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Resumen

La OMS ha estimado que una tercera parte de la poblacion mundial se encuentra
infectada por Mycobacterium tuberculosis (MTB). Existen factores que determinan
la susceptibilidad a esta enfermedad y uno de los méas importantes es la infeccion
por el VIH. La TB es una de las muchas infecciones bacterianas cuyo control
inmune estd alterado durante la infeccién por el VIH. Los individuos con doble
infeccion por MTB y el VIH presentan una menor supervivencia que los que tienen
sélo la infeccién viral, ademas de avanzar mas rapidamente a SIDA y presentar
més enfermedades oportunistas. Lo anterior sugiere que MTB podria estar
exacerbando los mecanismos inmunopatogénicos de la infeccion por el VIH. Se
sabe que la activacion inmune se asocia a progresion a SIDA y que genera
alteraciones en el numero y funcion de las subpoblaciones de los linfocitos T
CD4+ y CD8+. Para determinar si la infeccion por MTB da lugar a un aumento en
la activacion inmune crénica en los individuos infectados por el VIH, estudiamos
11 pacientes a lo largo de las primeras 8 de tratamiento antifimico. Todos los
pacientes estaban en tratamiento con isoniazida, rifampicina y etambutol y sin
tratamiento antiviral. Cada 2 semanas caracterizamos, por citometria de flujo, los
linfocitos de sangre periférica de dichos pacientes. Se observo una tendencia al
aumento en la coexpresion de CD38 y HLDR unicamente en la semana 4
postratamiento (p=.06) Al mismo tiempo se observo un aumento significativo
(p=.02) en la activacion de células CD4 virgenes y de la carga viral (p=.04). Al
analizar a los linfocitos T CD8+ se observo una disminucién significativa de la
expresion de CD38 y HLADR en la semana 8 postratamiento. Concluimos que la
infeccibn por MTB contribuye transitoriamente a la activacion inmune de los
linfocitos T CD4+ durante las primeras 4 semanas de tratamiento antifimico, al ser
estas células el blanco del VIH, esta activacién inmune se ve reflejada en la carga
viral plasmatica. Este aumento transitorio en la activacion inmune se asocia a un
incremento en la carga viral y podria deberse a un aumento en las funciones de
monocitos y a respuestas inespecificas a componentes liberados de las
micobacterias destruidas por el tratamiento asi como a un mayor reclutamiento de

células susceptibles a la infeccién por VIH.



Abstract

Co infection tuberculosis-HIV is one of the main causes of mortality in patients with
HIV. HIV+ patients have 20 times more probability to acquire active tuberculosis. A
lot of studies has shown that tuberculosis worsens HIV. An evidence that suggest
this observation is that the individuals co infected progress to AIDS in less time that
individuals without tuberculosis.Immune activation, which is central in HIV disease,
correlates whit progression to AIDS. In co infected patients expression of activation
markers and inflammatory cytokines is increase. It has been describe mechanisms
of Tuberculosis to evade immune response and this mechanisms could be
implicated in the pathogenesis of co infected patients. We determined if in HIV/TB
co infected patients, anti-tuberculosis treatment previous to antiretroviral treatment
controlling tuberculosis infection, decreased activation in T cells (TC) and in the
subpopulations on T cells and a improvement like increase the number of
CD4+Tcells and decrease de viral load. We follow up 11 patients co infected whit
tuberculosis and HIV without antituberculosis and/or antiretroviral treatment. The
patients start antituberculosis treatment and in weeks 0, 2, 4 and 8. We obtained
PBMC and were analyzed by multiparamétrica flow cytometry. Main effects of
successful anti-TB treatment before antiretroviral treatment are: CD4 T cell
activation tends to increase (during weeks 0-4) transiently w/o HIV
pharmacological control. This phenomenon didn’t occur in CD8 T cells. We found
too that parallel to CD4 activation pattern, viral load increases during the first 4
weeks of anti-tuberculosis treatment w/o HIV pharmacological control. Same
pattern of activation in naive and effector memory CD4 T cells during the first 4
weeks of antituberculosis treatment w/o HIV pharmacological control. Activation of
effector memory CD8 T cells decreases gradually, but significantly between weeks
0-8 with anti-TB treatment w/o HIV pharmacological control.

All changes seen occur during successful antituberculosis treatment measure by a
significative increase in the body weight between weeks 4-8 and decrease in

cough, fever and lymph nodes (previous to HIV control).



With this findings we conclude that active TB does not seem to be increasing
activation during HIV infection. The control of TB has biphasic effect on T cell
activation and this effect is different in the CD4 and CD8 T cells. Coincidence

between activation and viremia changes during anti TB treatment suggest a causal
link.



Antecedentes
Infeccion por Mycobacterium tuberculosis (MTB)
Caracteristicas Generales de MTB

Las caracteristicas morfolégicas mas importantes de MTB se describen a
continuacién[1]. Son bacilos ligeramente curvados que miden de 1 a 10 um de
largo por 0.2 a 0.5um de ancho; pueden mostrar un contorno uniforme, con
vacuolas irregularmente distribuidas. En el medio de cultivo, las células pueden
variar desde cocoides a filamentosas. Las cepas difieren en su tendencia para

crecer como bacilos aislados o como largas hebras llamadas cordones.

Se creia que MTB era aerobio obligado, sin embargo, se ha observado su
crecimiento en ambientes microaerofilicos en los granulomas en los estadios
avanzados de la infeccion. El bacilo de la tuberculosis es capaz de crecer
intracelular principalmente en macrofagos y extracelularmente. Este organismo

tiene un tiempo de replicacion prolongado, aproximadamente 20 horas [2].

MTB se identifica por su caracteristica propiedad tintoral: es impermeable a
colorantes basicos, pero una vez tefiida retiene el colorante con tenacidad.
Resisten de forma especifica a la decoloracibn con solventes organicos
acidificados y se llaman por basilos acido-alcohol resistente. Esta propiedad se
atribuye a la presencia de una pared celular rica en lipidos. Entre los lipidos
extraidos con solventes organicos neutros estan ceras y glicolipidos los cuales
estan adheridos a polisacaridos que incluyen el glucano, manano,
arabinogalactano y arabinomanano. La membrana celular de las micobacterias es
una compleja estructura que contiene muchas proteinas, lipidos y carbohidratos,
muchos de los cuales son unicos de esta bacteria. Los glicolipidos y las proteinas
se ubican en una capa externa firmemente adherida a la pared y esta ubicacion
externa del lipido es la responsable del caracter hidrofébico de las células (3). La

representacion esquematica de la membrana de MTB se representa en la Fig.1.
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Figura.l Estructura de la Pared celular de Mycobacterium tuberculosis.

El genoma de MTB H37Rv consiste en 4.4 X10 ® pares de bases y contiene
aproximadamente 4000 genes. Se sabe que cerca de 200 genes parecen estar

involucrados en el metabolismo de componentes lipidicos [3].
Historia Natural y Epidemiologia de la Infeccion por MTB

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada principalmente por MTB.
Se ha estimado que la tercera parte de la poblacion mundial esta infectada por
MTB latente. El numero estimado de nuevos casos de TB en 2008 es de 9.2
millones (139 por 100 000 habitantes), de los cuales 700 000 estaban infectados
por el VIH (7.6% del total). La infeccién por MTB ocupa el séptimo lugar entre las
causas de muerte;. en el 2008 hubo 1.7 millones dufunciones, incluidos 0.2

millones de personas infectadas por el VIH [4].



El 75% de las personas con tuberculosis activa se encuentran en la etapa
econdémicamente productiva de su vida( entre 15 y 54 anos). El 95% de los casos
y el 99% de las muertes ocurren en paises en desarrollo, con mayor incidencia en
Africa subsahariana y el sureste de Asia. La mayoria de las personas con
enfermedad activa se encuentran en Bangladesh, China, India, Indonesia y
Pakistan [5].

La infeccidn por el virus de la Inmunodeficiencia humana (VIH) ha tenido un gran
impacto sobre la epidemiologia de la tuberculosis, con un aumento anual de hasta

un 50% desde su aparicion [6].

MTB es altamente infeccioso, basta inhalar 10 bacilos para contraer la infeccion y
se adquiere por via aérea a partir de una persona infectada que expulsa los

bacilos al toser, estornudar o hablar[7].

La infeccidn inicial por MTB suele producir sintomas tales como fiebre, tos
productiva, pérdida de peso y aparicion de ganglios palpables. En algunos de los
casos, las lesiones desaparecen y no dejan alteraciones, excepto calcificacion

ocasional de los ganglios linfaticos pulmonares[7].

No todos los sujetos infectados por el bacilo de la tuberculosis desarrollan la
enfermedad. Aproximadamente el 95% de las personas infectadas controlan la
infeccidn y entran a la fase de latenciacon el peligro permanente de reactivacion,
por cambios en la capacidad del sistema inmune los que pueden deberse a la
infeccién con VIH, desnutricion, por tratamientos como quimioterapias, vejez, etc.
En el 5% de los casos, la infeccidn inicial evoluciona de manera directa hacia

tuberculosis pulmonar activa [7].

Este bacilo tiene la capacidad de diseminarse e infectar los huesos, las meninges,

el rindn,etc. Este tipo de infecciones se denominan tuberculosis extrapulmonares

[8].



Inmunopatogénesis de Mycobacterium tuberculosis

La llegada de MTB hasta el espacio alveolar implica que ha superado la barrera
mucociliar del tracto respiratorio. Los macréfagos alveolares y a las células
dendriticas constituyen la primera linea de defensa en contra de esta patégeno [9].
Este primer contacto es crucial ya que va a definir el control de la infeccion o el

desarrollo de la enfermedad.

La fagocitosis de MTB es llevada a cabo por los macréfagos alveolares y es
favorecida por el surfactante A producido por las células epiteliales alveolares tipo

Il, ya que aumentan la interaccion entre la micobacteria y los macréfagos [10].

Ademas, MTB puede emplear diferentes receptores para entrar a los
macrofagos y esta primera interaccion es crucial para el posterior control de la

infeccion [11].

Durante la fagocitosis, la micobacteria es incluida en un fagosoma y destruida en
el fagolisosoma..Algunos de sus antigenos son procesados y presentados a
linfocitos TC D4+ (por moléculas MCHII) y CD8+ (por moléculas MCH 1), por lo
que los macrofagos ademas de ser células capaces de eliminar a la micobacteria
a través de la fagocitosis, funcionan como células presentadoras de antigeno y
pueden definir el curso de la respuesta inmune celular. Se ha visto que MTB
interfiere con la maduracién del fagosoma bloqueando la fusion fagolisosomal

promoviendo su supervivencia dentro del macrogafo alveolar (13).

Las células dendriticas reconocen, capturan y procesan antigenos haciendo
posible la presentacion de antigenos en el contexto del MHC y de la molecula CD1
a las células T. A las células dendriticas se les unen los antigenos de MTB via
varios receptores como los de lectina, Fc o DC-SIGN. Una vez que los antigenos
han sido camptuados e internalizados, las células dendriticas maduran y migran
eficientemente a nédulos linfoides periféricos en donde inducen la maduracion de

las células T hacia patrones Th1 o Th2. [12]



El patron Th1, necesario para el control de un organismo intracelular como MTB,
esta caracterizado por la produccién de citocinas como IFN-y, IL-2, IL-12, IL-18 y
TNF-a.[7]. El patron Th2, que es deletérea en la infeccidn por MTB se caracteriza
por la produccion de citocinas como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, y TGF-p [13].

Como resultado de la presentacion antigénica, los linfocitos T CD4+ son activados
y empiezan a producir IFN-y [14]. Esta citocina es de gran importancia por su
capacidad de incrementar la funcién microbicida de macréfagos al activarlos e
incrementar la produccion de moléculas del estallido respiratorio que hacen a esta

célula mas eficaz en la eliminacion de la micobacteria [15].

Otra citocina de importancia es IL-1, que es producida por macréfagos, y
promueve la produccion de IL-2 y la expresion del receptor para IL-2 con la

subsecuente expansion clonal de los linfocitos T CD4+ [16].

Ademas de los linfocitos CD4+, otra fuente importante de IFN-y la constituyen los
linfocitos CD8+. Estos reconocen antigenos micobacterianos en el contexto de
moléculas de MHC de clase |, y ademas, tienen funciones citotoxicas sobre las

células infectadas a través de un mecanismo dependiente de granulos [17].

El factor de necrosis tumoral, (TNF-a), es el mediador principal de la respuesta
inflamatoria inducida por MTB. La principal fuente de TNF-a son los macréfagos
activados, aunque también puede ser secretado en pequefa cantidad por
linfocitos T activados. Una de las funciones mas importantes del TNF- [ es la de
inducir la formacion del granuloma. Esta es una estructura de contencién de las
micobacterias, las que se encuentran rodeadas de células dendriticas,
macrofagos, linfocitos activados y células B; se cree que el granuloma constituye
un mecanismo de defensa para evitar la propagacion de la infeccion [18]. EI TNF-a
induce la expresion de ciertas quimiocinas que son factores quimiotacticos que

reclutan células del sistema inmunologico al sitio de infeccion [19].



Si la respuesta inmune no logra contener a las micobacterias dentro del granuloma
o si los macréfagos no son capaces de destruirlas a través de la fagocitosis, se
favorece una respuesta tipo Th2. Esta permite una diseminacion de las
micobacterias a todo el organismo a través de la sangre lo cual hace dificil el

control de esta infeccion, causando mas frecuentemente la muerte [20] .
Tratamiento contra la tuberculosis

Los medicamentos para tratar la tuberculosis se clasifican en dos grandes
categorias. Los compuestos de primera eleccion combinan el maximo nivel de
eficacia con un grado aceptable de toxicidad; incluyen isoniazida, rifampicina,
etambutol, estreptomicina y pirazinamida. Cuando las micobacterias muestran
resistencia a alguno o varios de los farmacos de primera eleccidn se necesita
recurrir a farmacos de segunda eleccion como ofloxacina, ciprofloxacina,
etionamida, acido amino salicilico, cicloserina, amikacina, kanamicina vy
capreomicina que pueden causar mayor grado de toxicidad que los de primera

eleccion y resultan menos eficientes [22].

La duracion del tratamiento antifimico es de aproximadamente 6 meses. Se divide
en una primera fase intensiva que dura 2 meses, durante la cual se administra
isoniazida, rifampicina, etambutol, y pirazinamida y en la cual se elimina a la
mayor parte de las micobacterias. La segunda fase dura aproximadamente 4
meses y en esta se administra isoniazida y rifampicina, durante esta etapa se
persigue matar a las micobacterias remanentes, cuyo metabolismo esté reducido y

que son las responsables de la latencia de esta infeccion [23].

La isoniazida interfiere con la produccion de los acidos micdlicos en la
micobacteria que son indispensables para la estructura de su pared celular. El
uso de la isoniazida reduce la carga bacteriana aproximadamente un tercio de

logaritmo por dia después de los primeros dos dias de tratamiento [24].

La rifampicina actua inhibiendo a la subunidad beta de la RNA polimerasa
dependiente de DNA de la micobacteria, con lo que se detiene el comienzo de la

formacioén catenaria en la sintesis de RNA. Es uno de los farmacos mas eficaces



de los que se dispone ya que tiene la capacidad de esterilizar rapidamente las

lesiones tuberculosas [25].

El etambutol es tuberculostatico y se ha demostrado que afecta el metabolismo
de los acidos nucleidos e inhibe especificamente la arabinosil transferasa de la
micobacteria, impidiendo la formacion de arabinogalactosa vy del
lipoarabinomanano, que son elementos basicos que forman parte de los
glicolipidos dominantes de la envoltura de M. tuberculosis. Se ha visto que
suprime la proliferaciéon de casi todos los bacilos tuberculosos resistentes a la
isoniazida y a la estreptomicina [25]. En la figura 2 se muestra un esquema del

mecanismo de accién de los farmacos antifimicos.
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Figura 2. Mecanismo de accién de los principales farmacos antifimicos.

La infeccion por VIH



Caracteristicas generales del virus de la inmunodeficiencia humana

El VIH es miembro del género lentivirus, perteneciente a la familia Retroviridae. Se
caracteriza por tener: a) un genoma compuesto de dos cadenas idénticas de ARN,
b) una estructura génica organizada por tres genes poliprotéicos llamados grupo
antigeno especifico (gag), polimerasa (pol) y envoltura (env), y c¢) un ciclo
replicativo después de una etapa de transcripcion inversa, en el que el genoma
viral transcrito a ADN, se incorpora al material genético del hospedero. Los
lentivirus, ademas de los genes estructurales de los retrovirus, se caracterizan por
presentar una combinacion compleja de genes accesorios O genes no
estructurales y por tener lagos periodos de latencia clinica durante la infeccion
[26].

El VIH es un virus envuelto, la particula es de forma icosahédrica de 110 nm de
diametro. Posee cerca de 72 espiculas en su superficie que constan de dos
glicoproteinas llamadas gp120 y gp41 codificadas por el gen env. La forma y la
integridad de los viriones esta dada por los productos del gen gag. En la
nucleocapside se encuentra el genoma viral que tiene una longitud aproximada de
9.2 kb el cual esta compuesto de dos cadenas simples/positivas de ARN. La
nucleocapside contiene todos los componentes necesarios para la replicacion: dos
copias idénticas de ARN gendémico, un ARN de transferencia reclutado durante el
proceso de liberacion del viridbn y tres enzimas llamadas transcriptasa inversa,

integrasa y proteasa que se codifican en las secuencias pol [27, 28].

En la figura 3 se esquematiza el genoma del VIH. Las repeticiones terminales
largas (LTR por sus siglas en inglés) en los dos extremos del genoma regulan la
integracion del virus en el genoma del hospedero, la expresion de los genes y la
replicacion del virus. El VIH posee asimismo otros seis genes: tat, rev, vif, nef, vpr
y vpu, cuyos productos regulan la reproduccién virica de varias formas vy

contribuyen a la patogénesis [26].



VPR REV REWV

L ]
—— GAG VIF TAT VPU TAT NEF
I
LTR POL ENVW LTR

HIV-1 GENOME 9749 NUCLEOTIDES

Figura 3 Esquema del genoma del VIH.

Mecanismo de replicacion del VIH

Las células blanco del VIH son las células T CD4+. Al principio de la infeccion su
principal blanco lo constituyen las células de memoria efectoras activadas y hacia
la fase avanzada de la infeccidn parece cambiar su tropismo hacia células

virgenes [29].

En la figura 4 se esquematiza el ciclo de replicacion del VIH que se describira a
continuacion. ElI mecanismo de entrada a la célula comienza con el
reconocimiento del receptor de membrana CD4 por medio de la glicoproteina
gp120. Posteriormente ocurre un cambio conformacional que expone gp41 que
reconoce al correceptor CCRS o al CXCR4, provocando que la membrana viral y

celular se fusionen [27].

Una vez fusionadas las membranas, la capside es liberada al citoplasma celular.
En él, el complejo de retrotranscripcion promueve la sintesis del ADN viral; la
proteina viral Vif ayuda a mantener la estabilidad del complejo. Una vez completa
la sintesis del ADN viral por medio de la RT, se forma el complejo de
preintegracion que viaja al nucleo. Ya dentro del nucleo, la adecuada integracién
del ADN viral al ADN celular esta mediada por la integrasa. Al ADN viral integrado

en el ADN celular se le conoce como provirus [28].

El inicio de la transcripcion de los genes del VIH en los linfocitos T esta

relacionado con el estado de activacion de la célula por antigenos o citocinas.



Para que se expresen los genes del VIH se necesita la presencia de la proteina
Tat, que actua como transactivador, uniéndose a una secuencia corta de RNA al
extremo 5’ del transcrito de RNA. Los ARN mensajeros virales que codifican las
diversas proteinas del virus proceden de una sola transcripcion completa del
genoma la cual es sometida a varios procesos de corte y empalme (“splicing”). La
expresion de los genes del VIH puede dividirse en una fase temprana, durante la
cual se expresan los genes reguladores, y una fase avanzada, en la que se
expresan los genes estructurales y se empaquetan los genomas virales completos
[28, 30-33].

El ensamblaje de las particulas viricas infecciosas requiere del empaquetamiento
del ARN completamente transcrito en el interior de un complejo formado por las
proteinas nucleares gag y las enzimas codificadas por pol necesarias para el
siguiente ciclo de integracién. Este complejo nucleoprotéico se rodea de
membrana y es liberado de la célula mediante gemacion a partir de la membrana
plasmatica. Una vez que la particula viral ha sido liberada al espacio extracelular
la nueva particula virica comienza su maduracion en donde la enzima proteasa
acaba de cortar las cadenas de poliproteina del VIH en proteinas individuales que

se combinan para formar una nuevo virus funcional e infeccioso [28, 30-33].



53
LSRR
AN} ¢
"1 et -] 'li‘l _____l.
- M s ~
G{. 4 e T e
o W >
I q 5 B
| b '-.':'%\.i;ic"
e -LT*-__ ) _f'q\I_'-'
- I
b 8 1
4 ey {%,_‘ -
¥ (=) a B
e :\_'gg J | .
g ot y o [ &
e 29 O
7 it Virlon procassing, _ﬁﬂ
_{ COd assembly and o
C Rave Hat e e /‘, = Budding
Tat o\ wr 0
& - ""'-..“ h,
Chemokine Vi .‘-_—}NH ]
raceptor Trans lation Proteaze |
JEag, Pl
Huciaar ; ""_'55‘:}“"",
Mool g0 Impeart bl
sl A
._,_,.,-'-"""‘-"d l,,g.d TavaTla ._.- GEI'!:!TL'. R &
04 FTHI‘i:ﬂgraJ.‘n:n
Ba - G':WF'EI f_:_,7/ T
Fusion _* * W 7 - s
%Pl e : IJnaa:DNP. Spilcing
6L B o HC =
& i
by T 1ap ’ﬂrr_'s‘r ()
i Gy s .,-w\..f B
SLTR _ ¥LTH RS
Uncoating Rewerse transcrption /
Transcription
Iracton phass iy u’} A Pt
| BHAFI
Exprazdon phase

Figura 4. Ciclo de replicacion del virus de inmunodeficiencia humana.

Epidemiologia del VIH

El VIH continua siendo un problema de salud mundial de una magnitud sin
precedentes. Desconocido hace 30 aios, el VIH ya ha provocado un estimado de
25 millones de fallecimientos en todo el mundo y ha generado profundos cambios

demograficos en los paises mas afectados [34].

Los datos epidemiologicos internacionales mas recientes muestran que en
algunos paises de Asia, América Latina y Africa subsahariana, el nimero anual de
nuevas infecciones producidas por el VIH se encuentra en ligera disminucion.
También ha disminuido la tasa estimada de fallecimientos por SIDA, en parte
como resultado del éxito alcanzado en la ampliacion del acceso a los

medicamentos antirretrovirales en lugares de recursos limitados [35].



La OMS reporto en el 2008 que 33 millones de personas vivian con el VIH en todo
el mundo [34]. El numero anual de nuevas infecciones por el VIH disminuy6 de 3.0
millones en 2001 a 2.7 millones en 2008.En total, 2 millones de personas
fallecieron a causa del SIDA en 2008, mientras que las estimaciones para 2001
fueron de 1.7 millones. El numero total de personas que viven con el VIH ha ido
aumentando de manera uniforme debido a las nuevas infecciones que ocurren
cada afo, a los tratamientos que prolongan la vida y a que las nuevas infecciones

superan en numero a los fallecimientos provocados por el SIDA [34] .

Africa meridional continia soportando una parte desproporcionada de la carga
mundial de VIH: En 2008, el 35% de las infecciones por el VIH y el 38% de los
fallecimientos por SIDA se produjeron en esta subregién. En conjunto, Africa

subsahariana alberga al 67% de todas las personas que viven con el VIH [34].

Las mujeres representan la mitad de las personas que viven con el VIH en todo el
mundo, y mas del 60% de las infecciones por el VIH en Africa subsahariana.
Durante los ultimos 10 anos, la proporcion de mujeres que viven con el VIH, ha
permanecido estable a nivel mundial, pero ha crecido en muchas regiones. Los
jévenes entre 15 y 24 afos representan el 45% estimado de las nuevas

infecciones por el VIH en todo el mundo [34].

En México se estima que cerca de 200,000 personas viven con VIH. El numero de
casos nuevos se han mantenido constantes alrededor de 5,000 casos por afio
desde el 2006. Los estados con mayor numero de casos son: el Distrito Federal,
Estado de Meéxico, Veracruz y Jalisco segun el reporte del 2009 lo cual
probablemente se explique en términos de la densidad poblacional de estas

entidades federativas [36].

La epidemiologia en México es distinta a las tendencias observadas en otros
paises del mundo, en donde, la cantidad de hombres y mujeres infectados tienden

a la misma proporcién. Segun el reporte 2009, 4.5 hombres por cada mujer estan



infectados con VIH en nuestro pais y la mayoria de ellos en edad productiva entre
15 y 40 anos. Los fallecimientos atribuidos al VIH-SIDA en México segun el

reporte 2009 son de 5.151casos acumulados [37].

Historia natural e inmunopatogénesis de la infeccion por VIH

Para su estudio, se ha dividido a la historia natural del VIH temporalmente en 3
etapas: aguda, crénica y SIDA, y cada una de ellas esta caracterizada por
diversos fendmenos que describiré a continuacién. En la figura 5 se ilustra la

historia natural de la infeccién por VIH.

Durante la etapa aguda, uno de los primeros fendmenos que se han descrito es
una pérdida de casi el 50% de los linfocitos T CD4+ de memoria efectora CCR5+
en el cuerpo [38]. Esta disminucion coincide temporalmente con un pico en la
replicacién viral que estda acompafado por un aumento en la expresion de
marcadores de activacién inmune (CD38 y HLADR) en las células T y de citocinas

proinflamatorias en el plasma [39].

Un fendmeno importante en VIH lo constituye la dinamica de las subpoblaciones
linfocitarias. Existen dos subpoblaciones principales de los linfocitos T CD4+ vy
CD8+: ceélulas virgenes al antigeno es decir, que nunca han estado en contacto
con ningun antigeno y células de memoria que si han estado en contacto con el
antigeno. Las células de memoria se dividen en dos grande grupos: las células de
memoria central (MC) que circulan dentro del tejido linfoide secundario a través de
la sangre y la linfa y expresan CCR7 y CD62L los cuales permiten el trafico al
tejido linfoide y la recirculacion. Por exposicion al antigeno, estas células producen
rapidamente citocinas, reducen su expresiéon de CCR7, proliferan y se ubican en
los organos periféricos volviéndose células de memoria efectoras (ME). Las
células ME, migran de los tejidos linfoides secundarios hacia sitios efectores, tales
como el intestino, la lamina propia y el epitelio; estas células carecen de CCR7 y
CD62L, permanecen en el sitio de infeccion microbiana para combatir al
organismo a través de la secrecion de citocinas y moléculas citotoxicas, pueden

responder activamente al antigeno, y al activarse, se trasnforman en células



efectoras terminales de vida corta. Estas células efectoras terminales, después de
la reduccion del antigeno, sobreviven alrededor de una semana y algunas se

convierten en células MC [40].

El dafio a la superficie de la mucosa gastrointestinal ocurre como uno de los
primeros fendmenos de deplecion de los linfocitos T CD4+, ya que es este sitio, el
que contiene mayor cantidad de los linfocitos T susceptibles a la infeccion por VIH.
[41-43]. Esta deplecidn no compromete inicialmente la capacidad regenerativa del
sistema inmune porque las células virgenes y algunas células T de memoria

central suplen a las células perdidas por la infeccion [44].

La aparicion de la respuesta inmune antiviral, mediada por los linfocitos T
citotéxicos CD8+ del huésped, marcan la entrada a la fase crénica de la
infeccion, esta respuesta del huésped para controlar la infeccion, coincide con la
caida en la carga viral en plasma [45, 46]. Los niveles de activacion inmune
continuan aumentando, sin embargo, en la etapa crénica de la infeccion ocurre a

una menor tasa [39, 47].

La perdida de linfocitos T CD4+, que se produjo en la fase aguda, se mantiene y
continua aumentando durante la fase crénica de la infeccion. Existen multiples
modelos que han tratado de explicar porque esta linfopenia no puede revertirse a
lo largo de la infeccion, estos son: a) la muerte de estas células es inducida por el
virus, b) la destruccién por el sistema inmune de las células infectadas, vy c)
apoptosis asociada a una discapacidad para la produccién de nuevos linfocitos
[47, 48].

En vista de la pequena proporcion de las células T CD4+ que estan infectadas por
el VIH [49, 50], la muerte celular debida a la infeccion viral (efecto citopatico
directo) y/o mediada por mecanismos inmunes, como los linfocitos citotoxicos, no
serian suficientes para explicar la rapida perdida de linfocitos T CD4+ que ocurre
en los individuos infectados con VIH. La apoptosis representa un mecanismo mas
importante para explicar la deplecién, no sélo de los linfocitos T CD4+, sino
también de los CD8+ [51, 52].



Con respecto a la teoria de una discapacidad para la produccion de nuevos
linfocitos, se sabe que el VIH disminuye la maduracion de las células virgenes en
el timo, ademas, las glicoproteinas de la envoltura del virus asi como las citocinas
pro inflamatorias suprimen las células progenitoras de la medula 6sea [47]. Se ha
observado una reduccién en el numero y defectos en la proliferacién de células
virgenes en la fase aguda de la infeccion por VIH, asi como, una disminucién en

la expresion de moléculas coestimuladoras en estas células [53]-[54-56].

Ademas de las virgenes otras células parecen jugar un papel en la pérdida de la
capacidad proliferativa mencionada. Las células de ME parecen tener una vida
media menor y por ello dependen de las células de MC para su incorporacién en la
circulacion. Se ha encontrado que las células de MC se encuentran en ciclo celular
con frecuencia y que estas células son mas susceptibles a morir que las que no
estan en ciclo. Todos estos hallazgos soportan la idea de que una deficiencia en la
capacidad regenerativa de las células T podria estar implicada en la progresion
final a SIDA [57-59].

Cuando comienzan a presentarse infecciones oportunistas en los individuos
infectados, se dice que el paciente ha entrado a la etapa de SIDA. La respuesta
inmune inflamatoria a infecciones oportunistas provee un ambiente en el que hay
mayor expresion de moléculas coestimuladoras y mayor secrecidén de citocinas
pro Inflamatorias. Este ambiente aumenta la activacion celular propiciando la
replicacion viral [60-62]. En esta etapa practicamente desaparecen los linfocitos T

CD4+.de circulaciéon

Durante el tratamiento antirretroviral altamente activo ocurren cambios que
repercuten de forma importante en la dinamica viral y celular y conllevan una
reduccién en la activacion inmune, la secrecion de citocinas pro inflamatorias
disminuye, los linfocitos T CD4 y CD8 y los correceptores CCR5 y CXCR4

aumentan y la expresion de las moléculas de adhesidon disminuyen [63-65].
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Activacion inmuney VIH

El mecanismo mediante el cual el HIV induce la disfuncion inmunolégica que
llevan hasta el SIDA ha sido un tema de intenso estudio desde el descubrimiento
del virus a principios de 1980. La pequeha proporcion de células infectadas ha
sugerido que el virus, por si mismo, es incapaz de inducir SIDA y que existian
factores adicionales que debian jugar un papel determinante en las disfunciones

inmunoldgicas asociadas al VIH [66].

En estos afnos de ardua investigacion comenzaron a surgir indicios correlativos y
posteriormente estudios mas cercanos a lo causal que apuntaban a la activaciéon
inmune como un candidato responsable de estas disfunciones no explicables por

el virus.



La activacion inmune puede medirse en las células T porla alta frecuencia en la
expresion de marcadores de activacion (CD38 y HLADR) [67, 68] y entrada a ciclo
celular (Ki67) [69], y por altos niveles de apoptosis de las células no infectadas
[70].

CD38 es una glicoproteina de 49kDa que se codifica en el cromosoma 4 y cuyo
ligando es CD31. Es una ectoenzima multifuncional que cataliza la sintesis e
hidrélisis de ADP-Ribosa ciclica. Se le ha implicado en multiples procesos
biolégicos como la maduracion celular, la regulacion del flujo de calcio intracelular,
sindromes metabdlicos y la activacion inmune. HLA-DR es una molécula del
complejo mayor de histocompatibilidad clase Il que se codifica en el cromosoma 6.
Es un receptor de superficie celular encargado de la presentacion de antigenos
proteicos de 9 aminoacidos o mayores y que es ligando del receptor de células T
(TCR). Se le ha involucrado en la susceptibilidad o resistencia a infecciones y se
sobreexpresa en la superficie de las células que han sido estimuladas, por lo que

se considera un marcador de activacion, especialmente de las células T [72-74].

La activacién inmune de las células T estad asociada con un aumento en la
apoptosis. Ocurre no solo en las células infectadas o especificas de VIH, sino que
también se observa en células no infectadas con especificidad diferente a VIH [51,
53, 75].

Con respecto a la proliferacion estudios in vitro han mostrado que las células de
individuos recientemente infectados y de monos que no son hospederos naturales
de la infeccién por VIH proliferan mas, comparadas con individuos o monos no
infectados. Esta proliferacion no se restringe a las células T CD4 y CD8
especificas de VIH, sino que es generalizada a todas las células T cualquiera que
sea su especificidad [47, 76]. Conceptualmente, la proliferacién de las células T
podrian reflejar un proceso homeostatico en respuesta a las células destruidas por
el virus, por estimulacién antigénica o sefiales por citocinas pro inflamatorias, en el

caso de la infeccion por VIH, todos estos factores podrian estar participando.



Uno de los primeros estudios que resaltaron la importancia de la activacion
inmune, mostré que durante la fase crénica de la infeccién por VIH se expresaban
altos porcentajes de CD38 en células T CD8+ lo que predecia la evolucion a SIDA
por lo que CD38 se considera el mejor indicador del estado de las células CD4 y

de la carga viral en plasma [77].

Otra evidencia de la importancia de la activacion inmune es que esta parece
distinguir al virus patogénico del no patogénico en la infeccidn por el virus de la
inmunodeficiencia del simio (SIV). Los macacos Rhesus, que no son hospederos
naturales, pero que pueden infectarse con un SIV, experimentan un dramatico
aumento en la activacion inmune de las células T, una deplecién rapida de las
células T CD4+, progresion a SIDA y muerte. Al contrario, el mangabey ahumado
(Cercocebus atys) o los monos verdes africanos (Cercopithecus aethiops), los
hospederos naturales del SIV, muestran un incremento minimo en la activacion de
las células T a pesar de los altos niveles en la replicacion viral, en la mayoria de
los casos no presentan pérdida de linfocitos T CD4+, y pocas veces progresan a
SIDA [78].

Se le han atribuido a la activacion inmune fendémenos tales como facilitar la
infeccion de las células T CD4 [62].Se sabe que la activacion inmune promueve la
expresion de CCRS5 incrementando la infectividad de las células que lo expresan,
asi pues, la activacion inmune crénica funciona como sustento de la replicacion

viral, proveyendo células blanco para la replicacidon del VIH [47].

También se le ha atribuido a la activacion inmune la destruccion de la arquitectura
de los nédulos linfoides. Al ser un sitio de replicacion viral elevada, ocasiona la
presencia de estimulos inflamatorios (anticuerpos, citocinas, quimiocinas, células
T CD8 produciendo moléculas citotoxicas, moléculas de adhesién etc.), que al
destruir a las células infectadas, también ocasiona dano al tejido linfoide que se
caracteriza por la depdsitos de colagena, fibrosis, y en las fases avanzadas, atrofia
de los ganglios [61, 79, 80].



Se sabe que durante la infeccion por VIH la proporciéon de las distintas
subpoblaciones de células T virgenes, MC y ME, anteriormente descritas, se ven
alteradas [81] .Este fenbmeno parece estar relacionado con la activacion inmune
ya que al haber concentraciones elevadas de citocinas inflamatorias, antigenos del
virus, expresiéon de marcadores de activacién y apoptosis, se estimula a las
células virgenes y MC a diferenciarse mas rapidamente , disminuyendo su tiempo
de vida media con lo que el sistema inmune gradualmente va perdiendo la
capacidad de regenerar de forma homeostatica las células muertas por la

infeccion de forma directo o indirecta [57, 82].

Existen evidencias correlativas de que la activaciéon inmune puede resultar en una
respuesta reducida a antigenos para los cuales ya se habia generado memoria o
especificos del virus. Esta respuesta reducida hace a las células T incapaces de
responder a un antigeno al producir moléculas citotoxicas, citocinas o de proliferar
en respuesta a éste [68]. Otro fendmeno que se ha descrito en la infeccion por VIH
es la senescencia,que consiste en el envejecimiento prematuro de las células,

reduciendo con ello, su capacidad de respuesta y proliferacion [83].

Estudios recientes demuestran que los productos microbianos circulantes (LPS
entre otros), que derivan de una translocacion bacteriana del tracto gastrointestinal
después del deterioro inicial de las mucosas, podrian ser una causa de la
activacién inmune generalizada. Se encontrdé una correlacion entre la cantidad de
LPS en plasma vy la frecuencia de células T CD8+ que expresan marcadores de
activacion (CD38 y HLADR) en sangre de simios infectados con SIV [43, 84].

Otros datos muestran la importancia de la activacién inmune especifica de VIH a
través de la estimulacion de los receptores tipo Toll (TLR). Estas son proteinas de
superficie que reconocen patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPS).
Esta respuesta especifica es benéfica ya que suprime la replicacién viral, pero,
puede servir como fuente de activaciéon inmune crénica una vez que los virus han

mutado causando activacion inespecifica exacerbada [28].



Existen evidencias que muestran que a pesar de que los TLR 7/8 estan asociados
con una carga viral menor, su mayor expresion se refleja en un avance mas rapido
a SIDA [85].

La activacion conocida como “bystander” es causada por una produccidn
incrementada de citocinas pro inflamatoria inducidas por células dendriticas y
linfocitos. EI mecanismo de esta activacion tipo “bystander” todavia se encuentra
en estudio [86], pero implica receptores diferentes del receptor de células T y su

papel en la infeccién por VIH parece tener gran relevancia.

Las infecciones oportunistas provocadas por virus, bacterias, hongos y parasitos,
que se presentan durante la ultima etapa de la infeccion por VIH, también
contribuyen de manera importante a la activacion inmune a través de sus

antigenos, la estimulacion de TLR y la produccidn de citocinas y quimiocinas [28].

Tratamiento Antirretroviral Altamente Activo (HAART)

Hasta el dia de hoy la infeccion por el VIH no es curable, sin embargo, el virus
puede ser controlado con tratamientos farmacoldgicos. Se dispone de cinco clases
de farmacos antirretrovirales que actuan en puntos especificos del ciclo de
replicacion viral: Inhibidores de la transcriptasa inversa viral analogos de
Nucleésidos (NRTIs), inhibidores no analogos de Nucledsidos de la transcriptasa
inversa (NNRTIs), inhibidores de la proteasa viral (Pls), inhibidores de la entrada
del virus a la célula blanco (de fusion y antagonistas de CCRS5) y un inhibidor de la
Integrasa. Actualmente se utilizan mas de 20 farmacos[28].En la figura 6 se

esquematiza el sitio de accion de los farmacos antirretrovirales.

Los inhibidores de la transcriptasa inversa (NRTIs) actuan deteniendo la
produccion del DNA viral al competir con los Nucleétidos utilizados por la

polimerasa inversa viral [28].

Los inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de Nucledsidos (NNRTIs)
actuan bloqueando el bolsillo hidrofobico dentro del dominio de la polimerasa de la

subunidad p66 de la transcriptasa inversa del virus [28].



Los inhibidores de la proteasa (Pls) bloquean la accién de otra enzima del VIH, la
proteasa. Esta enzima autocataliza su propia proteina precursora y luego escinde

otros polipéptidos para favorecer que otras proteinas virales sean funcionales [28].

La integrasa, una tercera enzima viral, es esencial para la infeccién productiva del
virus ayudandolo a integrar el material genético viral al del hospedero. Los

farmacos inhibidores de la integrasa la bloquean [28].

Los inhibidores de la entrada bloquean el acoplamiento del receptor viral con el de
la célula utilizando CD4 recombinante o compuestos que interrumpen la

interaccion de la proteina gp120 con la proteina de membrana CD4 [28].

Para obtener mejores resultados del tratamiento y reducir la aparicion de virus
resistentes se utilizan combinaciones de farmacos conocidas como Tratamiento
Antirretroviral Altamente Activo (HAART, por sus siglas en inglés). Un régimen
tipico de HAART incluye tres farmacos: dos NRTIs y un Pl o un NNRTI y este
tratamiento se dara de por vida a los individuos infectados. Existen guias medicas,
que estan en continua mejora, que indican a los médicos el mejor momento para
el inicio del tratamiento. En el 2008 se ha determinado que los pacientes con
cuentas de linfocitos T CD4 por debajo de 400/ml y con infecciones oportunistas

definitorias de SIDA deben comenzar a tomar tratamiento [28].

El lanzamiento de este tratamiento combinado, conocido como HAART ha
disminuido en gran medida la tasa de mortalidad por SIDA y ha disminuido los
sintomas clinicos de la infeccion por VIH. También puede reducir
considerablemente los niveles virales circulantes en liquidos corporales y las

células infectadas por virus tanto en sangre como en tejido linfatico [87].

Algunos cambios en el tejido linfoide ocasionados por la infeccidon por VIH pueden

ser revertidos de manera favorable con el HAART. El HAART también disminuye



la activacion del sistema inmune asi como la apoptosis de las células CD4+ de la

lamina propia [88, 89].

Inhibidores
de la Fusién

Inhibidores
de RT

Inhibidores del
Ensamblaje

Inhibidores
de Proteasa

Retrotranscriplasa

--.\/—-._-;'....____;. 2

Inhibidores
de Co-R Integrasg

Figura 6 Sitios de accion de los farmacos antirretrovirales

Coinfeccion tuberculosis-VIH
Datos epidemioldgicos de la coinfeccion tuberculosis-VIH

Tanto la tuberculosis como el VIH son considerados problemas de salud mundial
importantes. Se le atribuye a la pandemia del VIH el resurgimiento de la
tuberculosis en todo el mundo y los datos epidemiologicos parecen mostrarlo
claramente.

La organizacion mundial de la salud, en su reporte del 2008, estima que en todo el
mundo 33 millones de personas estan infectadas con VIH, cerca de 15 millones de
ellas, estan coinfectadas con MTB, por lo que a escala mundial, la infeccién por
MTB es la coinfeccion mas comun en personas infectadas por VIH, especialmente
en Africa, en donde se estima que cerca del 60% de las personas infectadas con

VIH también se encuentran infectadas con MTB[34, 90, 91].



Anualmente se reportan cerca de 200000 muertes por TB atribuibles al VIH por lo
que se estima que una de cada tres personas que fallece infectado con VIH,

fallecera por tuberculosis [91, 92].

Demograficamente coinciden los sitios de mayor prevalencia de tuberculosis y VIH
en el mundo. Mas de las dos terceras partes de los individuos coinfectados se
encuentra en el Africa Sub-Sahariana, con la mayoria del tercio restante en la

India [93]. En la figura 7 se muestra la distribucion geografica de la coinfeccién.

Los sujetos coinfectados por VIH y MTB poseen un riesgo anual de reactivacion
de infeccidn latente por M. tuberculosis, del 5-10%. Los sujetos infectados por VIH
también se encuentran en riesgo mas alto de desarrollar una nueva infeccion o
reactivacion por M. tuberculosis, en comparacién a la poblacién VIH-negativa.
Asimismo, los sujetos VIH+ expuestos a MTB tienen mayor probabilidad de
desarrollar enfermedad activa y menor probabilidad de desarrollar infeccion latente
[94].

ESTIMATED INCIDENCE OF ADULTS WHO HAVE BOTH HIV AND TB INFECTION

Figura 7 Distribucién geografica de la coinfeccién tuberculosis-VIH.



Implicaciones clinicas e inmunoldgicas de la coinfeccion tuberculosis-VIH

Existen evidencias suficientes para proponer que la infeccion por MTB altera la
historia natural y los mecanismos patogénicos de la infeccién por VIH ya que
ambas infecciones parecen interaccionar de tal modo que el VIH promueve la
progresion de una infeccion por tuberculosis reciente o latente y, la tuberculosis
acelera el curso de la enfermedad por VIH alcanzando la etapa SIDA en menor
tiempo [90, 95].

La tuberculosis es una de las muchas infecciones bacterianas cuyo control inmune
esta alterado en la infeccion por el VIH. Es una infeccion con caracteristicas
especiales ya que a diferencia de otras infecciones oportunistas, que ocurren
frecuentemente en la fase SIDA y con niveles bajos de CD4, la tuberculosis puede
ocurrir a cualquier nivel de inmunodeficiencia y ha sido claramente asociada con

alta carga viral, morbilidad y mortalidad mayor que otras infecciones [96, 97].

La carga viral es un indicador clinico de importancia y se ha visto que en los
pacientes coinfectados, esta es significativamente mayor comparado con
pacientes VIH positivos sin TB. Esta diferencia es mas evidente en niveles de
CD4 por arriba de las 500 células/pL.En individuos coinfectados se ha observado
que la carga viral se eleva cuando se diagnostica la tuberculosis y que permanece

comunmente elevada durante el tratamiento antifimico [98].

Se ha observado en modelos in vitro, que MTB inhibe las funciones especificas de
los linfocitos T CD4 y CD8 [99, 100].

Otro parametro de importancia es la supervivencia, y algunos estudios muestran
que los individuos con doble infeccion por MTB y VIH presentan una menor

supervivencia que los que tienen sélo VIH o solo tuberculosis [95, 96].

Las infecciones oportunistas tienen gran relevancia durante la patogénesis de la
infeccion por VIH. Se ha observado que los pacientes coinfectados presentan mas

enfermedades oportunistas [101] y que cuando reciben profilaxis con isoniazida,



no soélo presentan una menor incidencia de tuberculosis activa, sino también de

otras infecciones oportunistas, ademas de una menor mortalidad [102].

Los sujetos VIH+ tienen mayor probabilidad de desarrollar infeccion por M.
tuberculosis en sitios extrapulmonares. Estos individuos son incapaces de formar
granulomas para contener la infeccion y entonces ocurre la diseminacion, motivo
por el cual, el diagnéstico y tratamiento de estos pacientes es mas complicado [94,
103].

El tratamiento farmacolégico de los pacientes coinfectados representa un
problema importante debido a varias razones. Entre ellas destacan a) las
interacciones medicamentosas que existen entre los principales farmacos (La
rifampicina interactia con el citocromo p450 ocasionando la metabolizaciéon
acelerada del efavirenz por lo que disminuye su concentracion en sangre) [104] b)
la posibilidad de desarrollar el sindrome inflamatorio por reconstitucién inmunitaria
(SIRI, que es un fenomeno inflamatorio exacerbado que ocurre cuando se
reconstituyen las respuestas inmunes celulares ante los antigenos microbianos)
[105] y c)que no existen lineamientos consenso que muestren claramente las
ventajas de tratar primero la tuberculosis y posteriormente administrar

antirretrovirales, las dosis y tiempo durante el cual se debe de administrar [24].

En términos de activacion inmune, se ha visto que durante la coinfecciéon por MTB
y VIH hay un aumento en la expresion de marcadores de activacion en las
células T, incluso mayores que tener cada una de estas infecciones por separado
[106, 107].Se ha visto que el tratamiento anti TB (sin HAART) disminuye soélo

marcadores solubles de la activaciéon [108, 109].

Existen resultados contradictorios con respecto a si la tuberculosis es capaz o no
de aumentar la replicacion viral. Estudios in vitro muestran que MTB puede inhibir
la replicacion del VIH en monocitos/macréfagos, mientras que otros estudios
muestran que los pacientes coinfectados tienen cargas virales mayores que los

que solo estan infectados con VIH [110, 111].



Se pueden esperar contribuciones diversas y complejas de las distintas células del
sistema inmune a la activacién en los individuos coinfectados con tuberculosis y
VIH. Una manera de definir estas contribuciones podria ser estudiar los cambios
en diferentes marcadores celulares y solubles de activacién en diferentes células

al controlar a la micobacteria en pacientes con VIH.



Planteamiento del problema

Aunqgue actualmente se reconoce la importancia de la activacion inmune durante
la infeccidn por VIH, se desconoce si esta es la causa o la consecuencia de la
rapida progresion a SIDA de los pacientes coinfectados con tuberculosis, por lo
gue este estudio contribuye al entendimiento del papel de la activacién inmune en

la progresion de la enfermedad por VIH.



Hipotesis
Los linfocitos T de pacientes coinfectados con Mycobacterium tuberculosis y el

virus de la inmunodeficiencia humana, tratados con medicamentos antifimicos

presentaran:

e Una disminucidon en la expresion de marcadores de activacion y en la
proporcién de las subpoblaciones memoria efectora y memoria central.

e Disminucién en la entrada a ciclo celular..

Objetivos generales

Estudiar la expresién de los marcadores de activaciéon (CD38 y HLADR) y de
entrada a ciclo celular (Ki67) en pacientes coinfectados con VIH y MTB a lo largo

de 8 semanas de tratamiento antifimico.
Objetivos particulares

e Evaluar durante las primeras 8 semanas de tratamiento antifimico la
activacion inmune (CD38 y HLADR) y entrada a ciclo celular (KI67) de los
linfocitos T de pacientes coinfectados con tuberculosis y VIH .

e Cuantificar la carga viral y los linfocitos T CD4+ en estos pacientes durante
las primeras 8 semanas de tratamiento antifimico.

e Evaluar la proporcion (%) y activacion de las subpoblaciones linfocitarias
efectoras, memoria central y virgenes de estos pacientes en dicho periodo
de tiempo.

e Evaluar parametros clinicos de eficacia de tratamiento antifimico (peso, tos,

fiebre y presencia de ganglios palpables)



Metodologia

Caracteristicas de los pacientes reclutados, calendario de seguimiento y

muestras requeridas.

El presente trabajo es parte de un estudio clinico con muestras de pacientes que
participaron en el ensayo clinico C43-06, aprobado por el Comité Cientifico y de
Bioética del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio
Villegas, el cual fue disefiado para determinar el mejor tiempo y orden de los
tratamientos antirretroviral y antifimico. El estudio cuenta con dos brazos, en uno
de ellos se inician simultaneamente los tratamientos antirretroviral y antifimico y en
el otro de forma diferida, comenzando con el tratamiento antifimico intensivo por 8

semanas, seguido por el HAART.

Para este estudio se requirieron pacientes adultos con infeccion dual por VIH e
infeccién por tuberculosis activa, que no se encontraran tomando tratamiento
antirretroviral ni antifimico y que tuvieran indicacién para comenzar a tomarlos.
Previa firma del consentimiento informado, se inicié tratamiento antifimico por 8
semanas (fase intensiva de tratamiento antifimico) y en la semana 8 se inicio el
tratamiento antirretroviral. El tratamiento farmacologico mas adecuado fue elegido
por los meédicos tratantes para cada paciente y se basd en isoniazida,

pirazinamida y etambutol.

Se tomaron muestras de 42 ml de sangre de una vena del brazo en cada una de

las sesiones de toma de muestra cada 2 semanas..

A partir de la sangre se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica (de
sus siglas en inglés PBMC) para estudiar el fenotipo de los linfocitos T vy la
cuantificacion de linfocitos T CD4+ y se congelaron muestras de plasma para la
cuantificacion de la carga viral plasmatica. En las fechas indicadas se realiz6 un
lavado bronqueoloalveolar para realizar un fenotipo posterior por citometria de

flujo de las células obtenidas.



Separacion de Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC) por

gradiente de densidad

Se obtuvieron 7 tubos de sangre periférica heparinizada los cuales fueron
centrifugados a 2000rpm durante 20 min. Se les extrajo el plasma sobrenadante el
cual se congelo en crioviales. El concentrado celular se diluyo 1:2 con medio
Hanks (Sigma) a 37°C y se vertid suavemente sobre 10ml de Ficoll (Sigma,) para
su posterior centrifugacion a 2000rpm durante 20 min. Se recuperaron las células
mononucleares y se lavaron en 2 ocasiones centrifugandolas a 2000rpm durante
20 min con medio Hanks (Sigma) para eliminar el lymphoprep que es toxico para
las células. Las células fueron contadas al microscopio con la ayuda del colorante

vital azul de tripano (Sigma) para su posterior analisis por citometria de flujo.

Determinacion de Fenotipo de Células Mononucleares de Sangre Periférica

(PBMC) mediante citometria de flujo Multiparamétrica.

Se colocaron 1x10 ° PBMC frescas en tubos de ensayo plasticos (BD) y se
lavaron 2 veces con un buffer de tincibn PBA (PBS con 5% albumina bovina
(Coulter) y 0.5% de azida de sodio (Sigma).Enseguida se agrego6 el colorante para
viabilidad LIVE/DEAD® Aqua (Invitrogen).

Se incubd 15 min. a temperatura ambiente y se lavo 2 veces con medio PBA. Se
agregaron los anticuerpos conjugados con fluorocromos, previamente titulados
para optimizar la sefal contra el fondo de unién inespecifica: CD4/CD8-PE, CD38-
PerCP-Cy5.5, HLADR- APC-Cy7, CD45RA- PE-Cy5, CD62L- APC (todos los
anticuerpos fueron de BD Biosciences, San José, EUA). Se incubaron las células
15 min a 2°C y se lavaron 2 veces con PBA. Se permeabilizaron las células y se
fijaron con una solucién de saponina y paraformaldehido (Cytofix/Cytoperm, BD
Biosciences) durante 20 min y se agrego el anticuerpo anti Ki67-FITC (BD) se
incubo durante 30 min. a 2°C y se lavaron 3 veces con un PBA. Se volvieron a fijar
las células con 300uL de para-formaldehido al 3%. Se midié el porcentaje de las
subpoblaciones linfocitarias virgenes (definidas como CD45RA+CD62L+),
memoria central (definidas para este estudio como CD45RA-CD62L+) y memoria

efectora (definidas como CD45RA-CD62L-). Se determino el grado de activacion



de las células T y de cada subpoblacion por medio del porcentaje de células que
expresaban los marcadores CD38 y HLADR. También se estudio la entrada a ciclo
celular de las células T mediante la expresion del marcador Ki67. Se empled un
citbmetro de flujo FacsARIA (BD). Como controles negativos para establecer los
umbrales entre células positivas y negativas (“gating”) se emplearon controles
FMO (“fluorescence minus one”; células sometidas a las mismas condiciones
experimentales y tefiidas con todos los anticuerpos menos el de interés) mas
anticuerpo irrelevante del mismo isotipo que el marcador de la variable de interés.
El analisis de los experimentos fue realizado en el software FloJo 3.7.En la figura 1

se muestra un ejemplo representativo de la estrategia de gating empleada.
Pruebas estadisticas

Para las comparaciones estadisticas se emple6é el software Stat view. Para
comparar las semanas de tratamiento se empleo una prueba de Wilcoxon y para
comparar los compartimientos de LBA y sangre se utilizo una prueba U-

MannWhitney.



Resultados

Se reclutaron 11 pacientes coinfectados con tuberculosis activa y VIH que no
estuvieran tomando tratamiento antifimico ni HAART y que tuvieran indicacion
médica para comenzar a tomarlo al momento del inicio del estudio. Se logré un
seguimiento completo a las semanas 0, 2, 4 y 8 con tratamiento antifimico. La
tabla 1 muestra la mediana de la cuenta de linfocitos T CD4+ y CD8+ asi como la

mediana de la carga viral plasmatica a lo largo de dicho seguimiento.

Tabla 1. Recuento de linfocitos T CD4+, CD8+ y carga viral de los 11

pacientes reclutados en las semanas de seguimiento.

Semanas de Células Células Copias RNA viral
tratamiento T CD4/pL T CD8 /uL /mL
0 35 379 437496.1429
2 58 497 NA
4 73 602 796611.8333
8 49 495 423558.1667

Los datos mostrados corresponden a la mediana de los 11 pacientes estudiados.
No se encontro diferencia estadistica significativa entre las semanas de
seguimiento del recuento de células T CD4+ ni CD8+. Se encontré una p= 0.042
entre la semana 0 y 4 de la carga viral plasmatica mediana. NA= prueba no

realizada.




Citometria de Flujo

En la figura 8 se muestra un ejemplo representativo de la estrategia de gating
empleada, en la que, a partir de células sin agregados celulares, se eligieron las
células con morfologia de linfocitos y de éstas, las que expresaron CD4 y estaban
vivas. Se determind el grado de activacion de las células T y de cada subpoblacion
analizando la coexpresién de CD38 y HLADR. Se midié el porcentaje de las
subpoblaciones linfocitarias virgenes (CD45RA+CD62L+), memoria central
(CD45RA-CD62L+) y memoria efectora (CD45RA-CD62L-). También se estudié la

entrada a ciclo celular de las células T mediante la expresion del marcador Ki67.
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Fig 8. Estrategia de gating. Las muestras fueron analizadas con el software FloJo 3.7.1.
muestra el ejemplo representativo de 1 paciente. Se eligieron las células sin agregac
celulares, a partir de esas, las que tuvieron morfologia de linfocitos y expresaran CD4/C
y que fueran viables. A partir de la estrategia anterior se analizaron las células para
expresion de marcadores de activacion (CD38 y HLADR), Subpoblaciones celulal
(CD45RA y CD62L) o entrada a ciclo celular (KI67). Como controles de gating se emplear
FMOs mas isotipos (no mostrados)



Las células T CD4+ y CD8+ de la sangre y del lavado bronquioloalveolar
(LBA) en la semana basal del tratamiento no muestran diferencias en

activacion y entrada a ciclo celular.

Con la finalidad de saber si hay correspondencia entre el fenotipo de los linfocitos
de sangre periférica y los del érgano infectado (pulmoén) en términos de
activacioén, entrada a ciclo y proporcién de subpoblaciones celulares, comparamos
dichas variables en sangre y células de LBA en la semana basal de tratamiento
para 6 pacientes. Encontramos que en términos de activacion inmune, los
linfocitos T CD8+ tienden a estar mas activados que los linfocitos T CD4+; sin
embargo, los niveles en sangre y en LBA son practicamente iguales (p>0.05). Al
estudiar el patron de proliferacion, se encontrdé que los linfocitos T CD4+ y CD8+
tienen un patréon de proliferacion muy parecido que tiende a ser menor en LBA. En
el caso de las subpoblaciones celulares, ambos compartimientos tienen un
predominio de células con fenotipo de memoria efectora, con mayor proporcion en
el LBA.
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Fig. 9 Comparacion entre sangre y LBA en semana basal de tratamiento antifimico. A) co-
expresion de los marcadores de activacion CD38 y HLADR en los linfocitos T CD4+ (azul) y
CD8+ (rojo) en sangre (izquierda) y LBA (derecha) de pacientes en semana basal de
tratamiento antituberculosis. B) Expresion del marcador de entrada a ciclo celular KI67 en
las celulas T CD4+(Azul) y CD8+ (rojo) en sangre (izquierda) y LBA (derecha) de pacientes en
semana basal de tratamiento antituberculosis. C) Comparacidn de la proporcion (%) de las
subpoblaciones celulares ME (Azul) MC (rojo) y naive (verde) entre los linfocitos T CD4+
(arriba) CD8&+ (abajo) de sangre (izquierda) y LBA (derecha) de pacientes en semana basal de
tratamiento antituberculosis. En ningun caso hubo diferencias significativas entre los grupos.

La activacion inmune tiende a aumentar en las primeras 4 semanas de

tratamiento antifimico en las células T CD4+ totales.

Primero evaluamos el perfil de activacion de las células T CD4+ y CD8+ mediante
la coexpresion de los marcadores de activacion CD38 y HLADR a lo largo del
tratamiento antifimico. Encontramos una tendencia al aumento en la coexpresion
de los marcadores de activacién (p= 0.0505) durante las primeras 4 semanas de
tratamiento en los linfocitos T CD4+ (Fig.10A) y que este fenbmeno no ocurre en

las células T CD8+ (Fig.10C). Con la finalidad de homogeneizar los datos y



disminuir la variacidon entre pacientes, se normalizaron los datos con respecto al
valor inicial, encontrando cambios significativos entre la semana 0-4 (p= 0.0068)

en las células T CD4+ y no en las células T CD8+ (Fig.10 B y D respectivamente)

A)ys B) 200 | | P=0.0063 \
& ' P=0.0505 o I p=0.0691 |
o 20 a
< < 600
I ]
S a 400
8 1 S
+ <
3 3 200
g >3 g
® o
0 0 2 4 8 24 D) 0 2 4 8
25 1400
+ +
g 20 g 1200
3 < 1000
s 3 800
2 2
g 10 g 600
& & 400
g ° S 200
R R
0 0
0 2 /I 8 24 0 2 4 8
Semanas

Semanas

Fig.10 Seguimiento longitudinal de la activaciéon inmune de pacientes con tratamiento antifimico. A)
co-expresion de los marcadores de activacion CD38 y HLADR en las células T CD4+ de pacientes con
tratamiento antituberculosis. B) Datos normalizados de la co-expresiéon de los marcadores de
activacion CD38 y HLADR en las células T CD4+ de pacientes con tratamiento antituberculosis . C) co-
expresion de los marcadores de activaciéon CD38 y HLADR en las células T CD8+ de pacientes con
tratamiento antituberculosis. B) Datos normalizados de la co-expresiéon de los marcadores de
activacion CD38 y HLADR en las células T CD8+ de pacientes con tratamiento antituberculosis.

La activacion inmune no parecen tener efecto sobre la frecuencia de las

subpoblaciones linfocitarias

Enseguida se analizd el porcentaje de las subpoblaciones celulares ME, MC y
virgenes de los linfocitos T CD4+ y CD8+ para ver si los cambios en activacion
inmune se reflejaban en cambios en estas debido a un reclutamiento a sitios
inflamados. No encontramos cambios significativos en la frecuencia de ninguna de
las subpoblaciones mencionadas (Fig. 11). También estudiamos esta variable en
las células T CD8+ (Fig. 12), encontrando cambios significativos solamente entre
la semana 8-24 (ya bajo tratamiento antirretroviral) en la frecuencia de las células
ME que disminuyeron significativamente (p=0.0425) y de las virgenes, que se

incrementaron (p= 0.0425).
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Fig.11 Porcentaje de Subpoblaciones linfocitarias de las células T CD4+. Analisis

porcentual de las Subpoblaciones linfocitarias CD4+ Memoria Efectoras (CD45RA-
CD62L-) , Memoria Central (CD45RA-CD62L+) vy naive (CD45RA+CD62L+). No hubo
diferencias significativas entre los puntos de tiempo. Todas las subpoblaciones
provienen de las células T CD4+
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Fig.12 Porcentaje de Subpoblaciones linfocitarias de las células T CD8+. Analisis
porcentual de las Subpoblaciones linfocitarias CD8+ Memoria Efectoras (CD45RA-
CD62L-) , Memoria Central (CD45RA-CD62L+) y naive (CD45RA+CD62L+). Todas las
subpoblaciones provienen de las células T CD8+



La entrada a ciclo celular tiende a aumentar en las células T CD4+ en las

primeras 2 semanas de tratamiento antifimico.

Como otra indicador de activacion inmune, analizamos la entrada a ciclo celular de
las células T CD4+ y CD8+ (Fig. 13 A y B), encontrando una tendencia al
aumento en la entrada a ciclo de las células T CD4+ entre las semanas 0 y 2 (p=
0.0619) no hubo cambios significativos en las células T CD8+.
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Fig.13 Seguimiento longitudinal de la proliferacion celular de pacientes con tratamiento

antitfimico. A) expresion del marcador de entrada a ciclo celular KI67 en las células T CD4+
de pacientes con tratamiento antituberculosis. B) expresién del marcador de entrada a ciclo
celular KI67 en las células T CD8+ de pacientes con tratamiento antituberculosis

Cambios del perfil de activacion de células T CD4+ virgenes y CD8+ ME a lo

largo del tratamiento antifimico.

Para determinar su alguna de las subpoblaciones celulares era la responsable del
aumento en la activacién inmune observada sobre las células T, analizamos la
activaciéon inmune de las subpoblaciones virgenes, ME y MC de las células T

CD4+ y CD8+ como la coexpresion de los marcadores CD38 y HLADR.



Encontramos un aumento significativo de la activacion de las células T virgenes
CD4+ (Fig. 14) entre las semanas 2-4 (p=0.0163) y una tendencia al aumento
con respecto a los niveles basales 0-4 (p= 0.0619) sin cambios en las células ME y
MC. Al estudiar las células T CD8+ (Fig. 15) encontramos una disminucién
significativa de la activacion de las células T CD8+ ME entre las semanas 0-8
(p=0.0218), y una tendencia al aumento de la activacion de las células MC entre la

semana 2-4 (p= 0.0619) sin cambios en las células virgenes.
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La activacion de linfocitos T coincide con cambios en la carga viral cuando

el tratamiento antifimico es exitoso.

Para ver si los cambios en activacion se ven reflejados en los parametros clinicos
de seguimientos de pacientes con VIH mas importantes, como son la cuenta de
linfocitos T CD4 vy la carga viral plasmatica, se realizaron dichas mediciones a lo
largo del tratamiento antifimico. No encontramos cambios significativos en la
cuenta de linfocitos T CD4+, pero si un aumento significativo en la carga viral
entre las semanas 0 y 4 (p= 0.0499) y una tendencia a la disminucion entre las
semanas 4 y 8 (p= 0.0747) que coinciden temporalmente con los cambios en
activacion observados en las células T CD4+, particularmente en sus

subpoblaciones virgenes y de memoria efectora.

Finalmente, con la finalidad de estudiar si estos cambios en activacién y carga
viral eran atribuibles al control de la infeccion por MTB, se estudiaron algunos de
los parametros clinicos mas empleados para medir la eficacia del tratamiento
antifimico como el aumento de peso, la desaparicion de ganglios palpables vy la
disminucion de la tos y de la fiebre, encontrando un aumento significativo del peso

entre las semanas 2 y 8 (p= 0.0280) y 4 y 8 (p= 0.0180) y disminuyendo la



frecuencia de los otros parametros mencionados en las primeras 2 semanas de
tratamiento (Fig. 16 C y D), por lo que clinicamente se puede asumir un

tratamiento exitoso.
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Discusion

Nuestro abordaje metodoldégico nos brinda la oportunidad de estudiar la
contribucion de MTB in vivo a la activacion inmune, la replicacion viral y la
dinamica de subpoblaciones linfocitarias en pacientes coinfectados con

tuberculosis y VIH y con ello, tratar de entender los mecanismos que hacen que

estos pacientes progresen mas rapidamente a SIDA.

El sitio de entrada al cuerpo de MTB son los pulmones, por lo que lo ideal al tratar
de estudiar su interaccion con las células inmunes seria hacerlo en LBA. Dado que
los LBA implican procedimientos invasivos y algunas veces peligrosos y que los
pacientes VIH+ suelen tener infecciones por tuberculosis diseminadas [112],
decidimos hacer este estudio en sangre, pero no sin antes comparar activacion,
entrada a ciclo y proporcion de Subpoblaciones celulares en ambos
compartimentos con la finalidad de saber si la sangre podria representar en estos
términos el sitio de infeccion. Encontramos que en la activacion inmune (Fig. 9 A),
y el patron de proliferacion (Fig.9 B), los niveles en sangre y LBA son
practicamente iguales. La proliferacion parece ser menor en LBA lo cual
concuerda con el hecho de que el pulmoén es un sitio donde, en su mayoria,
migran ceélulas de vida media corta con poca capacidad proliferativa, células de
ME. En el caso de las Subpoblaciones celulares ambos compartimientos tienen un
predominio de células con fenotipo de memoria efectora, lo cual valida la
distribucion esperada de subpoblaciones, con mayor proporcion en el LBA, lo cual
es coherente con el hecho de que el pulmdn es un sitio efector. Esto concuerda
con el reclutamiento reportado de células T CD4 y CD8 efectoras de memoria
hacia los sitios infectados con MTB, lo que adicionalmente podria facilitar la
infeccion por VIH [113]. No se han realizado estudios que comparen estos dos
compartimientos en pacientes coinfectados con tuberculosis y VIH; sin embargo,
existe un estudio que muestra que los pacientes coinfectados, tienen menos
células T CD4+ y mas CD8+ en pulmoén que donadores sanos y que estas células

estan mas activadas que en los individuos sin VIH [114].



Para comprobar nuestra hipotesis de que cuando se controlara MTB veriamos una
disminucién de la activacion, evaluamos el perfil de activacion de las células T
CD4+ y CD8+ mediante la coexpresion de los marcadores de activacion CD38 y
HLADR a lo largo del tratamiento antifimico (8 semanas) antes de iniciar el
HAART. Algunos estudios reportan que la expresiéon de HLADR y CD38 sobre las
células T CD4+ y CD8+ esta aumentada en los pacientes coinfectados en
comparacidén con solo estar infectado con alguna de las dos infecciones [106,
107]. Otros estudios con marcadores solubles de activacion inmune como [32-
microglobulina, neopterina y receptor de TNF-a también observan concentraciones
elevadas de éstos en comparacion con donadores sanos, siendo mas marcada la
diferencia en pacientes con niveles de CD4 por debajo de los 200 pl. También se
ha visto que después de 6 meses de tratamiento antifimico, estos marcadores de
activacién disminuyeron significativamente pero no a niveles de donador sano
[115]. Contrario a lo que esperabamos, encontramos una tendencia al aumento
en la coexpresion de los marcadores de activacion (p= 0.0505) durante las
primeras 4 semanas de tratamiento antifimico en los linfocitos T CD4+ totales
(Fig.10A). Este fendmeno podria explicarse en términos de un efecto supresor de
la respuesta inmune por parte de MTB o a la liberacion de antigenos producto de
la muerte de la micobacteria. Se ha descrito que la micobacteria es capaz de
reducir la expresion de HLADR en los monocitos-macrofagos asi como impedir la
maduracién de células dendriticas [116] esto tendria como consecuencia, menos
presentacion de antigenos a las células T y por tanto, menos respuesta. Creemos
que al ir disminuyendo la carga antigénica de MTB, el sistema inmune es capaz
de montar una respuesta y con ello, un aumento en los marcadores de activacion
de las células T. Cabe mencionar que este aumento en la activacidon no ocurre en
los linfocitos T CD8+ (Fig.10C) lo cual podria deberse a que esta afectada la
presentacion a los linfocitos T CD4+ que son especialmente importantes en la
respuesta contra TB y que se lleva a cabo través de MHC clase Il por parte de los
monocitos-macrofagos a través de HLADR. También es posible que aunque la

micobacteria ya no sea viable, debido a un tratamiento eficaz, sus antigenos estén



disponibles para montar respuestas. Estas dos explicaciones necesitan de

comprobacién experimental posterior.

Posteriormente estudiamos el porcentaje de las subpoblaciones celulares ME, MC
y virgenes de los linfocitos T CD4+ y CD8+ para ver si los cambios en activacion
inmune, provocado por el tratamiento antifimico, se reflejaban en cambios en
estas subpoblaciones. Algunos estudios muestran que los pacientes coinfectados
con tuberculosis y VIH tienen un recuento de linfocitos T CD4+ menor a solo tener
alguna de las dos infecciones [117], incluso otros han demostrado una deplecion
severa de células virgenes, efectoras y de memoria en pacientes VIH+ con
tuberculosis diseminada [117], sin embargo, no hay estudios que muestren el
impacto que el tratamiento antifimico pudiera tener sobre ellas, lo cual daria una
idea de la contribucidon particular de la micobacteria a estos efectos. Los
porcentajes de las distintas subpoblaciones encontradas en este estudio
corresponden a los reportados por otros autores para pacientes con recuento de
células T CD4+ por debajo de 200uL [118]. En contraste con las células T CD4+,
en las que no encontramos cambios en las frecuencias de subpoblaciones a lo
largo del tratamiento antifimico, en las células T CD8+ encontramos una
disminucion significativa entre las semanas 8 y 24 en las células ME, las cuales
disminuyen (p=0.0425) y virgenes que aumentan (p= 0.0425). Los efectos en las
subpoblaciones celulares CD8+ podrian atribuirse a la respuesta especifica de
linfocitos T CD8, la cual desciende al descender el antigeno, lo cual explicaria un
menor reclutamiento de células de memoria efectoras. Si bien hay cambios
interesantes en la activacion, esta no se refleja en las frecuencias de las distintas
subpoblaciones.  Sélo al controlar al virus se modificaron las frecuencias de
subpoblaciones y soélo entre las células T CD8+. Esperabamos que, al haber
menos reclutamiento de células T ME a los sitios infectados por MTB al controlar
la infeccion, daria lugar a una menor presion homeostatica que se veria reflejada
en una mayor frecuencia MC y una menor de ME. Dado que no lo encontramos,
pero si se observan cambios al controlar al VIH, podemos pensar que el mayor

secuestro de células T ME en sitios diferentes a la sangre se debe a VIH [119].



Al estudiar la entrada a ciclo celular de las células T CD4+ y CD8+encontramos
una tendencia al aumento en la entrada a ciclo de las células T CD4+, coincidente
en el tiempo, con la tendencia al aumento en la expresion de marcadores de
activaciéon inmune. Esto es congruente con el hecho de que por lo regular la
activacion de una célula desencadena su proliferacion. No encontramos cambios
en las células T CD8+, en las que coincidentemente no se encontraron cambios
en activacion tampoco. Existe un estudio que muestra que la capacidad
proliferativa con estimulos a MTB de los pacientes coinfectados se encuentra
disminuida en comparacion con donadores sanos, pero, que los pacientes VIH+
tienen todavia menor capacidad proliferativa que los coinfectados [120]. También
se ha demostrado que los pacientes con VIH que reciben HAART pueden
recuperar su capacidad proliferativa cuando son estimulados con antigenos de
MTB [121]. Por ello pensamos que los efectos sobre la proliferacion de las células
T encontrados en los pacientes coinfectados con VIH y tuberculosis se encuentran
mas relacionados a procesos de la replicacién viral que a la infeccién por

tuberculosis, ya que su control especifico no la altera significativamente.

Posteriormente determinamos si alguna de las subpoblaciones celulares
especificas presentaba un aumento en la activacion inmune, o si la contribucion
de alguna era relevante para la tendencia al aumento en la activacion observado
en las células T totales. Encontramos un aumento significativo de la activacion de
las células T virgenes CD4+ (Fig. 14) entre las semanas 2 y 4 lo cual sugiere un
primer contacto con un antigeno y/o un proceso de diferenciacién de estas células.
Creemos, que este fenobmeno podria deberse a dos motivos: 1) ocurre como
consecuencia de la disminucion de la carga antigénica de MTB, lo que disminuye
su efecto supresor de la respuesta inmune, particularmente en los
monocitos/macréfagos, capaces de presentar antigeno a las células T virgenes
[12] 2) hay mas antigenos micobacterianos que pueden desencadenar mayor

presentacion de antigeno a las células virgenes.



Se sabe que el virus del VIH infecta principalmente a las células T CD4+ de
memoria efectora con fenotipo activado [122]. Al ver cambios en la carga viral
esperabamos encontrar cambios en la subpoblacién ME encontrando sélo una
tendencia al aumento entre la semana 0 y 4 (p=0.0754) lo que corresponde
temporalmente al aumento de la carga viral y la tendencia en la activacion general
de las células T. Se puede pensar que probablemente la activacion de esta
subpoblacion esta alimentando la replicacion viral al proporcionar células blanco al
virus. Dado que s6lo vimos una tendencia, requeriremos una muestra mayor para

aclarar este posible efecto. No encontramos cambios en las células MC.

Se sabe que el papel principal de las células T CD8+ en la infeccién por
tuberculosis es a través de sus moléculas citotoxicas que matan a las células
infectadas [123]. Al estudiar las células T CD8+ encontramos una disminucién
significativa de la activacion de las células T CD8+ ME entre las semanas 0-8
paralelo al control de la tuberculosis por el tratamiento y una tendencia al aumento
de la activacion de las células MC entre las semanas 2 y 4, que es el momento
clave del control de la infeccion, sin cambios en las células virgenes. Este cambio
en las subpoblaciones nos muestra nuevamente los efectos diferenciales de la

micobacteria sobre las células T CD4+ y CD8+.

Se ha visto que MTB puede aumentar la replicacion viral in vitro [124] y que la
carga viral de los individuos VIH+ aumenta en el momento del diagnostico de una
infeccion activa por MTB especialmente en las etapas tempranas de la infeccién
[98] vy en el sitio de infeccion [125]. En un estudio en el que tratan de estudiar el
impacto del tratamiento antifimico en pacientes coinfectados muestran que la
carga viral no cambia durante los primeros tres meses de tratamiento antifimico
[126], sin embargo, existe otro que si encuentran una disminucién de la carga viral
en pacientes con recuento de CD4 elevados [98], por lo que hay controversia
sobre la contribucion de MTB a la carga viral . Nosotros encontramos un aumento
significativo en la carga viral entre las semanas 0 y 4 (p= 0.0499) la cual fue
transitoria y coincidia con los cambios en activacion observados en las células T
CD4+.



Probablemente la diferencia en los hallazgos se deba a que su seguimiento es
cada mes y no cada semana o0 a que los pacientes del presente protocolo se
encuentran en etapas de la infeccion avanzadas. No encontramos cambios en el
recuento de linfocitos T CD4+ probablemente debido a que los pacientes
empleados para este estudio se encontraban en niveles de inmunosupresién muy
avanzados, con niveles de linfocitos T CD4+ por debajo de 200 células/pL, y ya no
era posible una redistribucidn de linfocitos desde los nddulos linfoides y tejidos
hacia la circulacidon con solo controlar la infeccion oportunista [127]. En este
sentido, es importante tomar en cuenta que en 8 de los 11 pacientes estudiados,
el principal sitio de infeccion eran los ganglios linfaticos, sitio donde el VIH

secuestra un gran porcentaje de células T [128].

Finalmente, los cambios en activacion celular y C.V. se pueden considerar
consecuencia de un control exitoso de la tuberculosis, pues los parametros
clinicos mas empleados para medir la eficacia del tratamiento antifimico como el
aumento de peso, desaparicion de ganglios palpables y disminucién de tos y
fiebre se vieron reducidos también en forma paralela a los efectos observados. Se
sabe que a las 2 semanas de tratamiento antifimico las mejorias clinicas son

importantes e incluso las expectoraciones se vuelven negativas [129].

Esto es de especial importancia porque la principal célula blanco del VIH, el
linfocito T CD4, es una pieza clave del control de la infeccion por MTB [130, 131].
De este modo, una manera en la que TB podria estar empeorando la infeccién por
VIH es reclutando células CD4 de memoria efectoras activadas a los sitios de

infeccion, lo que facilitaria su infeccion [113] .



Conclusiones

En individuos con coinfeccion tuberculosis-VIH:

Mycobacterium tuberculosis ocasiona activacion inmune de las células T
CD4, que se reduce al controlar la infeccibn micobacteriana.

Los cambios en la celularidad de las subpoblaciones linfocitarias y la
proliferacion de las células T pueden atribuirse mas a fendmenos
relacionados con la replicacion viral que a la activacion inmune por si
misma.

El control de la infeccion activa por MTB en individuos coinfectados con
VIH genera un aumento transitorio en la carga viral, asociado al aumento
en la activacion de algunas subpoblaciones de células T. Esto podria
deberse a un aumento en las funciones de monocitos y a respuestas
inespecificas a componentes liberados de las micobacterias destruidas por
el tratamiento asi como a un mayor reclutamiento de células susceptibles

de infeccion por VIH.



Abreviaturas
BRDU: Bromo desoxiuridina
CV: Carga viral plasmatica

HAART: Tratamiento antirretroviral altamente activo

LBA: Lavado bronquiolo alveolar

LPS: Lipopolisacéarido

MC: Células T de memoria central

ME: Células T de memoria efectora

MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad

MTB: Mycobacterium tuberculosis

NRTIs: Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos
NNRTIs: Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucleodsidos
PBMC: Células mononucleares de sangre periférica

Pls: Inhibidores de la proteasa

SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

SIRI: Sindrome Inflamatorio por reconstitucion inmunitaria

SIV: Virus de la inmunodeficiencia del simio

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana
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