tasa apoptética (Mogensen et al., 2010). Hoy
en dia, se considera a la activacion inmunoldgica como una fuerza impulsora del agotamiento

progresivo y muerte de las células T CD4" (Paiardini y Miller-Trutwin, 2013).

Las primeras descripciones con relacion a la activacion inmunoldgica se basaron en
observaciones clinicas y en analisis de muestras sanguineas de personas en fase cronica del
VIH. Los andlisis sanguineos revelaron un incremento notable en los marcadores de
activacion (co-expresion de los marcadores CD38 y el antigeno leucocitario humano HLA-
DR™) y proliferacion (Ki-67) tanto en células T CD4* como en T CD8". Dicho perfil
inmunoldgico se asoci6 con el decremento de células T CD4" y la progresion hacia la fase
de SIDA (Paiardini y Muller-Trutwin, 2013; Utay y Hunt, 2016). Tiempo después se
determind que la activacion persistente de células T se encontraba ligada a procesos
inflamatorios, translocacién microbiana y a niveles altos en los marcadores de coagulacion
en el hospedero (Paiardini y Muller-Trutwin, 2013; Sokoya et al., 2017). Actualmente, el
analisis de estos factores es un punto clave en la prediccion de la enfermedad. Independiente
a la carga viral (Chan-Cheng et al., 2017; Paiardini y Muller-Trutwin, 2013) y a la
cuantificacion de células T CD4", la activacién inmunolégica posee gran relevancia en el

estudio de la inmunopatogénesis del VIH (Nyamweya et al., 2013; Simon et al., 2006).

39



Tras la infeccidn por el VIH, existen multiples mecanismos moleculares y celulares que
pueden dar explicacién a la activacion inmunoldgica, esto debido a las complejas
interacciones existentes entre el virus y el sistema inmunolégico (Paiardini y Muller-Trutwin,
2013). La pérdida de la integridad del GALT, ocurrida durante la fase aguda de la infeccion,
y la subsecuente translocacion de productos bacterianos (peptidoglicanos, &cidos
lipoteicoicos, LPS, flagelina, DNA ribosomal) desde el lumen intestinal hasta la circulacion
sistémica, son factores con gran relevancia en el desencadenamiento de la activacion
inmunoldgica e inflamacién crénica. Lo anterior debido a que, tras su reconocimiento por
TLRs de macréfagos, monocitos y PDC, los productos bacterianos desencadenan la
produccion de citocinas proinflamatorias, entre ellas IL-1B, IL-6, TNF-a e interferones de
tipo 1, tales como IFN-o e IFN-B, hecho que desemboca en el estado de activacion
inmunoldgica sistémica e inflamacion persistente (Deeks et al., 2013; Sokoya et al., 2017).
La activacion inmunoldgica asociada a VIH se caracteriza por un incremento sistémico de
mediadores proinflamatorios: TNF-a, IFN-a, IL-2 e IL-8, ademas de células T reguladoras
disfuncionales (Tregs); circunstancias que retroalimentan el estado inflamatorio indefinido
(Deeks et al., 2013; Mogensen et al., 2010; Paiardini y Muller-Trutwin, 2013; Sokoya et al.,
2017; Sereti y Atfield, 2016).

La gran mayoria de los estudios ligados a la activacién inmunoldgica se han realizado en
sangre gracias a su facil accesibilidad. En tejidos y mucosas, la activacion inmunolégica se
caracteriza por un cambio radical en el perfil inmunoldgico probablemente debido a la gran
expresion de citocinas pro y anti-inflamatorias, y a la modificacion en los receptores de
migracion en las células (Paiardini y Muller-Trutwin, 2013).

En los pulmones, especificamente, el cambio en el perfil inmunoldgico se refleja tanto en
el tracto respiratorio superior como en el inferior. En la mucosa respiratoria superior el VIH
induce alteraciones tanto en la eficiencia de la accion mucociliar del epitelio como en las
propiedades defensivas de algunas moléculas solubles, entre ellas las a-defensinas. En el
tracto inferior las respuestas inmunoldgicas innato-adaptativas también se ven modificadas
de forma negativa (Beck, 2005; Crothers et al., 2011; Shellito, 2004). Durante la etapa
infectiva agudo-crénica, las personas con VIH presentan nimeros altos de células T CD8"

citotoxicas en el intersticio y espacios alveolares, mismas que secretan grandes cantidades de
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IFN-vy, citocina clave en la activacion de las funciones efectoras de macrofagos. No obstante,
al ser los macrofagos y células T (CD4/CD8™) susceptibles a la infeccidn por el virus, hacen
de los pulmones uno de los reservorios virales mas importantes del hospedero (Beck, 2005;
Costiniuk y Jenabian, 2014; Crothers et al., 2011; Koppensteiner et al., 2012; Twigg Il et
al., 2008). Como consecuencia, los macrofagos alveolares presentan deficiencias en el
reconocimiento de patdgenos y alteraciones en sus funciones inmunoldgicas, mismas que se
reflejan en la sobreexpresion de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, IFN-a)) que potencian
la proliferacion de células T y, por ende, la replicacion viral en la zona pulmonar (Beck,
2005; Crothers et al., 2011; Shellito, 2004).

La sobreexpresion de citocinas proinflamatorias por parte de macréfagos y células T, asi
como el reclutamiento de los neutréfilos hacia los alveolos, son eventos que podrian tener un
impacto positivo en la activacion inmunologica y facilitar el desarrollo de comorbilidades
asociadas a SIDA (Hensley-McBain y Klatt, 2018).

7.1 CD163s y CD143s como marcadores de activacion inmunoldgica e inflamacion

cronica

Actualmente, la activacion de monocitos y macrofagos tisulares se reconoce cada vez
mas como un importante mediador de la morbilidad y mortalidad asociadas al SIDA. Los
marcadores de inflamacion solubles (CD163s y CD14s) desempefian un papel relevante en
este proceso (Deeks et al., 2013; Utay y Hunt, 2016).

CD163 es el receptor carrofiero de hemoglobina (HbSR) que se expresa estrictamente en
la superficie membranal de monocitos/macré6fagos, cuya funcién es la absorcion de
hemogloblina/haptoglobina liberada en el plasma durante procesos fisioldgicos o patolégicos
de hemdlisis. Ademas de este papel metabolico, se reporta que diferentes ligandos
bacterianos y virales tienen afinidad a este receptor, entre ellos el LPS (Deeks et al., 2013;
Mgller, 2012). En respuesta a numerosos estimulos inflamatorios, el receptor CD163 es
liberado en su forma soluble (CD163s), cuyas altas concentraciones en plasma reflejan una
gran actividad de los macréfagos, asi como procesos inflamatorios cronicos y agudos en
relacién a un amplio espectro de enfermedades (Etzerodt y Moestrup, 2013). En condiciones
normales, CD163 se expresa en la gran mayoria de subpoblaciones de macréfagos tisulares

maduros (Fabriek, et al., 2005), en comparacion con los monocitos circulantes, donde esta
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expresion es menor (Utay y Hunt, 2016). Sin embargo, durante procesos inflamatorios como
los inducidos por el VIH, la escision en grandes cantidades de su forma soluble, CD163s, es
un factor indicativo de inflamacion en el tejido subyacente (Fabriek, et al., 2005). Lo anterior
sugiere que el biomarcador CD163s podria desempefiar un papel importante en la

inflamacion especifica de tejidos tras una infeccion por VIH (Utay y Hunt, 2016).

Por su parte, CD14 es un marcador de diferenciacion mieloide presente en monocitos
circulantes y macrofagos tisulares (no expresado en macrofagos del GALT). Junto al TLR4,
es un correceptor membranal anclado con gluco-fosfatidilinositol (GPI) de union a LPS,
componente de la pared celular en bacterias gram negativas (Deeks et al., 2013; Sandler et
al., 2011). Tras la uniéon CD14 con LPS se produce la escision y liberacion sistémica de una
de sus dos isoformas solubles (CD14s). Niveles altos de CD14s en plasma son un reflejo de
la bioactividad y exposicion sistémica al LPS. En personas VIH™, dicha exposicion podria
ser el resultado de una disbiosis intestinal y consecuente translocacion bacteriana producida
por el fenébmeno de inflamacion cronica persistente. Por lo anterior, CD14s es un elemento
clave en la activacion de monocitos/macrofagos tisulares, ademas de un indicativo de la
progresion infectiva del VIH (Sokoya et al., 2017; Shive, et al., 2015). Hoy en dia, los
marcadores de inflamacién CD163s y CD14s se encuentran estrechamente relacionados con
anormalidades pulmonares en pacientes con VIH (Head et al., 2019).

8 Microorganismos oportunistas en la infeccion por el VIH: coinfeccion VIH-
Pneumocystis

Pneumocystis jirovecci (antes denominado Pneumocystis carinii) es el hongo oportunista
causante de neumonia (Pneumocystis neumonia; PCP) en humanos. Al igual que otros
patdbgenos oportunistas, P. jirovecci ocasiona enfermedades en individuos
inmunocomprometidos, particularmente en aquellos con el VIH (Kelly y Shellito, 2010).
Durante los ultimos 30 afios, la pandemia del VIH incremento notablemente la prevalencia

de la PCP, que es una de sus complicaciones mayormente asociadas (Guo et al., 2014).

En humanos, P. jirovecii tiene un tropismo por la superficie alveolar, en donde
probablemente se nutre de liquido surfactante y otras células alveolares (Cortés-Telles et al.,
2011); su transmisidn ocurre de persona a persona a través de la via aérea (Truong y Ashurst,

2019). Basandose en su morfologia, su ciclo de vida se conforma por 1) forma tréfica:
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mononuclear y de pared delgada (1 a 8 um), predominante en la infeccion activa del espacio
alveolar. Se ancla a los neumocitos tipo | y esté caracterizada por su reproduccion asexual;
2) prequiste o fase intermediaria de la reproduccion sexual: posee una forma méas alargada y
esférica que la forma trofica (~4 a 8 um), y 3) quiste 0 asca de esporas: caracterizada por una
pared celular gruesa con una membrana externa (4 a 8 um). Tipicamente, cada quiste contiene
de 2 a 8 esporas (~1 um). Tras madurar, las formas troficas juveniles son liberadas del quiste
maduro (Kelly y Shellito, 2010; Skalski et al., 2015). Tras su infeccion, la adherencia de P.
jirovecii al epitelio alveolar desencadena respuestas inflamatorias que resultan en la
quimiotaxis de macrofagos alveolares, neutréfilos y células T CD4*. No obstante, la
persistencia fangica induce una respuesta inflamatoria incontrolada que culmina en dafio
pulmonar y en un intercambio gaseoso deficiente, mismo que se refleja en el desarrollo de
hipoxia y, en casos graves, fallo respiratorio agudo (Cortés-Télles et al., 2011; Truong y
Ashurst, 2019).

En pacientes con VIH, la PCP se describe como una enfermedad definitoria del SIDA
(<200 células T CD4* por mm?® de sangre). Actualmente, pese a que la tasa infectiva va en
disminucion progresiva, el TARc y la profilaxis primaria tan sélo retrasan la infeccién de P.
jirovecii, no la erradican (Steele et al., 2005). En paises sin acceso universal al TAR, la PCP
todavia es causa significativa de mortalidad y morbilidad tras una infeccién por el VIH
(Cortés-Télles et al., 2011). Clinicamente, las personas con una coinfeccion VIH-PCP se
caracterizan por un cuadro sintomatico compuesto por disnea progresiva, tos productiva o no
de esputo claro, malestar y fiebre baja (Kelly y Shellito, 2010). Se estima que hasta un 75%
de pacientes en fase de SIDA podrian desarrollar PCP (Cortés-Télles et al., 2011).

9 Respuesta inmunoldgica durante una coinfeccion VIH-PCP: papel de los neutrdfilos

alveolares y células afines

Debido al tropismo alveolar que presenta P. jirovecii, los macréfagos alveolares son la
primera linea de defensa en el control y prevencion de la infeccion de este microorganismo.
Su importancia radica en la habilidad de eliminar tanto las formas tréficas como quisticas a
través del reconocimiento de PAMPs en la superficie del patdgeno (Kelly y Shellito, 2010).
No obstante, en una coinfeccion VIH-PCP, las funciones efectoras de los macréfagos se han

visto en deterioro. Koziel y colaboradores (Koziel et al., 1998), reportaron macrofagos
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alveolares con una actividad fagocitica reducida en personas VIH®, en comparacién con la
observada en individuos sanos, misma que se relacion6 con bajos niveles en la produccion
de receptores de manosa. La disminucion en este receptor podria ligarse a la infeccion por el
VIH, hecho que conduciria a una persistencia fangica alta, y por ende, a una incidencia
elevada de PCP en personas VIH" (Steele et al., 2005). Alteraciones en las funciones
fagociticas y efectoras de los macréfagos alveolares podrian reflejarse en el deterioro o
potenciamiento del reclutamiento de neutrofilos al espacio alveolar en personas con esta

coinfeccion.

Tal como se mencion6 en el apartado 7 de la Introduccion, el estado de inflamacién
cronica, inducido en parte por la gran actividad funcional de los macréfagos alveolares y la
sobreexpreion de citocinas proinflamatorias (entre ellas 1L-8) en respuesta a LPS y otros
estimulos antigénicos, es un factor que excacerba la disregulacién del perfil inmunolégico
pulmonar (Costiniuk y Jenabian, 2014; Sokoya et al., 2017). Dicha disregulacion
inmunoldgica podria definir la calidad y eficacia del reclutamiento de neutrofilos al espacio
alveolar en personas VIH*PCP*. En este ambito, la literatura cientifica ha reportado gran
abundancia de neutréfilos en muestras de LBA de personas inmunocomprometidas
(asociadas a VIH) y con una coinfeccion por PCP. Esta informacion sugiere que el estado de
inmunodeficiencia, aunado a la inflamacion pulmonar persistente ligada a la sobreexpresion
de mediadores inflamatorios, son sindbnimo de un incremento en el recuento de neutrofilos
alveolares (Kelly y Shellito, 2010; Steele et al., 2005).

Uno de los primeros estudios en este &ambito es el realizado por Jensen y colaboradores
en 1991 (Jensen et al., 1991), quienes reportaron que la colonizacion pulmonar de P. jirovecii
en personas en fase de SIDA esta caracterizada por un alto influjo de neutréfilos al espacio
alveolar, ademas de un elevado nimero de células T CD8". Aunque retrospectivo, este
estudio correlaciona la cuantificacion de neutrofilos con la funcion pulmonar y la gravedad
clinica de P. jirovecii en pacientes VIH" (Steele et al., 2005). En contraste, uno de los pocos
estudios que refutan esta correlacién es el elaborado por Limper y colaboradores (Limper et
al., 1989), quienes reportaron, en muestras de LBA, un nimero elevado de neutrofilos

alveolares en pacientes inmunocomprometidos (no asociados a VIH), asi como niveles
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reducidos de este tipo celular en pacientes VIH*PCP*. En su mayoria, los estudios actuales

inmersos en este ambito concuerdan con lo reportado por Jensen y colaboradores.

De forma importante, diferencias en el microambiente de citocinas son factores que
influencian el perfil inmunoldgico pulmonar (Costiniuk y Jenabian, 2014). Por ejemplo, el
estudio realizado por Benfield y colaboradores (Benfield, et al., 1995) sefiala que el recuento
de neutrofilos en el espacio alveolar se halla estrechamente en relacion con los niveles
sistemicos de IL-8, potente quimioatrayente de neutréfilos. Adicionalmente, estudios
reportan que en respuesta a P. jirovecii, los neumocitos tipo | (blanco principal de P.
jirovecii) son potenciales productores de CXCL8 (IL-8) y CCL2, factores que facilitan el
reclutamiento de neutrdfilos y monocitos/células T al espacio alveolar (Kelly y Shellito,
2010; Martin y Frevert, 2005; Norris et al., 2006; Steele et al., 2005).

Las funciones efectoras de los neutrdfilos alveolares durante una coinfeccion VIH-PCP
han sido poco estudiadas. Sin embargo, se cree que podrian desempefiar un papel
potencialmente negativo. Algunos estudios reportan deficiencias en las funciones efectoras
de este tipo celular, entre ellas, la disminucién y deterioro en la produccién de ROS, asi como
el funcionamiento anormal en la fagocitosis dependiente de anticuerpos (Steele et al., 2005).
A pesar de los avances cientificos, estas investigaciones son escasas y la gran mayoria de
ellas se elaboraron en modelos murinos, cuyos resultados suelen extrapolarse a la dinamica

pulmonar humana.
10 Otros marcadores de activacion asociados a neutrofilos: CD13, CD66b, CD11by CD63

Con relaciéon a los neutrofilos, el andlisis de la expresion de diversos marcadores
funcionales asociados a ellos es imprescindible para el entendimiento de los procesos
bioldgicos involucrados en el reclutamiento de estas células durante un proceso inflamatorio.
En esta investigacion incluimos cuatro importantes marcadores de superficie celular (CD13,
CD66b, CD11b y CD63) asociados a procesos efectores como son la activacion celular, la
ahdesion y la granulacion de componentes antimicrobianos. La evaluacion de la expresion
de estos marcadores en LBA de personas con VIH y neumonia por PCP podria otorgar
informacién clave sobre la dindmica de reclutamiento de neutréfilos bajo condiciones

bioldgicas especificas.
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CD13 (Aminopeptidasa N): marcador de superficie celular presente en neutréfilos
humanos; se ha reconocido como un importante elemento regulador negativo en el proceso
resolutorio inflamatorio a través de inhibicion apoptotica de neutréfilos por la via TNFR 1y
Il - TNFo (Cowburn et al., 2005; Fiddler et al., 2016). La inhibicion de esta proteina
superficial induce un aumento significativo en la apoptosis de neutréfilos inducida por

agonistas inflamatorios como TNF-a (Chenyang et al., 2020).

CD66b: glicoproteina de membrana anclada con glicosilfostatidilinositol (GPI) expresada
débilmente en neutrofilos inactivos y que bajo condiciones inflamatorias su expresion se ve
en aumento (Therrien et al., 2018). Se cataloga como un importante marcador de activacion
de granulocitos, inmerso en diversos procesos efectores como son la adhesion a las células
endoteliales, degranulacién y el aumento en la produccion de ROS (Opasawatchai et al.,
2019).

CD11b (p2-integrina): proteina integral de membrana cuya funcién primordial es la
adhesion celular; desempefia un papel importante en la migracion de neutréfilos y monocitos
a los sitios inflamatorios (O’Hare et al., 2015). Se puede acoplar con la -integrina CD18 y
formar un heterodimero complejo de migracién. El aumento en la expresién membranal del
complejo CD11b/CD18 es la base para una mayor adhesion celular, tras la activacion celular
inducida bajo condiciones inflamatorias (Abdel-Salam y Ebaid, 2014).

CD63: en neutrdfilos, CD63 es una proteina integral de la membrana de los granulos
azurdfilos citoplasmaticos que se transloca a la membrana celular a través de la via de
exocitosis bajo condiciones especificas inflamatorias. Por este motivo es reconocido como
un importante marcador de degranulacion en neutrofilos (Eichelberger et al., 2019; Skubitz
et al., 2000).
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Justificacion

Hasta ahora, la presencia de los marcadores solubles CD163s y CD14s en plasma es un factor
asociado a la progresion en la enfermedad crénica producida por el VIH. Lo anterior, debido
a que ambos marcadores son liberados por macrofagos en respuesta a estimulos antigénicos
durante el estado de inflamacion cronica producido por la infeccion. La activacion de
macrofagos induce la liberacion de citocinas clave en el reclutamiento de otras células
leucocitarias al sitio inflamatorio, entre ellas los neutrofilos, células clave en la eliminacion
de patogenos oportunistas como los hongos. En una coinfeccion VIH-PCP, la inflamacion
pulmonar es caracteristica debido al tropismo alveolar infectivo de P. jirovecci, por lo que el
reclutamiento de neutréfilos, que hasta ahora ha sido poco descrito en lavado bronco-
alveolar, podria generar informacion relevante en la prognosis de la enfermedad y el
entendimiento del deterioro pulmonar inducidos durante una coinfeccion de esta naturaleza.
Asimismo, se desconoce si el uso de tratamiento atirretroviral durante la coinfeccion VIH-
PCP podria modular de forma més eficiente el reclutamiento de neutroéfilos a la zona alveolar,
cuyo objetivo seria controlar la infeccion de P. jirovecci. Con el presente estudio se pretende
aportar informacién sobre la posible relacion existente entre los niveles de los marcadores
inflamatorios CD163s y CD14s, y las frecuencias de neutrofilos en muestras de lavado
bronco-alveolar de personas VIHPCP*. Ademas de definir si existen diferencias entre dicha

relacién en personas sin VIH y personas con VIH y tratamiento antirretroviral.
Hipotesis
El estado de inflamacidn cronica producido por el VIH resultara en concentraciones elevadas

de los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s, en conjunto con un nimero reducido de
neutréfilos en muestras de lavado bronco-alveolar de personas VIH'PCP™.

Objetivos
Objetivo general

Definir si existe relacion alguna entre las frecuencias de neutrdfilos con las concentraciones
de los marcadores de inflamacion cronica, CD163s y CD14s, en muestras de lavado bronco-

alveolar de personas VIH"PCP".
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Objetivos particulares

Definir si existen diferencias entre las frecuencias de neutrofilos de personas VIHneg,
VIH"PCP" y VIH"PCP*/TAR.

Definir si existen diferencias entre los niveles de los marcadores inflamatorios CD163s y
CD14s en plasma y LBA de personas VIHneg, VIH'PCP* y VIH*PCP*/TAR.

Meétodologia

El presente estudio se realizo en el Centro de Investigacién en Enfermedades Infecciosas
(CIENI) del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) “Ismael Cosio
Villegas”, en la Ciudad de México. Se utilizaron muestras bioldgicas de sobrenadante de
lavado bronco-alveolar (LBA) y de plasma sanguineo pertenecientes a personas con VIH. El
uso de muestras y realizacion de experimentos fueron revisados y aprobados por los Comités

de Investigacion y el de Etica en Investigacion del INER (clave asignada B08-16).

1 Caracteristicas de la cohorte de estudio

Se catalogé a los participantes del estudio dentro de tres grupos de estudio o poblaciones
distintas: muestras de personas sin VIH (VIHneg/grupo control) (n=7), muestras de personas
con VIH y una infeccion por el microorganismo oportunista pulmonar P. jirovecci
(VIH*PCP*) (n=16), y muestras de personas con VIH e infeccién por P. jirovecci que se
encuentran bajo el suministro de tratamiento antirretroviral: TAR (VIH'PCP*/TAR) (n=4).
Respecto al grupo VIH'PCP*/TAR, la toma de muestra de tres de los cuatro pacientes se
Ilevo a cabo dentro de un periodo de 4 a 5 afios después de haber iniciado con el TARc; para
el ultimo caso la toma de muestra se realiz6 2 meses despues de haber iniciado con el TARc.
El antiviral administrado en los primeros tres casos fue  Atripla
(Efavirenz/Emtricitabina/Tenofovir), mientras que para el ultimo caso se administré una
combinacion de Kaletra (Lopinavir/Ritonavir) y Truvada (Tenofovir disoproxil). En cuanto
al grupo VIH"PCP™, la toma de muestra para todas las personas se llevd a cabo entre 2016 y
2018. En comun, todas las personas de este grupo se encontraron en etapas tardias de la
infeccion por el VIH al momento de la toma de muestra. Las caracteristicas epidemiologicas

de las personas involucradas en este estudio se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas epidemiologicas de los participantes

p p p
VIHneg VIH*/PCP* | VIH*TAR/PCP* VIHneg vs. VIHneg Vs. VIH*/PCP*vs.
(n=7) (n=16) (n=4) VIH*/PCP* | VIH*TAR/PCP* | VIH*PCP*/TAR

Sexo
(Femenino: (1:2) (0:1) (1:3) na na na
Masculino)

Edad

(afios) 42 42 355 0.523 0.527 0.140
Mediana (23-48) (24-54) (30-40)
(min-max)
CD4* (%)

Mediana 435 4.5 10 <0.0001* 0.0095* 0.321
(min-max) (31-54) (1-25) (3-20)
CD8* (%)

Mediana 24 59 66.5 0.0007* 0.0095* 0.538
(min-max) (15-32) (12-84) (53-72)
CD4:CD8

Mediana 1.70 0.095 0.17 <0.0001* 0.0095* 0.398
(min-max) @ (0.97-3.49) @ (0.02-0.56) (0.05-0.27)

log CV

VIH 0 5.36 271 na na 0.0206*
Mediana (4.21-6.18) (2.28-4.84)
(min-max)

VIHneg: personas sin VIH; VIH*PCP*: personas con VIH y neumonia por P. jirovecci; VIH*TAR/PCP*:
personas con VIH con TAR y neumonia por P. jirovecci; CV: carga viral.

Se utilizo la prueba no paramétrica U de Mann Withney para encontrar diferencias significativas entre grupos.
na: no aplica. Se considero significancia estadistica (*) al ser p<0.05.

2 Obtencion y procesamiento de las muestras de sangre periférica para la obtencion

de plasma sanguineo y de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Como parte del protocolo B08-16, se recibieron 2 tubos ACD (citrato trisédico, &cido citrico
y dextrosa) por participante, con 8 ml de sangre periférica obtenida por venopuncion. Para el
procesamiento de las muestras se centrifugd cada uno de los tubos ACD a una velocidad de
2500 rpm durante 15 minutos (aceleracion: 9, desaceleracion: 1). Se recolectd el plasma
sanguineo en tubos Eppendorf ™ con capacidad para 1.5 ml (0.5 ml del plasma en cada uno).
Los tubos con plasma se etiquetaron y almacenaron a -80°C dentro del laboratorio de
bioseguridad nivel Il (BSL3) del CIENI para su uso posterior. ElI plasma sanguineo
resultante de este procedimiento se utiliz6 como referencia para realizar un ajuste en la
seccion de resultados, mismo que posteriormente se mencionaré a detalle. Luego, como parte
rutinaria, se llevo a cabo la obtencion de PBMC mediante la técnica de separacion por
gradiente de densidad con Ficoll - Lymphoprep™ (modificado de Stem Cell Technologies,
2020).
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Para este procedimiento se paso el resto de la sangre de los tubos ACD a un tubo de
50 ml y se diluyé en una proporcion 1:2 con medio HBSS (Hank’s Buffered Saline
Solution“°"2): Juego se agrego la sangre diluida por las paredes de otro tubo de 50 ml con
Ficoll, en una proporcion 1:3. Se centrifugdé el tubo a 1500 rpm durante 30 minutos
(aceleracion: 6, desaceleracion: 3). Se desecho la fase superior y se recuperd el anillo celular
que contiene las PBMC en un tubo con 10 ml de medio HBSS, que luego se llevé a 50 ml
con el mismo medio. Se centrifugd el tubo a 1200 rpm durante 15 minutos (aceleracion y
desaceleracion: 9). Se decanto el sobrenadante y se resuspendieron las PBMC en 10 ml de
buffer de lisis de eritrocitos durante 10 minutos a temperatura ambiente; luego se agregd
medio HBSS hasta los 50 ml. Se centrifugd el tubo a 1200 rpm durante 15 minutos
(aceleracion y desaceleracion: 9). Se decanto el sobrenadante y se resuspendié el pellet de
PBMC en 20 ml de medio HBSS. Finalmente se realizo la cuantificacion de células
(Countess'™°%e") ' se congelaron y criopreservaron a -80°C en un ultracongelador Revco™
dentro del BSL3 del CIENI para su uso posterior. Todo este proceso se repitio para cada una
de las muestras utilizadas en este proyecto de investigacion.

3 Obtencidon y procesamiento de las muestras de lavado bronco-alveolar (LBA)

Para este estudio, el servicio de broncoscopia del INER otorgd tres jeringas con capacidad
de 50 ml (J1, J2 y J3) con una muestra representativa de lavado bronco-alveolar perteneciente
a cada uno de los participantes del protocolo B08-16. El contenido de las jeringas J2 y J3 se
transfirio a un frasco con capacidad de 250 ml para homogeneizarse; luego se transfirié a dos
tubos con capacidad para 50 ml. El contenido de la jeringa J1 se proceso de forma individual;
se transfirid directamente el contenido de la jeringa a un tubo de 50 ml (tubo J1). Los tubos
de 50 ml se centrifugaron a 2500 rpm durante 13 minutos (aceleracion: 9, desaceleracion: 6).
Se hicieron alicuotas de 1 ml del sobrenadante resultante de la centrifugacion en 15 tubos
Eppendorf ™ con capacidad para 1.5 ml, mientras que el boton celular resultante de los tres
tubos se resuspendio por separado en 5 ml de medio PBS (Phosphate-buffered saline). Luego
se contaron (Countess'™"%") y tifieron las células para su analisis posterior en el citometro
de flujo LRSFortessa®®. Los 15 tubos Eppendorf™ fueron debidamente etiquetados y
almacenados a -80°C en un ultracongelador Revco™ dentro del BSL3 del CIENI para su uso

posterior.
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4 Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA): CD163s, CD14s, urea

Para el presente estudio se desarrollaron tres inmunoensayos tipo ELISA para la obtencion
de las concentraciones de los marcadores de activacion inmunoldgica e inflamacion cronica,
CD163s y CD14s, presentes en plasma y en los sobrenadantes de lavado bronco-alveolar
(LBA). Asimismo, al tomar en cuenta que el fluido bronco-alveolar es una dilucion del
liquido del revestimiento bronco-alveolar (debido a que el LBA es el resultado de la
instilacion de una solucion salina), también se determinaron las concentraciones de urea en
plasma y en LBA para corregir y obtener las concentraciones reales de CD163s y CD14s
presentes en las muestras de LBA, de acuerdo a lo descrito en Rennard et al., 1985y Tayman
et al., 2011. Los procedimientos y técnicas fueron realizados de acuerdo a los manuales de
los kits correspondiente a cada analito: Quantikine™ ELISA: Human CD14 Immunoassay —
R&D Systems, Inc—; Quantikine™ ELISA: Human CD163 Immunoassay —R&D Systems,
Inc—; Urea Assay Kit — Sigma-Aldrich™ —,

ELISA CD163s

Previo el ensayo, las muestras de plasma se diluyeron en el calibrador RD5-24 en un factor
1:50; las muestras de LBA no fueron diluidas exceptuando el ultimo ensayo, donde se
diluyeron en un factor 1:2. Cada una de las muestras, estandares y control, tuvieron un
duplicado. Se realizaron tres ensayos para la deteccion de CD163s en todas las muestras

usadas en esta investigacion.

A la microplaca se agregaron 50 pl de estandares, control y de cada una las muestras
a los pozos correspondientes; se cubrié y dejé incubar durante dos horas a temperatura
ambiente. Tras la incubacion se deshechd el contenido de la misma y se lavé manualmente
cuatro veces con buffer de lavado. Luego se agregaron 200 pl del conjugado Human CD163
(anticuerpos monoclonales especificos a CD163 humano) a cada pozo. La microplaca se
cubrid y dejé incubar por dos horas a temperatura ambiente; después se repitio el proceso de
lavado. Tras la incubacion se afiadieron 200 ul de la solucion substrato (peréxido de
hidrogeno + tetrametil bencidina) a cada pozo. La microplaca se cubrié y dejé incubar por
media hora a temperatura ambiente, protegida de la incidencia de luz. Luego se afiadieron 50
ul de la solucién para detener la reaccion (&cido sulfirico) a cada pozo, asegurando la

resuspension. Finalmente se determind la densidad optica de las muestras en un
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espectrofotometro a 540 nm y 570 nm, obteniéndose la delta (540 nm a 570 nm) para una

mayor precision de lectura.
ELISA CD14s

Previo el ensayo, las muestras de plasma se diluyeron en el calibrador RD5P en un factor
1:500; las muestras de LBA no fueron diluidas exceptuando el dltimo ensayo, donde se
diluyeron en un factor 1:2. Cada una de las muestras, estandares y control, tuvieron un
duplicado. Se realizaron tres ensayos para la deteccion de CD14s en todas las muestras usadas

en esta investigacion.

A la microplaca se agregaron 100 pul de estandares, control y de cada una las muestras
a los pozos correspondientes; se cubrié y dejé incubar durante tres horas a temperatura
ambiente. Tras la incubacion se deshecho el contenido de la misma y se lavé manualmente
cuatro veces con buffer de lavado. Luego se agregaron 200 ul del conjugado Human CD14
(anticuerpos policlonales especificos a CD14 humano) a cada pozo. La microplaca se cubrid
y dejo incubar por una hora a temperatura ambiente; después se repitié el proceso de lavado.
Tras la incubacion se afiadieron 200 ul de la solucion substrato (peréxido de hidrégeno +
tetrametil bencidina) a cada pozo; se cubrid y dej6 incubar por media hora a temperatura
ambiente, protegida de la luz. Se afiadieron 50 ul de la solucion para detener la reaccion
(&cido sulfurico) a cada pozo, asegurando la resuspension. Finalmente se determiné la
densidad Optica de las muestras en un espectrofotometro a 450 nm y 570 nm, obteniéndose

la delta (450 nm a 570 nm) para una mayor precision de lectura.
ELISA Urea

Previo el ensayo, las muestras de plasma se diluyeron con buffer de ensayo para urea en un
factor 1:1000, exceptuando el Gltimo ensayo, donde hubo muestras que se diluyeron en un
factor 1:200; las muestras de LBA no fueron diluidas. Cada una de las muestras, estandares
y control contaron con un duplicado. Se realizaron tres ensayos para la deteccion de urea en

todas las muestras usadas en esta investigacion.

A la microplaca, se agregaron el blanco (buffer de ensayo para urea) y los estandares
a los pozos correspondientes: de forma vertical, 0, 2, 4, 6, 8 y 10 ul de la solucion estandar

de urea previamente reconstituida, luego, cada conjunto de pozos (duplicados) se llevé a 50

52



ul con buffer de ensayo para urea. Después se agregaron 10 ul de las muestras a los pozos
correspondientes, mismos que se llevaron a 50 ul con buffer de ensayo para urea. Luego se
afiadieron 50 ul del mix de reaccion a todos los pozos, asegurando la resuspension. Se dejo
incubar la microplaca a 37 °C durante 60 minutos, protegiéndola de la incidencia de luz.
Finalmente se determiné la densidad Optica de las muestras en un espectrofotometro a 570

nm.
5 Citometria de flujo

Para este estudio se estructur6 un panel de citometria de flujo mutiparamétrica para la
identificacion de neutréfilos CD15"CD16* en muestras de sobrenadante de lavado bronco-
alveolar. Se utilizaron los anticuerpos anti CD45 (clona HI308°"%d) 'CD11b (clona ICRF-
44Biolegendy - CDBG (clona [1T2.2B/0legendy - CD8O (clona 2D108°eed)  CD16 (clona 3G8
Biolegend) ' CDB6Db (clona G10F58P), AmCyan (Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit'Vitogen | IN
2 (CD3: clona SK7BP; CD19: clona SJ25CBP; CD20: clona L278P; CD14: clona MgP9 BP;
CD56: clona NCAM16.2 BP), MPO (polyclonal®°™?), ARGINASA-1 (polyclonal?&P), PD-
L1 (clona MIHeBioscience) \cpe3 (clona HSC6EP), CD33 (clona WM538Beeeend) 'cD13 (clona
WM15Blolegendy 'y CD15 (clona W6D3B!e%end) E| analisis de las células polimorfonucleares
se llevo a cabo en un citdmetro de flujo LRSFortessa®®. Para el presente estudio se
adquirieron todos los eventos disponibles (x 600, 000 células) por muestra adquirida en el

citdmetro de flujo LRSFortessa®P.
6 Estrategia de analisis

La identificacion y analisis de neutrofilos en LBA se llevo a cabo en el software FlowJo
(V.10.6.1). Este programa se utiliz6 para reportar las frecuencias de neutréfilos CD15"CD16"
respecto a las células identificadas con el antigeno comun leucocitario, CD45*. Inicialmente
se determinaron los eventos individuales o singlets, para los que se utilizé un grafico FSC-A
(&rea) contra FSC-H (altura). Este grafico descarto los dobletes de células y permite anélizar
células unicas. Después se determiné la morfologia de las células graficando FSC-A (tamafio)
en contra de SSC-A (granularidad). Este grafico descart6 células T y monocitos/macréfagos
de los granulocitos polimorfonucleares. Luego se determind la viabilidad celular, cuyo
gréafico, AmCyan en contra de SSC-A (granularidad), descartdé las células muertas.
Posteriormente, un grafico con el marcador CD45 en contra de SSC-A (granularidad),
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descarto todas aquellas células no leucocitarias (células CD45neg). Luego se identificaron y
separaron los granulocitos polimorfonucleares de aquellas células con marcadores de linaje
(células T y B, macréfagos/monocitos y células NK), por lo que se utiliz6 un gréfico en el
que se interpuso el marcador LIN2 (CD3/CD19/CD20/CD14/CD56), en contra de SSC-A
(granularidad). En el grafico anterior se seleccionaron todas las células negativas a LIN2.
Después, con un grafico en el que se interpuso CD15 en contra de SSC-A (granularidad), se
seleccionaron las células CD15" exclusivamente. Finalmente, se identificé a los neutrofilos
polimorfonucleares CD15*CD16" al realizarse un gréafico en el que se interpuso el marcador
CD16 en contra del marcador CD15. Este ultimo grafico excluyd a los eosindfilos (Fig. 9)
(Gustafson et al., 2015).

Morfologia |
Células dnicaz Granulocitos Células vivaz

SSC-A
L

FSC-H

5.0k = 50 =
e

CD16

SSC-A
1
ssC-A
i

50K = .0k =

CD15 CD1s LINZ

Fig. 9. Ejemplo representativo de la estrategia de andlisis fenotipico de neutréfilos CD15*CD16* en
muestras de lavado bronqueo-alveolar perteneciente a una persona VIH*PCP*.

Debido a que el nimero de células de las muestras de LBA no permiti6 realizar la tincion de
controles FMO, se utilizaron controles internos de cada muestra para corroborar la
delimitacion de las poblaciones de interés, en este caso las células LIN2*CD15. Como
ejemplo, la Figura 10 muestra dos histogramas representativos de la expresion de las
proteinas CD13 y CD66b en neutréfilos CD15*CD16" (color rojo) y en células LIN2*CD15
(color azul) (Fig. 10).
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Fig. 10. Histogramas representativos de la expresion de las proteinas CD13 (a) y CD66b (b) en neutrofilos
y en células LIN2*CD15". El recuadro inferior de cada grafica muestra el valor de la expresion de la proteina

de interés en unidades de fluorescencia media (MFI) para células CD15*CD16* (color rojo) y células
LIN*CD15 (color azul).

De forma complementaria, para corroborar la expresion positiva de las proteinas de interés
(CD13, CD66b, CD11b, CD63, arginasa y MPO), se elaboraron graficas que muestran
diferencias en la expresion de proteinas de interés en células CD15"CD16" y en otras células
LIN2"CD15 en graficas de puntos. De acuerdo a la escala de expresion de las proteinas,
tonalidades amarillo-rojas indican una mayor expresion de la proteina superficial de interés
en la poblacion CD15*CD16" delimitada, mientras que tonalidades verde-azuladas indican
una menor expresion de esta proteina (Fig. 11).
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Fig. 11. Graficas de la expresion de diferentes proteinas en células LIN2. Los neutrofilos fueron
identificados como células CD15*CD16" (recuadro). La escala de expresion de cada proteina se localiza en la
parte inferior de cada gréafica. Tonalidades amarillas-rojas indican una mayor expresion de la proteina.

7 Analisis estadisticos

Para establecer los analisis estadisticos utilizados en esta investigacion se llevé a cabo una
prueba estadistica Shapiro-Wilk con el objetivo de determinar el supuesto de distribucion
normal de las muestras. Al no cumplir con el supuesto de normalidad, se utiliz6 la prueba
estadistica no paramétrica U de Mann Witheny para encontrar diferencias significativas entre
dos grupos. Adicionalmente, se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para
encontrar diferencias significativas entre mas de dos grupos. Se considerd significancia
estadistica al ser p<0.05. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo en el software GraphPad
Prism (v. 8).

56



Resultados

Caracteristicas de neutroéfilos y factores solubles en LBA de personas con neumonia

1 Caracteristicas de los neutrofilos alveolares en los grupos de estudio

Con el objetivo de describir y comparar la distribucién de los neutréfilos (CD15°CD16%)
presentes en LBA de las personas en los tres grupos de estudio (VIHne, VIH'PCP* y
VIH*PCP*/TAR), se compararon las frecuencias de estas células a partir del total de células
identificadas con el antigeno comun leucocitario CD45*, marcador de casi todas las células
hematopoyéticas diferenciadas con excepcion de los eritrocitos maduros. No se encontraron
diferencias significativas entre ninguno los tres grupos de estudio (p=0.583) probablemente
debido a una n pequefia en los grupos VIHneg y VIH*PCP*/TAR (n=7 y n=4,
respectivamente), a comparacion del grupo con VIH sin tratamiento antirretroviral (n=16)
(Fig. 12).
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Fig. 12. Frecuencia de neutrdéfilos CD15*CD16* en LBA por grupo de estudio. VIHneg, personas sin VIH —
circulos azules; VIH*PCP*, personas con VIH y coinfecciéon con PCP — cuadrados rojos; VIH*PCP*/TAR:
personas con VIH bajo tratamiento antirretroviral y coinfeccion PCP — tridngulos verdes. Las barras
horizontales indican la media de los datos individuales por grupo mientras que los puntos representan valores
individuales. Se realizd la prueba estadistica no paramétrica de Kruskal-Wallis para la determinacion de
diferencias significativas entre los tres grupos de estudio, mientras que para la comparacion de dos grupos se
realizaron pruebas U de Mann Whitney (no se encontraron diferencias significativas entre ninguno de los

grupos).
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1.1 Caracteristicas fenotipicas de los neutrdéfilos alveolares en los grupos de
estudio - MFI

Con el fin de evaluar la funcionalidad de los neutr6filos CD15*CD16", se realizé el analisis
de la expresion de cuatro marcadores superficiales asociados a diferentes funciones efectoras
de los neutrofilos, entre ellas la migracion, la adhesion celular y la degranulacion de
componentes antimicrobianos. A través de la deteccion de fluorescencia por citometria de
flujo, se utilizaron como base de andlisis las unidades de fluorescencia media (MFI) de los
marcadores elegidos. Se determind la expresion del marcador CD13, que se ha asociado con
la activacion de los neutrofilos, de los marcadores CD66b y CD63, asociados a la activacion
y degranulacion celular, asi como del marcador de adhesion celular CD11b.

Inicialmente, optamos por analizar y comparar la expresién de cada proteina
(determinada por el valor de la MFI) en los tres grupos de estudio. Para la expresiéon de
CD13 se encontraron diferencias significativas a lo largo de los tres grupos de estudio
(p=0.022). Particularmente, la expresion de este marcador fue mayor en el grupo
VIH*PCP*/TAR" en comparacion con el grupo VIH'PCP* (p=0.021). Ademas, se observé
una tendencia de mayor expresion de CD13 de los grupos VIHPCP* y VIH'PCP*/TAR™ con
respecto al grupo VIHneg (p=0.078 y p=0.072, respectivamente) (Fig. 13a). Con relacion a la
expresion de CD66b, no se encontraron diferencias significativas entre los tres grupos de
estudio (p=0.105). Sin embargo, se observo una tendencia hacia una mayor expresion de este
marcador en las células del grupo VIH*PCP* a comparacion de las células del grupo VIHneg
(p=0.055) (Fig. 13b). Respecto a la expresion de CD11b, tampoco se encontraron diferencias
significativas en los tres grupos de estudio (p=0.112). No obstante, se observé una tendencia
de mayor expresion de este marcador en el grupo VIH*PCP* a comparacién del grupo VIHneg
(p=0.065) (Fig. 13c). Finalmente, en la evaluacién de la expresion de CD63 no se
encontraron diferencias significativas con relacion a los tres grupos de estudio (p=0.646)
(Fig. 13d).
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Fig. 13. Expresion de diferentes marcadores de activacion en los neutrofilos del LBA por grupo de
estudio. a) CD13; b) CD66b, ¢) CD11b; d) CD63). VIHneg, personas sin VIH — circulos azules; VIH*PCP?,
personas con VIH y coinfeccién con PCP — cuadrados rojos. VIH*PCP*/TAR, personas con VIH bajo
tratamiento antirretroviral y coinfeccion PCP — triangulos verdes. Las barras horizontales indican la media de
los datos individuales por grupo mientras que los puntos representan valores individuales. Para cada uno de los
marcadores se realiz6 la prueba estadistica de Kruskal-Wallis para la determinacion de diferencias significativas
entre los tres grupos de estudio, mientras que para la comparacion de dos grupos se realizaron pruebas U de
Mann Whitney (s6lo se muestran los valores de p significativos en las barras comparativas azules).
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2 Marcadores de inflamacion CD163sy CD14s en plasmay LBA de personas VIH*

con neumonia por PCP*

Se sabe que las determinaciones en plasma de los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s
son un factor predictivo asociado a la progresion hacia la etapa de SIDA. Por tal motivo,
optamos por analizar y comparar las concentraciones de ambos marcadores tanto en plasma
como en LBA con el objetivo de determinar diferencias significativas. Obtenidas por ELISA,
se compararon las concentraciones de las personas VIH'PCP™ sin tratamiento antirretroviral
de nuestra cohorte de estudio. Para ambos marcadores inflamatorios se encontraron

concentraciones mayores en plasma a comparacion del LBA (p<0.0001) (Figs. 14ay 14b).
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Fig. 14. Comparacion de las concentraciones de los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s en LBA
y plasma de personas VIH*PCP* obtenidas por ELISA. a) CD163s; b) CD14s. VIH*PCP*, personas con
VIH y coinfeccidon con PCP. Las barras horizontales indican la media de los datos individuales por grupo
mientras que los puntos representan valores individuales. Para la determinacion de diferencias significativas
entre ambos grupos se realizaron pruebas estadisticas U de Mann Whitney (valores de p situados en las barras
comparativas azules).

2.1 Concentraciones de CD163s y CD14s como marcadores de inflamacion en
LBA

A partir del resultado obtenido en el analisis anterior, en el que las concentraciones de
CD163s y CD14s son menores en LBA que en plasma, presentamos a partir de ahora
solamente analisis en LBA con el objetivo de describir la dinamica del estado de inflamacion

cronica producido por el VIH en los pulmones. Para lo anterior se analizaron y compararon
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las concentraciones de los marcadores inflamatorios CD163s (Fig. 15a) y CD14s (Fig. 15b)
presentes en LBA de nuestros grupos de estudio, obtenidas por ELISA. Al igual que en la
distribucién de los neutréfilos CD15*CD16", en este andlisis tampoco se encontraron
diferencias significativas entre las concentraciones de ambos marcadores, tanto para CD163s

(p=0.701) como para CD14s (p=0.172) en los tres grupos de estudio.
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Fig. 15. Concentracién de los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s en LBA por grupo de estudio,
obtenida por ELISA. a) CD163s; b) CD14s. VIHneg, personas sin VIH - circulos azules; VIH*PCP*, personas
con VIH vy coinfeccién con PCP - cuadrados rojos. VIH*PCP*/TAR, personas con VIH bajo tratamiento
antirretroviral y coinfeccién PCP — triangulos verdes. Las barras horizontales indican la media de los datos
individuales por grupo mientras que los puntos representan valores individuales. Para ambos marcadores se
realiz la prueba estadistica de Kruskal-Wallis para la determinacion de diferencias significativas entre los tres
grupos de estudio, mientras que para la comparacion de dos grupos se realizaron pruebas U de Mann Whitney
(no se encontraron diferencias significativas entre ninguno de los grupos para ambos marcadores).

Asociaciones de las frecuencias de neutrofilos en LBA con marcadores clinicos y de la

progresion de la enfermedad

Entre los marcadores clinicos mas relevantes para llevar a cabo el diagnéstico de la
enfermedad producida por el VIH se encuentran las células T CD4" y T CD8" en sangre
periférica, y el nimero de copias virales del VIH en plasma. Por tal motivo, se decidio
analizar si existen correlaciones entre dichos marcadores clinicos y las frecuencias de

neutréfilos CD15°CD16" en LBA de las personas de nuestra cohorte de estudio. Para lo
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anterior se uso la prueba del coeficiente de correlacion de Spearman (r). Las asociaciones
presentes en este estudio no indican ningdn tipo de relacion directa entre si. En general, no
se encontraron correlaciones entre las frecuencias de neutréfilos CD15°CD16" y los
marcadores clinicos e inflamatorios en las muestras de LBA de las personas VIH" de nuestra
cohorte de estudio. Los datos utilizados para llevar a cabo estas asosiaciones fueron

otorgados por la unidad del laboratorio de diagnostico viroldgico (LDV) del CIENI.

3 Asociaciones entre la frecuencia de neutrofilos CD15*CD16* en LBA con el
porcentaje de células T CD4* en sangre de personas VIH* con neumonia por
PCP*

Debido a su papel en la activacion de la respuesta inmunologica adaptativa contra el VIH, el
porcentaje de células T CD4" en sangre periférica es un factor clave en el diagnéstico de la
enfermedad producida por el virus. Por tal motivo, se realizaron correlaciones estadisticas
con el objetivo de corroborar si existe una relacion entre el porcentaje de células T CD4" en
sangre y la frecuencia de neutréfilos CD15*CD16* en LBA de nuestros grupos de estudio.
En cuanto al grupo VIH"PCP™, se encontr6 una tendencia a una posible correlacién positiva
entre la frecuencia de los neutréfilos CD15"CD16" y el porcentaje de células T CD4"
circulantes (r=0.484; p=0.059) (Fig. 16a). Para los grupos VIHneg y VIH*PCP*/TAR no se
encontraron correlaciones entre las frecuencias de los neutr6filos CD15*CD16* vy el
porcentaje de células T CD4* circulantes (r= -0.571; p=0.200; r=0.600; p=0.417,
respectivamente) (Figs. 16b y 16c). Esta informacion indica que no existe una relacion entre
la distribucién de ambas variables en las personas de estos dos grupos. A continuacion,

mostramos las graficas de correlacion obtenidas para los tres grupos de estudio.
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Fig. 16. Correlacion entre la frecuencia de neutréfilos CD15*CD16* en LBA y el porcentaje de células T
CD4" por pl de sangre en personas VIH*PCP*. a) VIH*PCP*, personas con VIH y coinfeccion con PCP; b)
VIHneg, personas sin VIH; ¢) VIH*PCP*/TAR, personas con VIH bajo tratamiento antirretroviral y coinfeccion
PCP. Se realizaron pruebas estadisticas coeficiente de correlacion de Spearman.

3.1 Asociaciones entre la frecuencia de neutréfilos CD15*CD16* en LBA con el

porcentaje de células T CD8* en sangre de personas VIH* con neumonia por
PCP*

Al ser el porcentaje de células T CD8" un factor clave en el diagnéstico de la enfermedad
producida por el VIH, se realizaron correlaciones estadisticas para corroborar si existe una
relacion entre el porcentaje de células T CD8" en sangre y la frecuencia de neutréfilos
CD15°CD16" en LBA de las personas de nuestra cohorte de estudio. Para los grupos los
grupos VIH'PCP* (r= -0.325; p=0.217) (Fig. 17), VIHne (r=0.464; p=0.302) y
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VIH*PCP*/TAR (r=-0.200; p=0.917) no se encontraron correlaciones entre las frecuencias
de neutrofilos CD15°CD16" en LBA y el porcentaje de células T CD8" circulantes. Lo
anterior indica que no existe una relacion entre la distribucion de ambas variables en las
personas de toda nuestra cohorte de estudio. A partir de esta seccion solamente se muestran
las graficas de correlacion obtenidas para el grupo VIH*PCP?*. Lo anterior, debido a que las

graficas de los grupos VIHneg y VIH'PCP*/TAR presentan la misma tendencia de datos que
las presentadas anteriormente.
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Fig. 17. Correlacion entre la frecuencia de neutréfilos CD15*CD16*en LBA y el porcentaje de células T

CD8* por ul de sangre en personas VIH"PCP*. Se realizd una prueba estadistica coeficiente de correlacion
de Spearman.

3.2 Asociaciones entre la frecuencia de neutréfilos CD15*CD16* en LBA con el

cociente de células T CD4:CD8 en sangre de personas VIH* con neumonia por
PCP*

Debido a que en la enfermedad causada por el VIH el nimero de células T CD4* disminuye
y el nimero de células T CD8" tiende a aumentar, decidimos evaluar la relacion entre los
porcentajes de células CD4*y CD8" en sangre periférica (cociente CD4:CD8) y la frecuencia
de neutrofilos CD15°CD16" en LBA. Lo anterior, con el objetivo de comprobar si existe una
relacién entre el aumento o disminucion de este cociente y la frecuencia de neutréfilos en la
zona alveolar durante un estado de inflamacion crénico. En cuanto al grupo VIH*PCP*, se

encontré una correlacion positiva entre la frecuencia de neutréfilos CD15°CD16" en LBA 'y
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el cociente de células CD4:CD8 (r=0.517; p=0.023) (Fig. 18). Lo anterior indicaria que, en
personas con esta coinfeccion, a medida que aumenta el numero de neutréfilos en LBA
debido a un proceso inflamatorio, la relacion entre el cociente de células CD4:CD8 también
va en aumento. Con relacion a los grupos VIHney (r= -0.357; p=0.444) y VIH'PCP*/TAR
(r=0.600; p=0.417), no se encontraron correlaciones entre las frecuencias de neutrofilos
CD15'CD16"y el cociente de células CD4:CD8. Esta informacidn sugiere que no existe una

relacion entre la distribucién de ambas variables en las personas de estos dos grupos.
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Fig. 18. Correlacién entre la frecuencia de neutréfilos CD15*CD16" en LBA y el cociente de células T
CD4:CD8 en sangre de personas VIH*PCP*. Se realizé una prueba estadistica coeficiente de correlacion de
Spearman.

3.3 Asociaciones entre la frecuencia de neutrofilos CD15*CD16* en LBA con el
namero de copias del VIH (CV) en plasma de personas VIH* con nheumonia por
PCP*

La carga viral en plasma es uno de los principales factores predictivos de la progresién en la
enfermedad producida por el VIH. Debido a esto, optamos por definir si existe alguna
relacion entre el nimero de copias del VIH en plasma y la frecuencia de neutrofilos en la
zona alveolar, resultado de un proceso inflamatorio crénico. Para los grupos VIH*PCP™ (r=
-0.353; p=0.179) (Fig. 19) y VIH'PCP*/TAR (r= -0.0436; p=0.956) no se encontraron

correlaciones entre las frecuencias de neutrofilos CD15°CD16"™ en LBA vy el nimero de
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copias del VIH en plasma. Lo anterior indica que no existe una relacion entre la distribucién

de ambas variables en las personas con VIH de nuestra cohorte de estudio.

VIH*PCP*

r=-0.353; p=0.179; n=16

log CV en plasma

Neutréfilos CD15" CD16" en LBA
(% de células CD45™)

Fig. 19. Correlacion entre la frecuencia de neutréfilos CD15*CD16* en LBA y el nimero de copias del
VIH (log) por ml de plasma en personas VIH*PCP*. Se realiz6 una prueba estadistica tipo coeficiente de
correlacion de Spearman para datos no paramétricos.

4 Asociaciones entre la frecuencia de neutréfilos CD15*CD16* con las
concentraciones de los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s en LBA de

personas VIH* con neumonia por PCP*

Realizamos correlaciones estadisticas entre las cantidades de los marcadores inflamatorios
CD163s y CD14s, obtenidas por ELISA, y las frecuencias de neutr6filos CD15"CD16" en
LBA de las personas de nuestra cohorte de estudio. Lo anterior, con el objetido de definir si
ambos marcadores inflamatorios, resultado del estado de inflamacion crénico, tienen alguna
relacion con el reclutamiento de neutrofilos al espacio alveolar bajo condiciones
inflamatorias sistémicas. No se encontrd correlacion entre la frecuencia de los neutrofilos
CD15"CD16" y la concentracion de CD163s (r=0.032; p=0.908), ni con la concentracion de
CD14s (r=0.058; p=0.831) en LBA del grupo VIH*PCP* (Figs. 20a y 20b). Se observaron
resultados similares en la asociacion de ambas variables cuantitativas en 1os grupos VI1Hneg.
[CD163s (r=-0.535; p=0.236); CD14s (r=0.214; p=0.662)] y VIH'PCP*/TAR [CD163s (r=
-0.200; p=0.917); CD14s (r= -0.400; p=0.750)]. Esta informacién indica que no existe una
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relacién entre la distribucidén de ambas variables cuantitativas en las personas de toda nuestra

cohorte de estudio.
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Fig. 20. Correlaciones entre la frecuencia de neutréfilos CD15"CD16* y las concentraciones de los
marcadores inflamatorios CD163s (a) y CD14s (b) en LBA de personas VIH*PCP* obtenidas por ELISA.
Se realiz6 una prueba estadistica coeficiente de correlacion de Spearman.

Asociaciones de las caracteristicas fenotipicas de los neutréfilos de LBA con los

marcadores inflamatorios CD163s y CD14s

5 Asociaciones de marcadores de activacién y caracteristicas fenotipicas de los

neutrdfilos de LBA con los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s

Se realizé el analisis de las correlaciones entre los marcadores superficiales de activacién
celular CD13, degranulacion celular CD66b y CD63, y de adhesion celular CD11b, con las
concentraciones de los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s en el LBA de nuestra
cohorte de estudio. Lo anterior, con el objetivo de comprobar si el estado de activacién
inmunoldgica, reflejado en los niveles de CD163s y CD14s, es capaz de inducir la expresion
de las diferentes proteinas de activacion celular asociadas a neutrofilos antes presentadas.
Para las correlaciones presentadas a continuacion se utilizaron como base de analisis las
unidades de fluorescencia media (MFI) de los marcadores elegidos, por medio de la deteccion

de fluorescencia por citometria de flujo.
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Asociacion entre la cantidad de CD163s o CD14s con la expresion del marcador de

activacion celular CD13 en neutréfilos alveolares

Se realizaron correlaciones estadisticas entre los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s
de LBA, obtenidas por ELISA, y las MFI de CD13 para comprobar si el estado de
inflamacion cronica inducido por el VIH tiene alguna relacion con la expresion del marcador
de activacion celular CD13 en neutrdfilos y su reclutamiento al espacio alveolar. No se
encontrd correlacion entre la expresion de CD13 y la concentracion de CD163s (r=-0.364;
p=0.165) (Fig. 21a) ni con la de CD14s (r= 0.088; p=0.746) (Fig. 21b) en LBA del grupo
VIH'PCP*. Se observaron resultados similares en la asociacion de ambas variables
cuantitativas en los grupos VIHneg [CD163s (r= -0.107; p=0.840), CD14s (r= -0.357,
p=0.444)] y VIH*PCP*/TAR [CD163s (r=0.00; p=>0.990), CD14s (r=0.400; p=0.750)].

Asociacion entre la cantidad de CD163s o CD14s con la expresion del marcador de

activacion y degranulacion celular CD66b en neutrofilos alveolares

Se realizaron correlaciones estadisticas entre los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s
de LBA, obtenidas por ELISA, y las MFI de CD66b para comprobar si el estado de
inflamacion croénica inducido por el VIH tiene alguna relacion con la expresion del marcador
de degranulacién celular CD66b en neutréfilos y su reclutamiento al espacio alveolar. No se
encontro correlacion entre la expresion de CD66b y la concentracion de CD163s (r=-0.314;
p=0.235) (Fig. 21c) ni con la de CD14s (r= 0.141; p=0.602) (Fig. 21d) en LBA del grupo
VIH*PCP*. Se observaron resultados similares en la asociacion de ambas variables
cuantitativas en los grupos VIHng [CD163s (r= -0.535; p=0.236), CD14s (r=0.357;
p=0.444)] y VIH*PCP*/TAR [CD163s (r= -0.200; p=0.917), CD14s (r= -0.400; p=0.750)].

Asociacion entre la cantidad de CD163s o CD14s con la expresion del marcador de

adhesion celular CD11b en neutréfilos alveolares

Se realizaron correlaciones estadisticas entre los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s
de LBA, obtenidas por ELISA, y las MFI de CD11b para comprobar si el estado de
inflamacion croénica inducido por el VIH tiene alguna relacion con la expresion del marcador
de migracion celular CD11b en neutréfilos y su reclutamiento al espacio alveolar. No se
encontrd correlacion entre la expresion de CD11b y la concentracion de CD163s (r=0.097;
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p=0.721) (Fig. 21e) ni con la de CD14s (r= 0.247; p=0.355) (Fig. 21f) en LBA del grupo
VIH*PCP*. Se observaron resultados similares en la asociacién de ambas variables
cuantitativas en los grupos VIHneg. [CD163s (r=0.250; p=0.595), CD14s (r=0.392; p=0.396)]
y VIH'PCP*/TAR [CD163s (r=-0.400; p=0.750), CD14s (r=0.200; p=0.917)].

Asociacion entre la cantidad de CD163s o CD14s con la expresion del marcador de

degranulacion celular CD63 en neutrofilos alveolares

Se realizaron correlaciones estadisticas entre los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s
de LBA, obtenidas por ELISA, y las MFI de CD63 para comprobar si el estado de
inflamacion croénica inducido por el VIH tiene alguna relacion con la expresion del marcador
de degranulacion celular CD63 en neutréfilos y su reclutamiento al espacio alveolar. No se
encontr6 correlacion entre la expresién de CD63 y la concentracién de CD163s (r= -0.364;
p=0.165) (Fig. 21g) ni con la de CD14s (r=-0.379; p=0.148) (Fig. 21h) en LBA del grupo
VIH*PCP*. Se observaron resultados similares en la asociacion de ambas variables
cuantitativas en los grupos VIHng [CD163s (r= -0.500; p=0.267), CD14s (r=0.178;
p=0.713)] y VIH*PCP*/TAR [CD163s (r= -0.400; p=0.750), CD14s (r=0.200; p=0.917)].
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Fig. 21. Correlaciones entre las concentraciones de los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s,
obtenidas por ELISA, y la expresion de los marcadores asociados a funciones efectoras de los
neutrofilos: activacion celular CD13 (ay b); activacion y degranulacion celular CD66b (c y d); ahdesion
celular CD11b (e y f) y degranulacién celular CD63 (g y h) en LBA de personas VIH*PCP*. Para cada
analisis se realizé una prueba estadistica coeficiente de correlacion de Spearman.
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Discusion
El analisis de la distribucion de los neutréfilos en enfermedades respiratorias como la
neumonia por Pneumocystis, que es hasta hoy una de las causas mas frecuentes de morbilidad

y mortalidad en personas inmunocomprometidas con o sin VIH, a pesar del implemento de
la terapia antirretroviral, ha sido poco descrito (Limper et al., 1989; Lee et al., 2015).

Estudios pioneros enfocados en la respuesta inmunoldgica de neutréfilos han
mostrado discrepancias entre si con relacion a la cantidad de neutréfilos en LBA de personas
con una coinfeccién VIH*PCP*. En su mayoria, los procesos inflamatorios asociados a P.
jirovecci en personas VIH* han sido reportados como sinénimo de un aumento en el recuento
de este tipo celular en la zona alveolar y correlacionados con la gravedad clinica provocada
por este microorganismo oportunista (Jensen et al., 1991; Mason, et al., 1989; Sadaghdar et
al., 1992). Limper y colaboradores (Limper et al., 1989), en contraste, han reportado nimeros
reducidos de este tipo celular en LBA de personas VIH*PCP*. Pocos estudios han evaluado
el recuento de neutrofilos en LBA de una cohorte de estudio conformada por personas con y
sin VIH, y personas que se encuentren bajo terapia antirretroviral. A su vez, todas ellas con

neumonia por Pneumocystis.

En la presente investigacion comparamos las frecuencias de los neutrofilos en LBA
de personas VIH"PCP™, sin VIH y con VIH mas tratamiento antirretroviral. En contraste con
lo esperado, no se encontraron diferencias significativas entre la distribucién de los mismos
(p=0.583). Hasta el momento, varios estudios han reportado diferencias significativas en este
ambito. Por ejemplo, Limper et al., 1989 reportaron que la neumonia provocada por P.
jirovecci se encuentra acompafiada de una minima infiltracion de neutréfilos (2.3% del total
de células inflamatorias diferenciales en LBA, entre ellas neutrofilos, macréfagos,
eosinofilos y células T) a la zona alveolar en personas VIH* en comparacion con lo sucedido
con otras enfermedades del sistema inmunoldgico no asociadas a VIH (leucemia o linfoma),
0 en el caso de pacientes bajo terapia de corticosteroides. En Mason, et al., 1989 y Jensen et
al., 1991, se report6 que la neutrofilia (>10% del total de células inflamatorias diferenciales)
en LBA de personas con VIH en fase de SIDA y neumonia por P. jirovecci se encuentra en
estrecha relacion con la gravedad de la infeccidn, morbilidad y mortalidad de P. jirovecci en

dichos pacientes.
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A pesar de que en este punto nuestros resultados no se ajustan a los dos reportes
anteriores, debido al desequilibrio existente entre nuestra cohorte de estudio, rechazamos
nuestra hipdtesis experimental inicial en la que esperabamos observar un nimero disminuido
de neutréfilos en LBA de personas VIH" y coinfeccién por PCP, y formulamos una nueva
hipdtesis relacionada con lo reportado por Mason, et al., 1989 y Jensen et al., 1991, entre
otros. Lo anterior debido a que las frecuencias de neutréfilos en LBA de cada grupo
mostraron una tendencia a presentar posibles diferencias entre si (una media de frecuencias
de 0.482 para el grupo VIHneg, 2.261 para el grupo VIH*PCP* y 1.385 para el grupo
VIH*PCP*/TAR). Tal como reportaron Mason, et al., 1989 y Jensen et al., 1991, con una
cohorte de estudio mas equilibrada esperariamos observar en el grupo VIH"PCP* un nimero
mayor de neutréfilos en LBA respecto al grupo VIHneg, y €n menor grado respecto al grupo
VIH*PCP*/TAR.

El aumento o disminucion de neutréfilos es un factor clave en la determinacion de
enfermedades pulmonares (Martin y Frevert, 2005). De acuerdo a lo anterior, en las personas
VIH*PCP* de nuestra cohorte de estudio, la inmunodeficiencia en si misma ya es un factor
que permite el rapido crecimiento y diseminacion alveolar de P. jirovecci (Mason, et al.,
1989; Martin y Frevert, 2005; Lee et al., 2015). De tal manera que al encontrarse en etapas
cronica y de SIDA producidas por el VIH, las personas de este grupo cuentan con un estado
de deterioro inmunol6gico en el que la cuantificacion de células leucocitarias, y
particularmente de neutréfilos, es minimo en LBA. Aunado a lo anterior, si tomamos en
cuenta que bajo condiciones normales los neutréfilos representan aproximadamente el 1% de
las células asociadas al perfil inmunoldgico pulmonar (Martin y Frevert, 2005), en una
coinfeccion VIH*PCP* esperariamos un porcentaje de neutréfilos todavia menor. Debido a
lo anterior, al llevar a cabo un analisis adicional en LBA de personas en etapas mas tempranas
de la coinfeccion VIH-PCP, tendriamos la posibilidad de hallar en la zona alveolar una
frecuencia mayor de neutrofilos que la que obtuvimos en este estudio. De esta manera,
estariamos corroborando como se da el inicio en el aumento de la permeabilidad capilar-
alveolar y el subsecuente incremento en la extravasacion de neutréfilos al espacio alveolar.
Mas tarde se esperaria la alteracion en el intercambio gaseoso y el fallo respiratorio
progresivo; fendmenos correlacionados a etapas cronicas y de SIDA de la infeccion (Lee et

al., 2015; Mason, et al., 1989; Sadaghdar et al., 1992). De forma importante, estos cambios
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en la respuesta inflamatoria pulmonar no son los mismos reflejados en sangre periférica
(Jensen et al., 1991).

De acuerdo a Twigg y colaboradores (Twigg Il et al., 2008), el implemento de TARc
en personas VIH" se asocia con una disminucion progresiva de la carga viral pulmonar y a
una reconstitucion celular alveolar a estado normal, por lo que en cuanto a neutrofilos se
refiere, se esperaria una disminucion progresiva del microambiente inflamatorio pulmonar y
una baja en el recuento de los mismos en LBA. Finalmente, en contraste con nuestros
resultados, uno de los pocos estudios en este ambito (Lee et al., 2015) reportd neutrofilia
(>5% al 10% del total de células inmunoldgicas pulmonares diferenciales) en personas
VIHneg Y PCP™, hecho asociado directamente con elevadas tasas de morbilidad y mortalidad.
En contraste con Twigg y colaboratores, en Lee et al., 2015 se report6 que la neutrofilia en
personas con y sin VIH es un marcador til para la deteccion de dafio pulmonar durante una
infeccion por P. jirovecci; dafio inducido por los mismos neutrofilos al llevar a cabo procesos
efectores inflamatorios y que resultan en un sindrome de dificultad respiratoria. Con una
cohorte de estudio mas completa y en etapas mas tempranas de la infeccion por VIH,
podriamos observar resultados similares a los reportados por Lee y colaboradores. Asimismo,
tras el implemento de TARc, en etapas tardias de la infeccion podriamos corroborar lo
reportado por Twigg y colaboradores.

Evaluamos la expresion de diferentes marcadores asociados a funciones efectoras de
los neutrdéfilos, entre ellas la activacion celular (CD13), la activacion y degranulacion de
componentes antimicrobianos (CD66b y CD63), y la adhesion celular (CD11b). En LBA,
una mayor expresion de estos marcadores en los neutréfilos reflejaria una importante
actividad inflamatoria en la zona alveolar, lo que sugeriria no solamente un incremento en el
reclutamiento de estas celulas, sino también una probable relacion directa entre la presencia
de los neutrofilos y la densidad de expresion de otros marcadores inflamatorios. De forma
importante, el reclutamiento de neutr6filos CD13" y de neutréfilos CD66b™ estaria asociado
con la activacién inmunoldégica resultado de la coinfeccion VIHPCP, y de la subsecuente
activacion de macrofagos alveolares y la expresion de citocinas proinflamatorias
quimioatrayentes de neutrofilos en el espacio alveolar. Dicho reclutamiento podria ser

mayormente observado en etapas iniciales de la coinfeccién VIH-PCP.
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Respecto a CD13, encontramos una mayor expresion de esta proteina reguladora de
la activacién y apoptosis de los neutréfilos en el grupo VIH"PCP*/TAR con respecto al grupo
VIH*PCP* (p=0.021). De acuerdo con Cowburn et al., 2005 y Fiddler et al., 2016, quienes
han descrito la expresion de este marcador en neutréfilos de personas con cancer, el papel de
CD13 en la apoptosis de neutrdfilos es critico para la resolucion de un proceso inflamatorio.
En procesos inflamatorios crénicos, como lo es una coinfeccion VIH*PCP* (Tasaka, 2015),
la acumulacion excesiva de neutrofilos en la zona alveolar contribuye al dafio pulmonar,
mismo que es el resultado de un proceso resolutorio inefectivo (apoptosis retardada) o de una
fagocitosis anormal en estas células. CD13 se caracteriza por impedir dicha apoptosis al
inducir la remocion del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR1), y por ende, la
inhibicion de la interaccion ligando TNFR1-TNFa. En este estudio esperariamos observar
una mayor expresion de este marcador en los neutréfilos de las personas VIHPCP* sin
tratamiento antirretroviral, lo que indicaria, de acuerdo a los autores, procesos de apoptosis
retardada y una resolucion inflamatoria inefectiva. Sin embargo, al tomar en cuenta que las
personas de este grupo se encuentran en etapas muy tardias de la infeccion, es posible que la
acumulacién de neutréfilos y la expresion de CD13 en la zona alveolar sean minimas. Adn
asi, encontramos una mayor densidad de expresion de CD13 para este grupo. Debido a lo
anterior, un andlisis de LBA en etapas mas tempranas de una coinfeccion VIH-PCP podria
ser Util para corroborar una mayor expresion de CD13 en los neutrofilos alveolares de estas

personas.

Contrariamente, en nuestros resultados se observa una mayor expresion de CD13 en
los neutrdfilos de las personas que se encuentran bajo terapia antirretroviral, lo que indicaria
procesos resolutorios inefectivos ademas de un dafio al tejido pulmonar continuo. Sin
embargo, lo que se esperaria para este grupo seria la menor expresion de esta proteina, hecho
que conduciria al restablecimiento gradual de la homeostasis pulmonar y a la disminucion
progresiva en el numero de neutrofilos en la zona alveolar, es decir, al perfil inmunoldgico
pulmonar ideal. Una posible explicacion sobre la mayor expresién de CD13 para las personas
bajo TARc, es la referida por Fidder y colaboradores (Fiddler et al., 2016), quienes han
referido su importancia en la migracion de células endoteliales cancerigenas. En los
neutrofilos del grupo VIH'PCP™ bajo TARC, la elevada expresion de CD13 podria indicar la

migracion fuera del sitio inflamatorio para el restablecimiento del microambiente pulmonar.
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Sin embargo, esto es solo una hipodtesis. Para el grupo VIHneg, la expresion de CD13
confirma, de acuerdo a los autores, que la ausencia de un proceso inflamatorio crénico reduce
singificativamente la expresion superficial de CD13, indicando para los neutrofilos de este
grupo procesos resolutorios mas efectivos y un mayor indice de apoptosis, a pesar de tener

neumonia.

En cuanto al marcador de activacion y degranulacion celular CD66b, observamos una
tendencia a una mayor expresion en el grupo VIH*PCP* respecto al grupo sin VIH (p=0.055).
Los reportes del analisis de la expresion de este marcador en los neutréfilos de personas con
una coinfeccién VIH*PCP* son escasos. Uno de los reportes mas completos que se tienen
hasta el momento es de un estudio en personas infectadas por el virus del dengue, en el que
se reportd que la expresion de CD66b en neutrdfilos circulantes es un indicativo del aumento
en la adhesion a celular, degranulacion de componentes antimicrobianos y de la produccién
de ROS (Opawatchai et al., 2019). De acuerdo con nuestros resultados, una tendencia a una
mayor expresion de CD66b en personas con una coinfeccion VIH"PCP* podria ser el reflejo
del establecimiento de un microambiente inflamatorio pulmonar continuo, inducido, en
primera instancia, por la sobreexpresion de citocinas proiflamatorias como IL-8 y TNF-a, y,
secundariamente, por el incremento en el reclutamiento y las funciones efectoras de los

neutrdfilos dentro del espacio alveolar.

Respecto al marcador de adhesion celular CD11b, se sabe que la migracion de
neutrofilos bajo la gran mayoria de circunstancias inflamatorias requiere del complejo de
adhesion celular CD11b/CD18 (Abdel-Salam y Ebaid, 2014). En nuestros resultados se
observo una tendencia de los neutrofilos del grupo VIH*PCP* a expresar mayormente este
marcador respecto al grupo sin VIH (p=0.065). De acuerdo a los autores antes mencionados,
la participacion y regulacion de los neutréfilos en enfermedades de caracter inflamatorio
cronico, como la coinfeccion VIH-PCP, se encuentra en estrecha relacion con las citocinas y
moléculas resultantes de un microambiente inflamatorio. Como ejemplo de lo anterior, en
Abdel-Salam y Ebaid, 2014 se reportd una expresion mayor del complejo CD11b/CD18 en
neutrofilos circulantes de personas sanas al ser estimuladas con IL-2 (Abdel-Salam y Ebaid,
2014). Por tal motivo, hipotetizamos que el analisis de las concentraciones de IL-2 en LBA

durante la coinfeccion VIH'PCP?, en etapas mas tempranas, podria otorgar informacién Gtil
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sobre el reclutamiento de neutrofilos al espacio alveolar. Sin embargo, es necesario
considerar que IL-2 es una interleucina asociada mas bien a la sobrevivencia y proliferacion
celular de células T, que al reclutamiento de células hacia tejidos. De forma importante, se
ha reportado que su produccién disminuye en etapas avanzadas de una infeccion por VIH
(Sokoya et al., 2017), y se encuentra asociada mayormente a células T. En las personas bajo
TARCc de nuestro estudio, la disminucion en la expresion de CD11b, y més especificamente,
del complejo CD11b/CD18, estaria ligada a la disminucién del microambiente inflamatorio
generado por el VIH. Esto ultimo seria mejor observado con una cohorte de estudio mas

completa en cuanto al grupo VIH*PCP*/TAR se refiere.

Respecto al marcador de degranulacion CD63, no se encontraron diferencias
significativas entre ninguno de los grupos de nuestra cohorte de estudio (p=0.646). En este
ambito, Skubitz y colaboradores (Skubitz et al., 2000) han reportado que existe una relacion
estrecha entre la expresion de CD63 y la produccién del complejo de adhesion celular
CD11b/CD18 en neutrofilos circulantes de humanos, por lo que con una cohorte de estudio
mas equilibrada podriamos llegar a observar si este fenomeno también ocurre en los
neutrofilos del grupo VIH*PCP*.

Comparamos los niveles de los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s tanto en
plasma como en LBA de las personas VIH*PCP* pertenecientes a nuestra cohorte de estudio,
encontrando diferencias significativas (p<0.0001) entre el plasma y LBA para ambos
marcadores; encontrandose en plasma concentraciones significativamente mas altas. Hasta
hoy se ha descrito que la activacion inmunolégica e inflamacién crénica en personas con
VIH son un factor predictor de la progresion en la enfermedad producida por la infeccion
(Sandler et al., 2011). Particularmente, las concentraciones en plasma de los marcadores
inflamatorios CD163s y CD14s son el reflejo de dos aspectos importantes en una infeccion
por VIH: la inflamacion cronica y el reservorio de las células infectadas (Parisi et al., 2018).
Por tal motivo, se trata de dos moléculas con potencial biomarcador para la enfermedad
producida por el VIH (Mgller, 2012). Sin embargo, en LBA no existen reportes de la
determinacion de estos marcadores inflamatorios durante la coinfeccion VIH*PCP*. En su

lugar, la mayor parte de la informacion se enfoca en el estudio de plasma en otra clase de
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coinfecciones, por ejemplo, la coinfeccion VIH*TB (Mycobacterium tuberculosis)

(Boulougoura y Sereti, 2016).

Un estudio reciente (Wang et al., 2019) en plasma sanguineo de una cohorte de
pacientes VIH" con neumonia (dos de ellos asociados a P. jirovecci) y sin TARCc, report6
niveles elevados de los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s, entre otros marcadores
inflamatorios (p. e. IL-6). En el plasma de las personas VIH*PCP* de esta investigacion, la
expresion elevada de estos marcadores es el indicador de una actividad importante en la
activacion de macrofagos y monocitos, ademas de sugerir procesos de disbiosis intestinal y
translocacion bacteriana; procesos caracteristicos de una etapa infectiva tardia del VIH
(Krastinova et al., 2015). Encontramos una mayor cantidad de estas proteinas inflamatorias
en plasma debido a su naturaleza homogeénea y estable al ser liberadas en su forma soluble al
torrente sanguineo. De forma interesante, CD163s sigue siendo altamente estable durante
semanas a 4°C, y posiblemente durante afios a -20°C, después de haber sido separada de los
eritrocitos (Maller, 2012). Por tales motivos, corroboramos que la medicion de CD163s y
CD14s en plasma sigue siendo un factor clave para la prognosis de la enfermedad producida
por el VIH. En contraste, a pesar de la gran utilidad que provee el LBA para el estudio del
tracto respiratorio inferior, una de sus limitaciones es que necesita de la instilacion de liquido
salino al tracto respiratorio. Por lo anterior, el volumen de LBA recuperado después del
procedimiento es una mezcla variable de solucién salina y del liquido de revestimiento
epitelial pulmonar, asi como de los componentes de este Gltimo (Rennard et al., 1985;
Tayman et al., 2011). Esta podria ser una de las principales razones por las cuales observamos
niveles inferiores tanto de CD163s como de CD14s en LBA en comparacién con el plasma
sanguineo. Ademas, también hipotetizamos la inestabilidad molecular y degradacién de
ambas proteinas inflamatorias en LBA una vez llevado a cabo el proceso de instilacion salina

al tracto respiratorio inferior.

Respecto a los demas grupos de nuestra cohorte de estudio, tampoco se observaron
diferencias significativas en la cantidad de CD14s (p=0.172) y CD163s (p=0.701) en LBA.
Lo anterior puede deberse, al igual que en la distribucion de los neutrofilos, al tamafio de
muestra de dos de los grupos de estudio. Con una cohorte de estudio mas equilibrada

esperariamos observar diferencias significativas respecto a ambos marcadores inflamatorios
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comparando el grupo VIHPCP* con el resto. De forma similar a Wang et al., 2019, en
nuestros resultados encontramos una tendencia de mayor cantidad de CD163s en el LBA los
grupos VIH'PCP" y VIH*PCP*/TAR, indicando que en este Gltimo grupo, posiblemente, la
inflamacion anormal sigue persistiendo incluso después del uso de terapia antirretroviral.
Para CD14s observamos una tendencia de mayor expresion en LBA de personas sin VIH en
comparacion de los grupos restantes. Lo anterior puede deberse al estado inflamatorio
pulmonar producido por la neumonia de estos pacientes a pesar de no tener VIH. Sin
embargo, esta hipotesis es poco viable ya que, como mencionamos antes, la liberacion de
CD14s es el resultado de un constante estado de inflamacién cronica sistémica que
dificilmente podria ser inducido en personas sin una infeccion por VIH. Adicionalmente, de
acuerdo a Parisi y colaboradores (Parisi et al., 2018), tanto CD163s como CD14s se
encuentran independientemente asociados a un alto riesgo de mortalidad en personas con y
sin TARc, sugiriendo que su reduccion en los procesos de inflamacion podria desemperiar
un papel importante en la disminucién del riesgo de muerte en personas con esta coinfeccion.
A pesar de no haber encontrado diferencias significativas entre grupos en este estudio, la
sola presencia de ambos marcadores en LBA sigue siendo un indicador importante de la

activacion inmunolégica en personas con una coinfeccion VIH*PCP* (Sandler et al., 2011).

Posteriormente realizamos correlaciones entre las frecuencias de neutrofilos
alveolares y algunos marcadores clinicos asociados a la enfermedad (% de células T CD4* y
CD8* en sangre periférica y el nimero de copias virales en plasma) producida durante una
coinfeccion VIH'PCP™. Lo anterior con el objetivo de comprobar si dichos marcadores
clinicos cuentan con un impacto durante el reclutamiento de neutroéfilos al espacio alveolar

en una coinfeccion de esta naturaleza.

Observamos una tendencia a una correlacion positiva (r=0.484; p=0.059) entre la
frecuencia de neutrofilos alveolares y el porcentaje de células T CD4" circulantes. Como se
menciond en la introduccion, la etapa mas temprana durante una infeccion por VIH se
caracteriza por un incremento en la activacion de células T y B, y por un aumento en la
produccion de citocinas proinfamatorias, particularmente en el tracto gastrointestinal. Sin
embargo, como se mencion6 anteriormente, las personas del grupo VIH*PCP* de este estudio

se encuentran en etapas mas tardias de la infeccion, por lo que descartamos la hipotesis de
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correlacién positiva entre células T CD4" en sangre y la frecuencia de neutréfilos en LBA.
Lo anterior, principalmente, debido a que todas las personas del grupo VIH*PCP* cuentan
con un porcentaje menor al 16% de células T CD4 en sangre (el rango habitual de este tipo
celular en sangre es de 30-60%) (aidsinfonet, 2014). Y que, ademas, en el estadistico
obtenido para esta prueba (r=0.484; p=0.059), el valor de r carece de fuerza de correlacion.
Por esto, no existe una relacion definitoria entre la frecuencia de neutréfilos en LBA y el
porcentaje de células T CD4", al menos en etapas cronica y de SIDA de la infeccion. Sin
embargo, una reduccion en el nimero de células T CD4" circulantes, por medio de TARc,
induciria un posible decremento ain mayor en el nimero de neutréfilos en LBA en etapas
tardias de una coinfeccion VIH'PCP®. Para definir correlacion definitoria entre ambas
variables proponemos llevar a cabo este analisis en etapas més tempranas de la coinfeccion
VIH-PCP.

Similar a los resultados obtenidos para las células T CD4*, tampoco observamos
correlacion definitoria en ninguno de los grupos respecto a la frecuencia de neutrdfilos en
LBA vy el porcentaje células T CD8* circulantes. En este ambito, se ha reportado que la
cantidad de células T CD8" circulantes aumenta hasta un 50% durante la etapa aguda
infectiva del VIH (Deeks et al., 2013), y que a medida que la infeccion progresa y el estado
de activacion inmunoldgica incrementa, se produce un acortamiento progresivo en la
longevidad y sobrevivencia tanto de las células T CD4* como de T CD8* (Sokoya et
al., 2017). De acuerdo a la fundacion Toronto People With AIDS (PWA, 2012), el porcentaje
de células T CD8" circulantes bajo condiciones normales varia de entre 15 a 40%. En nuestros
resultados, para todas las personas VIH"PCP* el porcentaje de este tipo celular se encontro
por arriba del 50% de células T CD8*. Debido a este elevado porcentaje, hipotetizamos que
el microambiente inflamatorio crénico en estos pacientes, a pesar de encontrarse en etapas
tardias de la infeccion, se encuentra ain en estado activo y las células citotoxicas no se han
diferenciado al perfil exhausto, ni su sobrevivencia se ha visto del todo disminuida por el
VIH (Norris et al., 2006; Sokoya et al., 2017). En el grupo con TARc, se esperaria una
disminucion del nimero de células T CD8" y de neutrdfilos en LBA (perfil inmunologico
ideal), sin embargo, esto dificilmente es observado en nuestros resultados debido al tamafio
de muestra reducido. Teniendo en cuenta que la toma de muestra en los pacientes VIH"PCP*

se llevé a cabo hace mas de 5 afios, analisis recientes sobre el porcentaje de células T CD8*
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en sangre podrian establecer otro tipo de relacidn entre celulas citotdxicas y los neutréfilos
en LBA. En este analisis se esperaria observar una reduccion considerable de este porcentaje
de células en sangre periférica y, a su vez, una reduccién de neutrofilos en LBA debido al

estado inflamatorio crénico.

Observamos también una correlacion positiva entre la frecuencia de neutréfilos en
LBA y el cociente de células T CD4:CD8 (r= 0.517; p=0.023) en personas VIH"PCP". El
cociente de células T CD4:CD8 describe con precision la disfuncion inmunoldgica tras una
infeccion por VIH y podria ser una opcion viable en cuanto al diagnostico del progreso en la
enfermedad producida, a la respuesta al tratamiento (TARc), y al analisis de la morbilidad y
mortalidad. Cocientes entre 1.5 y 2.5 son generalmente considerados normales, habiendo de
forma usual el doble de células T CD4" que de células T CD8*. Cocientes menores del rango
minimo o invertidos son asociados a un fenotipo inmunol6gico de riesgo, senescencia
inmunoldgica e inflamacion crénica en personas con o sin VIH (McBride y Striker, 2017).
En personas VIH", el cociente de células T CD4:CD8 tiende a disminuir en etapas iniciales
debido al aumento subito de células T CD8". En contraste, el implemento de TARc tiende a
restaurar el nimero de células T CD4*y a disminuir el nimero de células T CD8*, lo que
conlleva a la normalizacion del cociente. El analisis del cociente de células T CD4:CD8 ha
sido escasamente estudiado durante el desarrollo de otras enfermedades cronicas o
coinfecciones con VIH, tales como la coinfeccion VIH*PCP* (McBride y Striker, 2017). Al
encontrarse en etapas crénicas de la infeccion, en nuestro grupo VIH*PCP*, la cantidad de
células T CD8" se encuentra varias veces por encima de las células T CD4", obteniendo una
mediana de cocientes de 0.095 (ver Tabla 1). Ademas de que, como ya hemos mencionado,
el conteo de neutréfilos en LBA es minimo en este punto de la coinfeccién. Por lo anterior,
nuestros resultados contrastan con la informacion de la literatura al indicar un progresivo
aumento del cociente de células T CD4:CD8 (mas células T CD4" que células T CD8") en
personas VIH*PCP* a medida que también aumenta la frecuencia de neutréfilos en LBA (r=
0.517; p=0.023). Lo que se esperaria para este grupo, al menos en etapas mas tempranas de
la coinfeccidn, seria otro comportamiento entre ambas variables. Es decir, un aumento en el
numero de neutrdfilos en LBA ligados a procesos inflamatorios, y a su vez, una disminucion
del cociente de células T CD4:CD8, misma que es el resultado del declive gradual de las

células T CD4". El contraste de nuestros resultados contra lo publicado hasta el momento
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puede estar debido a la naturaleza de la coinfeccion VIH*PCP*. Bajo TARC, un reandlisis de
este cociente en la actualidad podria indicar la normalizacion del cociente de células T
CD4:CD8 y la minima cantidad de neutréfilos en LBA.

Respecto a la carga viral en plasma, no encontramos correlaciones entre ésta y la
frecuencia de neutrofilos en LBA tanto en el grupo VIH'PCP™ como en el grupo
VIH*PCP*/TAR. Histéricamente, la carga viral del VIH en plasma ha servido como un
marcador de la supresion inmunoldgica y la respuesta al tratamiento antirretroviral en
personas VIH™. Sin embargo, incluso con las ventajas del tratamiento antirretroviral actual,
el conteo absoluto de células T CD4" y la carga viral en plasma no siempre reflejan el buen
estado inmunolégico de la persona (McBride y Striker, 2017; Wang et al., 2019),
especialmente en los casos de personas con falla virologica durante el TARc (>1000
copias/ml de plasma después de haber iniciado el tratamiento antirretroviral) (Alave et al.,
2013). Acorde a esto Gltimo, en nuestro grupo de estudio bajo TARC, tres de las personas se
hallaron por debajo de las 500 copias/ml de plasmay una se hall6 con carga viral indetectable,
todas ellas con mas de 5 afios bajo el tratamiento, razon por la que no hallamos una
correlacion entre la carga viral en plasma y la frecuencia de neutrofilos en LBA de este grupo
de estudio. En cuanto al grupo VIH"PCP*, con una cohorte de estudio mas equilibrada y en
etapas tempranas de la infeccion, se esperaria que una mayor cantidad de neutréfilos en LBA
tenga una correlacion directa con el aumento de la carga viral en plasma, indicando de este

modo la persistente inflamacion cronica en personas bajo esta coinfeccion.

A continuacion, llevamos a cabo el andlisis de las asociaciones entre la frecuencia de
neutréfilos y la cantidad de los marcadores inflamatorios CD163s (r=0.032; p=0.908), y
CD14s (r=0.058; p=0.831) en LBA de las personas VIH"PCP™ de nuestra cohorte de estudio,
para el cual no observamos diferencias significativas. Los resultados anteriores pueden estar
relacionados con el hecho de que, en LBA, hallamos concentraciones disminuidas de ambos
marcadores. Nos parece, por lo tanto, un resultado esperado el no haber hallado correlacion
alguna entre la frecuencia de neutrdfilos y las concentraciones de ambos marcadores
inflamatorios en LBA. A pesar de los resultados obtenidos, tal como reportaron Wang y
colaboradores (Wang et al., 2019), el analisis de ambos marcadores en plasma (mayormente

que en LBA) sigue siendo potencial predictivo en la mortalidad de personas con una

81



coinfeccion VIH™PCP™. De igual forma, corroboramos que el aumento de la frecuencia de

neutrofilos en LBA es el reflejo de un ambiente inflamatorio crdnico sistémico.

Finalmente, realizamos el andlisis de posibles asociaciones entre la cantidad de los
marcadores inflamatorios CD163s y CD14s y la expresion de los marcadores de activacion
celular CD13, degranulacion celular CD66b y CD63, y de adhesion celular CD11b en
neutréfilos de LBA. Para los tres grupos de nuestra cohorte de estudio no se encontraron
correlaciones entre ambas variables cuantitativas. Lo anterior puede deberse, en primera
instancia, a la minima cantidad de ambos marcadores inflamatorios, tanto CD163s como
CD14s, en el LBA de los tres grupos de estudio. No obstante, una sobreexpresion de los
marcadores de activacion, degranualacion y adhesion celular en los neutréfilos en LBA, sigue
siendo el reflejo de un microambiente proinflamatorio cronico-pulmonar producido durante

la activacion inmunoldgica en una coinfecciéon VIH*PCP?,
Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos podemos concluir de este estudio que no es posible
establecer correlaciones lineales definitorias entre la frecuencia de neutrdfilos y las
cantidades de las concentraciones de CD163s y CD14s en LBA de nuestra cohorte de estudio.
Lo anterior podria deberse, con gran probabilidad, a que nuestra cohorte fue limitada en dos
de los grupos (VIHneg y VIH'PCP*/TAR), y a la poca cantidad de dichos marcadores
inflamatorios que hallamos en LBA. Pese a esto, corroboramos que la acumulacion de
neutr6filos CD15°CD16" en el tracto respiratorio inferior, es el reflejo de un microambiente
inflamatorio pulmonar persistente, mismo que es el resultado del establecimiento de la
activacion inmunolégica e inflamacion cronica en personas VIH™PCP*. Asimismo,
corroboramos que los marcadores inflamatorios CD163s y CD14s son, como ya se ha
reportado, indicadores independientes de la progresion en la enfermedad producida por la
infeccion del VIH, misma que probablemente pueda llegar a agravarse debido a una
coinfeccion con P. jirovecci. Sin embargo, la poca cantidad de ambos marcadores disponible
en LBA disminuye su uso potencial como biomarcador progndstico de la coinfeccion, por lo
gue que la cuantificacion de tales marcadores sigue siendo una opcién mas viable en plasma

sanguineo.
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Perspectivas

Otorgamos debida importancia a una de las técnicas utilizadas en esta investigacion y que
sin la cual no se hubiera podido llevar a cabo. EI LBA es una muestra bioldgica humana que
requiere del seguimiento estricto de un protocolo estructurado evaluado por Comités de Etica
y de Investigacion. Por lo que el LBA, aparte de ser un tipo de muestra bioldgica ideal para
el diagnostico y entendimiento de una gran cantidad de enfermedades pulmonares, también
es una muestra biolégica muy dificil de obtener para estudios de ciencia bésica y
translacional. Es por estas razones que las perspectivas futuras asociadas al estudio de
elementos bioldgicos presentes en LBA se ven ciertamente limitadas, pero no por ello
definitivamente excluidas. Estudios posteriores que impliquen la inclusion de una cohorte de
estudio equilibrada podria llegar a ser la base para el establecimiento de correlaciones lineales
directas significativas bajo los mismos criterios de estudio que se utilizaron en esta

investigacion.
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