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RESUMEN

Se estima que en la actualidad mas de 33 millones de personas se encuentran infectadas
por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), de los cuales 2,5 millones corresponden a nifios
menores de 15 afos. El VIH infecta principalmente a las células TCD4+, generando una profunda
disfuncion en el sistema inmune de los individuos infectados, haciéndolos mas susceptibles a
enfermedades oportunistas como la Tuberculosis. El Bacilo de Calmette-Guérin (BCG) es una
vacuna de una cepa atenuada de Mycobacterium bovis y es la unica disponible para la prevencion
de la Tuberculosis, sin embargo, se ha observado un incremento en el nimero de complicaciones
asociadas a esta vacunacion, especialmente en nifios infectados por el VIH. La introduccion del
Tratamiento Antirretroviral de Alta Eficacia (TAAE) ha conllevado a una importante disminucion en la
mortalidad y la morbilidad en individuos VIH+, se ha observado una disminucion en el desarrollo de
enfermedades oportunistas en estos pacientes. Por otra parte, los linfocitos T reguladores (Treg) son
una subpoblacién de células TCD4+ con funcion supresora de la respuesta inmune in vivo e in vitro,
y juegan un papel importante en el organismo, controlando la activacion del sistema inmune. Sin
embargo, los estudios hechos sobre estas células en la infeccion por el VIH han arrojado resultados
contradictorios y poco se conoce sobre su papel en el establecimiento de la respuesta inmune contra
la vacuna BCG. Es por ello que decidimos estudiar el posible papel de los linfocitos Treg en el
establecimiento de la respuesta inmune in vitro contra la vacuna BCG en nifios infectados por el VIH

bajo administracion del TAAE durante 22 meses.

Para ello se procedio a la realizacion de diferentes ensayos ex vivo e in vitro. Se procedié a
la determinacion del nimero de células TCD4+y TCD8+ de sangre (Totales, virgenes y memoria), la
frecuencia ex vivo de apoptosis en células TCD4+, como también la expresion ex vivo de moléculas
asociadas a este proceso. Asimismo, para el estudio de la funcionalidad in vitro de células Treg se
aplico un protocolo nuevo para su purificacion y se realizaron cultivos de Células Mononucleares de
Sangre Periférica (CMSP) en presencia o ausencia de Treg autdlogas. Seguido se determind la
produccion de citocinas Th1 y Th2 en sobrenadantes de cultivos de CMSP, como también la

produccion intracelular de IFN-y y la proliferacién in vitro de células TCD4-.

Encontramos que la administracion del TAAE normaliza algunos parametros y funciones de
las células TCD4+. Particularmente se observd un incremento en el nimero de células TCD4+ y

TCD8+, como también la disminucion de moléculas inductoras de apoptosis e incremento de la



expresion de moléculas asociadas a la sobrevivencia celular. En conjunto se observo un decremento
en la frecuencia de apoptosis de células TCD4+. Por otra parte, no se observaron cambios en la
produccion intracelular de IFN-y en células TCD4+ y en sobrenadantes de CMSP, sin embargo, se
alcanzd normalizar la produccion de citocinas Th1 y Th2, particularmente la IL-6, IL-10 y TNF-a
alcanzaron valores similares a lo observado en nifios sanos. Asimismo, incremento la capacidad de
proliferacion de las células TCD4+ en presencia de antigenos virales y la vacuna BCG. Por ultimo,
nuestros resultados indican que no hubo cambios significativos en los cultivos de CMSP en
presencia de células Treg durante los 22 meses del estudio, indicando que la infeccion pediatrica por
el VIH genera una profunda disfuncion en estas células. Estos resultados pueden arrojar luces para
entender de mejor manera la inmunopatologia de la infeccion pediatrica por el VIH, indicando que es
favorable vacunar con BCG a estos nifios siempre y cuando se encuentren en un protocolo estricto

de antirretrovirales.
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1. INTRODUCCION

La vacuna BCG (Bacilo de Calmette-Guérin) es la unica disponible para la prevencién de la
Tuberculosis, siendo esta ultima, una de las principales enfermedades oportunistas en la infeccion
por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), causante de mortalidad debido al agente
infeccioso Mycobacterium tuberculosis (Mtb). La BCG es una vacuna elaborada con una cepa
atenuada de Mycobacterium bovis, cuyos primeros ensayos clinicos se realizaron entre 1921 a 1927
en Francia y Bélgica, y estos demostraron que la BCG era altamente eficiente protegiendo contra la
Tuberculosis en nifios (Andersen y Doherty, 2005). Sin embargo, se han reportado muchos casos de
complicaciones asociadas a la vacunacion, principalmente en nifios infectados por el VIH generando
una alta morbilidad, lo que hace dudar si la vacunacion en esta poblacion infantil sea conveniente,
por lo tanto, es necesario realizar estudios que permitan caracterizar el establecimiento de la

respuesta inmune de estos nifios infectados por el VIH frente a esta vacuna (Hesseling y col., 2007).

Por otra parte, se estima que en la actualidad mas de 33 millones de personas se
encuentran infectadas con el VIH, agente causante del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA), de los cuales 2,5 millones corresponden a niflos menores de 15 afios. En Latinoamérica en
el 2010 1,4 millones de personas estaban infectadas por el VIH. Las zonas con mayor incidencia en
la enfermedad son aquellas que tienen mas poblacion, como Brasil (ONUSIDA, 2010). En Venezuela
los datos oficiales indican que existen 161.510 casos de personas VIH+ (UNGASS Venezuela, 2012).
Sin embargo, con el advenimiento de la Terapia Antirretroviral de Alta Eficiencia (TAAE) se ha

logrado una disminucion significativa en la mortalidad asociada a VIH (ONUSIDA, 2010).

El VIH afecta principalmente a los linfocitos TCD4+, generando una profunda alteracion en el

sistema inmune de los pacientes. El VIH es capaz de estimular una respuesta inmune fuerte



mediada principalmente por células citotdxicas, sin embargo no elimina al virus (McMichael y
Rowland-Jones, 2001). Se han planteado numerosas hipdtesis para explicar este fenémeno, entre
ellas se encuentra la activacion de linfocitos T reguladores, que pueden promover la disminucion en
la respuesta inmune contra el virus, sin embargo, el papel de estos linfocitos T actualmente se

encuentra bajo numerosos estudios, que han arrojado conclusiones contradictorias (Li y col., 2008).

En esta investigacion, nos plantearemos estudiar algunos parametros inmunoldgicos de los
linfocitos TCD4+ de pacientes pediatricos infectados por el VIH, como también el posible papel de los
linfocitos T reguladores en el establecimiento de la respuesta inmune contra la vacuna BCG a
medida que aumenta el tiempo de la administracion del TAAE. Esto con el fin ultimo de comprender
de mejor forma la inmunopatologia de esta enfermedad en nifios y establecer terapias con mejores
criterios que pudiesen controlar de manera mas eficaz la replicacion viral, normalizando el sistema

inmunoldgico de estos pacientes.

2. ANTECEDENTES

2.1. La respuesta inmunitaria

El sistema inmunitario (SI) protege a los organismos de una gran variedad de agentes
infecciosos (bacterias, hongos, parasitos y virus) que pueden ocasionar diferentes enfermedades en
el organismo hospedador. Para ello, el Sl es capaz de reconocer a estos agentes patégenos y
desencadenar una respuesta mediada por diversas células y moléculas efectoras, culminando con la

eliminacion de estos agentes (Murphy y col., 2009).



2.1.1. Establecimiento de la respuesta inmune mediada por linfocitos TCD4+

Una vez que ingresa el patégeno al organismo, son activados una gran variedad de
mecanismos con el fin de eliminar a dicho agente. Inicialmente las células y moléculas asociadas a
la respuesta inmune innata son reclutadas al lugar de infeccién. Esta respuesta se caracteriza por
ser de tipo inespecifica, y no generar memoria inmunitaria protectora a largo plazo. Solo si un
microorganismo infeccioso puede violar esta primera linea de defensa surgird una respuesta
inmunitaria adaptativa, con generacién de células efectoras especificas para antigeno dirigidas al
patdgeno especifico, y células de memoria que proporcionan inmunidad duradera contra reinfeccion
por el mismo organismo (Murphy y col., 2009). La respuesta inmune adaptativa viene mediada

principalmente por los linfocitos T, en particular los linfocitos TCD4+.

Los linfocitos T virgenes son células de larga vida que residen en un “pool” de linfocitos que
se mantienen recirculando y migrando continuamente de la sangre a la linfa, a través de zonas de
células T especializadas en los odrganos linfoides secundarios (Sprent y Tough, 2001).
Especificamente, estas células T virgenes se encuentran en las areas de los dérganos linfoides
secundarios ricas en linfocitos T, como lo son: (1) la paracorteza de los nddulos linfaticos y en las
placas de Peyer, y (2) en zonas linfoides especificas de la médula (Jenkins y col., 2001). Estas
células expresan una serie de moléculas y receptores de membranas importantes para las funciones
que cumplen. Por ejemplo: expresan la molécula CD45RA, que es una fosfatasa de 200 a 220 Kd,
que las identifica como células virgenes (Mora y Corado, 2003); exhiben en su superficie a la
molécula CD62L, con lo que podran movilizarse a traves de las paredes de los vasos sanguineos, y
ademas poseen el receptor de quimiocinas denominado CCR7, el cual les permite la extravasacion

mediante la interaccion de él con integrinas especificas (Jenkins y col., 2001; Sallusto y col., 2000).



La restriccion de los linfocitos T virgenes a los drganos linfaticos secundarios, implica que
las células presentadoras de antigenos (CPA), representadas principalmente por las células
dendriticas, inicien, estimulen y regulen la respuesta primaria mediada por estas células

(Lanzavecchia y Sallusto, 2000).

Al producirse la entrada de un patdgeno al organismo, este es reconocido por receptores de
patrones moleculares asociados a patdgenos que se encuentran en la membrana de las células del
sistema inmune innato. Se origina entonces, la liberacion de citocinas tales como TNF-a e IL-1. Esta
sefial de citocinas induce a las células dendriticas 0 a los monocitos a migrar via vasos linfaticos
aferentes hasta los tejidos locales y luego a los ndédulos linfaticos después de procesar por primera
vez el antigeno. Durante el proceso de migracion, estas células maduran para producir complejos
péptido-CMH (Complejo Mayor de Histocompatibilidad), a partir del antigeno ingerido, y los exhiben
en la superficie celular junto con moléculas llamadas B7 recién sintetizadas (Jenkins y col., 2001).
Después de arribar a los nddulos linfaticos, estas células dendriticas presentan los complejos
péptido-CMH a las células TCD4+ virgenes antigeno especificas y se establece entonces la

formacion de la sinapsis inmunoldgica para la efectiva activacion del linfocito T (Murphy y col., 2009).

La activacién de linfocitos T virgenes implica tres sefiales inductivas distintas que se
establecen entre las CPA y las células virgenes: (1) la primera sefial consiste en la interaccién entre
el complejo TCR/CD3 de las células T (TCR) y complejos péptido-CMH de las CPA, (2) la segunda
sefial es coestimulatoria y sirve para amplificar o modificar la sefal 1. Esta se lleva a cabo
principalmente por medio de dos moléculas complementarias: B7-1 y B7-2 (llamadas también CD80
y CD86) que se expresan en la superficie de las CPA, y que interaccionan con el receptor CD28 de
las células T (Van Stipdonk y col., 2001). (3) la ultima sefal esta conformada por un microambiente

muy determinado de citocinas las cuales modularan la activacion linfocitaria (Murphy y col., 2009).



Las diferentes funciones efectoras que cumplen las células T, seguidas de la interaccion con
las CPA, dependeran del estadio de la respuesta inmune. Mientras sean altamente estimuladas,
éstas CPA llevaran a las células T a proliferar rapidamente, a sintetizar un amplio nimero de
citocinas y a diferenciarse en células citotoxicas (en el caso de las TCD8+*) y en células T
colaboradoras (para el caso de las TCD4+) (Sprent y Surth, 2002). Una vez activados los linfocitos T,
ahora células efectoras, pueden migrar a tejidos no linfoides y diseminar por todo el cuerpo

contribuyendo a la eliminacion del patégeno (Murphy y col., 2009).

Al llegar a los tejidos infectados, las células TCD4+ activadas polarizaran su respuesta,
segun el patrdn de citocinas secretadas, se pueden clasificar en: colaboradoras de tipo 1 (Th1) y
colaboradoras de tipo 2 (Th2). Los Linfocitos Thi1, los cuales se caracterizan por ser pro
inflamatorios, son esenciales para la proteccion contra un numero variado de infecciones
intracelulares, esto debido a que sintetizan principalmente IFN-y (Interferon-gamma), que es la
principal citocina activadora de macréfagos; y TNF-B (Factor de necrosis tumoral-beta), que activa
macrofagos, inhibe células B y es directamente citotoxico para algunas células (Murphy y col., 2009);
y linfocitos Th2, que activan los linfocitos B especificos para producir anticuerpos, actuando en
ciertas infecciones extracelulares (Lanzavecchia y Sallusto, 2000). Estas células son capaces de

producir principalmente las siguientes citocinas: IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 (Murphy y col., 2009).

A medida que ocurre la activacion y expansion clonal de la respuesta inmunitaria, muchas de
las poblaciones linfocitarias activadas son eliminadas por el fendmeno de apoptosis (Sprent y Tough,
2001). Esta muerte a gran escala de las células efectoras evita una respuesta inmune exacerbada,
pudiendo ocurrir una hipertrofia linfoide o una congestion del tréfico celular que comprometerian a la
respuesta de las células virgenes a nuevos patégenos (Sprent y Surh, 2002). Se conoce que

involucra la sefalizacion negativa por el receptor para la sefial de coestimulacion CTLA-4 (Citotoxic



T-Lymphocyte Antigen 4). También involucra la activacion de muerte celular por la expresion de la

molécula Fas (CD95), que promueve la apoptosis por la via extrinseca (AICD).

Finalmente, aquellos clones de linfocitos que no sufren de apoptosis, responden rapida y
efectivamente en posteriores infecciones por el mismo patdgeno, generando memoria inmunoldgica.
Se ha demostrado que las células memoria poseen una mayor afinidad por los complejos péptidos-
CMH, poseen un tiempo de vida prolongado, son mas rapidas en la produccion de citocinas (Jenkins
y col., 2001), ademas expresan la molécula CD45RO, que es una fosfatasa de 180 Kd (Mora y

Corado, 2003).

2.1.2.Regulacion de la respuesta inmune

Cada proceso fisioldgico necesita ser regulado durante y después que haya completado su
mision. Sin regulacion, estos procesos poseen un alto riesgo de convertirse en patologias. Por lo
tanto, la regulacion es un punto clave en la homeostasis del organismo. Este fendmeno aplica

particularmente en el establecimiento de la respuesta inmune (Beissert y col., 2006).

La respuesta inmune posee dos -caracteristicas fundamentales: es autolimitada y
autorregulada, por lo tanto, en condiciones normales, solo esta presente mientras sea necesaria. Es
autolimitada, por varias razones entre ellas: el antigeno es generalmente eliminado, los efectores
humorales de la respuesta son secretados durante un tiempo breve y poseen una vida media corta.
Es autorregulada porque los efectores generados durante el desarrollo de la respuesta actuan como

moduladores de la misma (Mora y Corado, 2003).

Entre los factores que determinan y regulan la magnitud, duracién y tipo de respuesta

inmune se encuentran: el antigeno, las células presentadoras de antigeno, los anticuerpos, las



citocinas, la constitucion genética del hospedador, entre otros (Mora y Corado, 2003). Sin embargo,
los linfocitos T reguladores (Treg) han sido descritos como uno de los factores mas importantes en la

regulacion de la respuesta inmune.

2.1.21.  Los Linfocitos T reguladores (Treg)

Sakaguchi y colaboradores (1995) describieron en ratones una poblacion de linfocitos T, la
cual constituia entre el 5-10% del total de linfocitos TCD4+ circulantes en ratones. Estas células
identificadas con el fenotipo CD4+CD25+, exhibian potentes funciones supresoras tanto in vitro como
in vivo (Sakaguchi y col., 2001; Sakaguchi, 2004; Sakaguchi y col., 2008, Sakaguchi y col., 2010).
Una poblacion similar con fenotipo comparable fue también identificado en humanos (Dieckmann y
col., 2001). Sumando los resultados de estos trabajos, se pudo concluir que esta poblacion celular
juega un papel importante en la supresion de la respuesta autoinmune a través de la inhibicion de
células T autoreactivas (Beissert y col., 2006). Alteraciones en las funciones o en el desarrollo de
estas células son unas de las primeras causas de enfermedades autoinmunes e inflamatorias en

humanos y otros animales (Sakaguchi y col., 2008; Sakaguchi y col., 2010).

Ademés de las células Treg naturales cuyo fenotipo es TCD4+CD25+FOXP3+, se ha
demostrado que otros tipos de células T poseen actividad reguladora y que pueden, en ciertas
condiciones, prevenir autoinmunidad en roedores (Jiang y Chess, 2006). La mayoria de estas
células, como células T secretoras de IL-10, células T secretoras del factor de crecimiento TGF-B y
ciertas células TCD4-CD8 y CD8+CD28-, son células Treg adaptativas, es decir, adquieren su
funcion reguladora seguido de una estimulacion antigénica especifica y en un microambiente de

citocinas particular. Por lo tanto, estas células contrastan con las células Treg naturales, las cuales



se desarrollan en el timo como una subpoblacion de linfocitos T especializada en funciones

supresoras (Sakaguchi y col., 2010).

Una clésica caracteristica de los linfocitos TCD4+CD25+ es su falta de respuesta proliferativa
por activacion del TCR o por estimulacién con anticuerpos mitogénicos. Por lo tanto, estas células
son anérgicas (Thompson y Powrie, 2004; Beissert y col., 2006). Sin embargo, la supresion de la
respuesta inmune in vitro es dependiente del contacto directo de los linfocitos Treg y las células
efectoras (Thompson y Powrie, 2004). Se ha descrito que la funcién supresora es parcialmente

mediada por las citocinas TGF-B e IL-10 (Beissert y col., 2006).

Como se describid previamente, la molécula CD25 (Receptor de la cadena alfa de la
Interleuquina 2, IL-2) es un marcador muy Uutil para la identificacion de los linfocitos Treg. Sin
embargo, esta molécula puede ser expresada en cualquier célula T después de ser activada
(Sakaguchi y col., 2001). Por lo tanto, la poblacion de CD4+CD25+ parece ser heterogénea, y se
asume que solo una subpoblacion de esta posee funciones supresoras, siendo esta la subpoblacion
CD4+CD25Mah (alta expresion de CD25) (Beissert y col., 2006). En experimentos donde se utilizaron
ratones a los que les fueron extraidos linfocitos que expresaban CD25, desarrollaron tiempo
después enfermedades autoinmunes, sin embargo, la reconstitucion de los linfocitos TCD4+CD25+
resulté en una inhibicion de la autoinmunidad (Sakaguchi y col., 2008), indicando que estos linfocitos

expresan funciones supresoras.

Otra caracteristica importante es que los linfocitos Treg expresan especificamente el factor
de transcripcion FoxP3 (forkhead box P3). EI gen FoxP3 fue inicialmente identificado como un gen
defectuoso en ratones, originando una enfermedad conocida como Scurfy, la cual se caracteriza por
exhibir una hiperactivacion de linfocitos TCD4+y sobreproduccion de citocinas (Sakaguchi y col.,

2008). La mutacion de este gen en humanos es la causa principal de una enfermedad conocida
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como IPEX (Beissert y col., 2006), una enfermedad autoinmune relacionada a Scurfy. La expresion
de FoxP3 en células TCD4+ virgenes confiere actividad supresora e induce la expresion de
moléculas de superficie especificas de linfocitos Treg , como CD25, antigeno de linfocitos T
citotoxicos (CTLA-4, por sus siglas en inglés) y receptor de la TNF inducido por glucocorticoides
(GITR, por sus siglas en inglés) (Hori y col., 2003). La expresion de estos receptores también se
relacionan con la expresion de FoxP3 en células humanas. La induccion de actividad supresora en
células T convencionales mediante la expresion de FoxP3, junto al desarrollo de enfermedades
autoinmunes en ratones mutantes deficientes de FoxP3, indican que este factor de transcripcion es
un regulador importante en la funcién y diferenciacion de células Treg (Beissert y col., 2006;

Sakaguchi y col., 2010)

La deteccion de FoxP3 intracelular hace dificil el estudio de los linfocitos Treg, por lo tanto,
marcadores de superficie son cruciales para identificar y purificar células Treg viables. En ratones,
células TCD4+FoxP3 pueden ser identificados mediante la expresion de CD25. Sin embargo, la
expresion de CD25 no puede ser utilizado para estudios en humanos, ya que en sangre periférica de
adultos, aproximadamente el 30% son células TCD4+CD25+. Solo entre 1-2% de las células con alta
expresion de CD25 han demostrado funciones supresoras y pueden ser consideradas como Treg
(Baecher y col., 2001). Ademas, dado que los niveles de expresion de FoxP3 y CD25 son
proporcionales en células T humanas, la purificacion de células que expresen en alta densidad CD25
excluye células Treg FoxP3owCD25md (baja expresion de FoxP3 y expresion intermedia de CD25).
Sin embargo, por causas practicas, no hay un criterio firme para determinar el limite entre la
expresion alta e intermedia de CD25, complicando la reproducibilidad en el analisis para los estudios
del numero y funciones de estas células, particularmente en condiciones de inflamacion las cuales

las células T activadas expresan CD25 (Sakaguchi, 2010).



Como se ha descrito previamente, debido a su gran potencial terapéutico ha existido la
necesidad de identificar nuevos marcadores de superficie para la purificacién de las células Treg.,
entre ellos se encuentran: CTLA-4 (CD152); los receptores de quimiocinas CCR4 y CCR8; el gen de
activacion de linfocitos 3 (LAG-3 por sus siglas en inglés) y la integrina asB7 (CD103) (Beissert y col.,
2006). Sin embargo, recientemente se describié que las células T reguladoras presentan una baja
expresion de la molécula CD127 (receptor de la cadena alfa de la Interleuquina 7, IL-7). Varios
estudios demostraron efectivamente que CD127 se expresa en menor proporcion, esto debido a que
FoxP3 interactua con el promotor de CD127, inhibiendo su expresién (Liu y col., 2006; Seddiki y col.,
2006; Hartigan-O’Connor y col., 2007). Por lo tanto, es actualmente utilizado para la purificacion y

estudio de esta subpoblacion linfocitaria.

2.2. El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH)

2.2.1. Epidemiologia actual del VIH/SIDA

Actualmente la infeccion por el VIH implica uno de los principales problemas de salud
publica a nivel mundial, ya que afecta a un ndmero importantes de individuos, incluyendo la
poblacion infantil, siendo esta epidemia parte de los Objetivos de Desarrollo del Milenio. Desde su
descubrimiento en 1981, el SIDA ha alcanzado proporciones epidémicas por todo el planeta
(ONUSIDA, 2010) y ha generado diversidad de publicaciones en todos los campos de la ciencia,
estudios que han permitido entender como el virus infecta a la célula blanco y cuél es su ciclo de
replicacion, conocimiento que han hecho posible el desarrollo de estrategias terapéuticas para su

control y asi minimizar su diseminacion.

Se estima que para el 2010 hubo en promedio 33,3 millones de personas infectadas por el

VIH, de los cuales 2,5 millones corresponden a nifios menores de 15 afios, siendo la regién de Africa
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Sub-sahariana donde se encuentra la mayoria de las personas infectadas. Asimismo, la epidemia
mundial del SIDA causé 1,8 millones de muertes en dicho afio (14% menos de lo reportado en 2004)
y se estimd un total de 260.000 defunciones en nifios, lo que corresponde una disminucion del 19%
con respecto a 2004. Aunque, la tasa de crecimiento se ha mantenido relativamente constante en la
poblacion de personas VIH+, en 2010 hubo un estimado de 2,9 millones de personas que fueron
infectadas por el VIH, lo que evidencia una disminucion del 21% con respecto a lo estimado en 1997
(3,1 millones de personas infectadas), afio el cual se alcanzo el pico de nuevas infecciones

(ONUSIDA, 2010).

La disminucion en las muertes como también en las nuevas infecciones, se debe
principalmente al aumento en la disponibilidad de los antirretrovirales, asi como también en el
cuidado y apoyo de la poblacion infectada por el VIH. Los efectos de las terapias antirretrovirales son
especialmente evidentes en Africa sub-sahariana, donde se reporté que 320.000 personas menos
murieron por causas relacionadas al SIDA en 2010 que en 2004, cuando los antirretrovirales

comenzaron a ser dramaticamente distribuidos globalmente (ONUSIDA, 2010).

Las muertes asociadas al SIDA comenzaron a declinar en Africa Sub-sahariana y en el
Caribe en 2005. Diferentes patrones han emergido en diferentes regiones. En América del Norte y
Europa Central y Occidental, las muertes debidas al SIDA comenzaron a declinar poco después que
los antirretrovirales fueron introducidos en 1996. Debido a los elevados costos de las terapias, la
disponibilidad de los antirretrovirales estuvo muy limitada en los paises de bajos y medianos
ingresos entre 1996 y 2000. Una excepcion importante fue Brasil, que en 1996 se convirtid en el
primer pais de ingresos medianos en adoptar una politica nacional de terapia antirretrovirales
gratuitas. Ademas del tratamiento de la infeccion por el VIH en si misma, también se alcanzaron

logros considerables en cuanto al desarrollo de tratamientos y pautas preventivas para numerosas
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enfermedades oportunistas relacionadas con la infeccion por el VIH, lo que permitié ayudar a
prevenir, retrasar la enfermedad y la muerte, mejorando la calidad de vida de estas personas

(ONUSIDA, 2010).

Como se ha dicho previamente, el avance en la disponibilidad de los tratamientos
antirretrovirales, cuidado y apoyo ha sido uno de los mayores éxitos logrados en 2010. Mas
personas se encuentran recibiendo las terapias antirretrovirales alrededor del mundo. En Diciembre
del 2009, se estimé que 5,2 millones de personas de paises de bajos y medianos ingresos reciben
las terapias antirretrovirales. Esto representa un incremento de 1,2 millones de personas, o cerca del

30%, sobre el numero de personas que recibian las terapias en el afio 2008 (ONUSIDA, 2010).

En América Latina se estima que para 2009 habia 1,9 millones de personas infectadas por
VIH, con 92.000 nuevas infecciones, sin embargo, las estadisticas sugieren que el VIH en América
Latina esta bajo control. La prevalencia en la poblacidon general esta estable en 0,4%. Mas de la
mitad de las personas que requieren tratamiento pueden recibirlo y el acceso universal al tratamiento
es una realidad en Brasil, Costa Rica y México. América Latina fue una de las primeras regiones en
comprometerse con el acceso universal cuando los actores interesados se reunieron en Brasil para
tratar la ampliacion de los programas de lucha contra el VIH. Cerca del 95% de la respuesta contra el

SIDA en la region es financiada con recursos internos.

En Venezuela se reportd el primer caso de VIH en el afio 1982 y a partir de esta fecha, las
cifras de personas que viven con el VIH en el pais han crecido de manera sostenida. Estimaciones
realizadas por el programa Spectrum de ONUSIDA indican que la prevalencia para 2011 en
Venezuela era de 0,54, con numero estimado de 161.510 casos, de los cuales 4.535 son menores
de 15 afios (2,81% del total de la poblacion menor a 15 afos en Venezuela) (UNGASS Venezuela,

2012).
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2.2.2. La replicacion del VIH

El virus de la Inmunodeficiencia Humana es el agente etioldgico causante del Sindrome de la
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). El VIH se ha clasificado en: VIH tipo 1 (VIH-1) y VIH tipo 2 (VIH-
2), ambos son transmitidos por contacto sexual, a través de la sangre y de madre a hijo. Los dos
grupos virales pueden producir una sintomatologia similar en humano, son morfolégicamente
similares y comparte el mismo linfotropismo celular CD4+, es decir, infecta principalmente a los
linfocitos TCD4+, que expresan sobre su superficie el receptor del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il (CMH-II) (Pantaleo y Fauci, 1996). Comparten, ademas la misma
citopatogenicidad y poseen proteinas estructurales y replicativas, incluyendo la transcriptasa
reversa. Por estudios genéticos, se ha demostrado que el VIH-2 presenta diferencias en su genoma
que lo distinguen del VIH-1, y que lo hacen menos susceptible a los dideoxinucledsidos, como la
AZT (azidotimidina o zidovudina) que es un potente inhibidor de la replicacion viral y es usado como
medicamento contra el SIDA. Sin embargo, el VIH-2 se encuentra solo en Aftica Occidental y en la
India (Zagury y col. 1988), siendo el VIH-1 el virus mas extendido a nivel mundial y principal

causante del SIDA.

El virién contiene dos copias de ARN gendmico, de simple cadena y polaridad positiva,
encerradas en una capside de proteinas virales y rodeadas por una doble capa de fosfolipidos
derivados de la membrana celular del hospedador (ver figura 1). EI ARN viral codifica nueve marcos
abiertos de lectura (ORF). Tres de estos codifican a las poliproteinas Gag, Pol y Env; que son
subsecuentemente proteolizadas en proteinas individuales comunes en todos los retrovirus. Las
cuatro proteinas Gag: MA (matriz), CA (capside), NC (nucleocépside) y p6; y las dos proteinas Env:
SU (superficie 0 gp120) y TM (transmembrana o gp41); son componentes estructurales que forman

la envoltura del virion. Las tres proteinas Pol: PR (proteasa), RT e IN (integrasa), proveen de
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funciones enzimaticas esenciales y son encapsuladas con la particula. (Frankel y Young, 1998).
Ademas, el VIH-1 codifica seis genes adicionales: tat, rev, vif, vpu, vpr y nef. Los genes tat y rev son
responsables de las activaciones transcripcionales y post-transcripcionales de la expresion de todos

los genes virales (Tang, 1999).

Glicoproteina de Superficie
ap 120 (gen de envoltura) -

Glicoproteina de -

Transmembrana = ——W7 @& s
gp 41 (gen de envoltura) A

]

Proteina Asociada a
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RNA {2 moléculas)

Proteina de la Proteasa

P93 (gen pol)

Transcripiasa Reversa

RNAsa p66 (gen pol)

Proteina de la Integrasa p32 (gen pol)

Figura 1: Estructura del Virus de la Inmunodeficiencia Humana. Se muestran las proteinas de actividad
enzimatica, integral y de superficie de la membrana y el material genético. Extraido de: http://servidor-
opsu.tach.ula.ve/alum/pd_4/fundasidarta/FUNDA8.html

Mediante experimentos in vitro se demostrd como linfocitos TCD4+ eran el blanco
“preferencial” para la replicacion del VIH que, en ultima instancia, originaba la muerte celular de los
mismos (Rosenberg y Fauci, 1989; Stevenson y col., 1990; Pantaleo y Fauci, 1996; Ho y col., 1995;
Brinchmann, 2000). El VIH inicia su ciclo infectivo uniéndose a su receptor CD4 especifico sobre la
superficie del linfocito T mediante una glicoproteina de la envoltura. Esta glicoproteina es la gp120 y
se origina de la ruptura de un complejo proteico mayor, la glicoproteina gp160, ésta ruptura ademas
produce una segunda glicoproteina importante para el proceso de infeccién, la glicoproteina

transmembrana gp41. La unién de CD4 con gp120 facilita la fusion directa de la membrana viral con
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la membrana celular del hospedador, este proceso a su vez es facilitado por la glicoproteina gp41

(Poranen y col., 2002).

Seguida la fusion y entrada del virus, este es descubierto o desensamblado en el citoplasma
y los complejos de nucleoproteinas son rapidamente transportados al nucleo del linfocito T,
mediados por la proteina viral Vrp, la cual puede detener la proliferacion de las células T en la fase
G2 del ciclo celular. Antes de que el genoma viral pueda ser integrado en el cromosoma del linfocito,
una enzima proveniente del virion, la transcriptasa reversa cataliza las reacciones para transformar
el ARN viral en ADN doble cadena (Frankel y Young, 1998), que luego se integrara al genoma
celular. EI ADN viral integrado constituye el provirus, y una vez que la célula recibe una sefial de
activacion, una ARN polimerasa crea copias del material genético viral a medida que se sintetizan
los ARN mensajeros que codificaran para proteinas virales (Wu y Marsh, 2001; Stevenson y col.,
1990). Una vez ensambladas todas las proteinas virales, gracias a la accion de la proteasa, los
viriones recién formados se liberan al exterior celular a través de un proceso de gemacion, que

promueve la infeccién de mas linfocitos TCD4+ (Greene, 1990).

2.2.3.Curso clinico de la infeccion por el VIH

En la figura 2 se muestra el curso clinico tipico de un paciente infectado por el VIH en
ausencia de terapia antirretroviral. Se han podido identificar 3 fases evolutivas de la infeccion por el
VIH: (1) infeccion primaria, (2) latencia clinica y (3) fase de SIDA. Dicho curso de infeccion es
caracteristico de aquellos llamados “progresores tipicos”, quienes representan la mayoria de los
individuos. El tiempo promedio desde el inicio de la infeccion, hasta la fase SIDA es de 8 a 10 afios

(Pantaleo y Fauci, 1995; Pantaleo y Fauci, 1996).
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La primera fase (Fase de infeccion primaria 0 aguda) se caracteriza por un aumento
exacerbado de la viremia (hasta 107 copias de ARN viral por mL de plasma) y un alto nivel de
expresion viral y copias de ADN viral en células mononucleares de sangre periférica (Pantaleo y
Fauci, 1996). Por otra parte, también se caracteriza por una disminucion temprana de linfocitos
TCD4+, por el establecimiento de un gran pool de células TCD4+ latentes infectadas (Pantaleo y
Fauci, 1995; Pantaleo y Fauci, 1996) y por el desarrollo de una respuesta inmune especifica

(Rosenberg y Fauci, 1989).

La infeccién primaria comienza con variantes del virus que no inducen sincitio (fusién de
células TCD4 a traves de una interaccion gp120/CD4 gp41/CXCR4) y que usan al CCR5 como
correceptor, siendo capaces de infectar macrofagos y células TCD4+ memoria, estas cepas se
denominan R5. Sin embargo, en un 50% de los pacientes infectados con el virus, variantes del VIH-1
(cepas R4) que inducen sincitio son capaces de infectar, no sélo células memoria, sino también
células TCD4+ virgenes y timocitos, usando el correceptor CXCR4, hecho que se observa
Unicamente en ensayos in vitro (Hazenberg y col., 2000; Margolis y Shattock, 2006). La induccion del
sincitio es un mecanismo potencial de induccion de apoptosis en células TCD4+ no infectadas

(Amendola y col., 1996).

En la segunda fase (Fase de latencia o crénica), la viremia es de unos 6rdenes de menor
magnitud, aumentando progresivamente a medida que avanza el tiempo. El nimero de células
TCD4+ de sangre periférica se recupera parcialmente después de la fase aguda, aunque disminuye
con el tiempo (Douek, 2003). El incremento en el numero de células se debe a que el sistema
inmune posee la habilidad de recuperacion por vias dependientes e independientes del timo. Esta
ampliamente aceptado que la infeccion afecta adversamente al timo, tanto en nifios como en

adultos. Estudios clinicos han demostrado que el timo de nifios y adultos infectados con VIH-1 sufren
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cambios morfoldgicos anormales que incluyen una disminucion elevada de timocitos y una avanzada

involucién de éste érgano (Haynes y col., 2000; Douek y col., 2003).

En la fase clinica SIDA, el numero de células TCD4+ disminuye hasta valores por debajo de
las 200 células/p| en sangre periférica, y la carga viral aumenta exponencialmente tanto en nddulos
linfaticos como en sangre periférica, a medida que ocurre un deterioro irreversible de los érganos
linfoides secundarios y ocurrencia de infecciones oportunistas que conllevan a la muerte del paciente

(Pantaleo y Fauci, 1996).
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Figura 2: Curso clinico y perfil seroldgico de la infeccion por el VIH. Se observa las 3 fases del proceso
infeccioso. Poco después de la infeccién primaria, el ARN viral es perceptible en suero. Sin embargo, la
infeccidon se identifica por la presencia de anticuerpos anti-VIH. Por lo general, no aparecen sintomas
asociados al SIDA durante al menos 8 afios después de la infeccion, aunque este intervalo es variable y
depende de cada individuo. El inicio de la fase de SIDA es anunciado por el descenso de células T y aumento
de la carga viral. Extraido de: http:/pathmicro.med.sc.edu/spanish-virology/spanish-chapter7-3.htm.
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2.2.4.Inmunopatologia de la infeccion por el VIH

El VIH como bien se describié previamente, produce una disminucion progresiva de las
células TCD4+ en el individuo infectado (Pantaleo y Fauci, 1996). Esta disminucion ocasiona pérdida
de la funcién colaboradora de los linfocitos TCD4+ que conduce a la inmunosupresion del sistema
inmunitario y con el tiempo, en ausencia de la terapia antirretroviral, al SIDA (Pantaleo y Fauci, 1996;

Chinen y Shearer, 2002).

El VIH induce una fuerte y eficiente respuesta inmune humoral y celular, sin embargo, la
infeccion es parcialmente controlada. Se conoce que el control de la viremia se genera
principalmente por los linfocitos TCD8+, los cuales pueden proliferar, producir citocinas y Perforina,
que destruyen las células infectadas controlando asi la infeccidon. Sin embargo, estas células
dependen casi exclusivamente de los linfocitos TCD4+ para generar una respuesta efectiva anti-VIH.
Los linfocitos TCD4+ en la infeccion por VIH se encuentran comprometidos funcionalmente, y como

consecuencia se inhibe una respuesta anti-VIH efectiva (Prendergast y col., 2012).

En contraste con los pacientes adultos infectados por VIH, los nifos infectados por el virus
presentan una mayor viremia y la respuesta inmune en la infancia temprana, se caracteriza por ser
de tipo Th2. Aunque la respuesta mediada por células TCD8+ es detectable desde el nacimiento,
esta es incapaz de reducir la carga viral. Sin embargo, el mayor contraste entre adultos y nifios, es la
respuesta mediada por linfocitos TCD4+, ya que en nifios, es muy reducida. En la mayoria de nifios
menores a 1 afo, no es detectable la actividad especifica anti-VIH (Prendergast y col., 2012). Sin
embargo, se ha reportado que la respuesta inmune anti-VIH mejora con la edad (Walker y col.,

2004).
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La aparente contradiccion que existe al no haber un control de la infeccidn, a pesar que se
genere la respuesta inmune, puede ser explicada a través de numerosos mecanismos del virus para
evadir la respuesta inmune, entre los que se encuentran: la latencia del provirus del VIH, el cambio
de la cepa viral de R5 a X4, la disminucion de la expresion de moléculas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH), las mutaciones de los epitopes de las proteinas virales y el aumento de
la expresion celular del ligando de Fas, (McMichael y Rowland-Jones, 2001; Chinen y Shearer,
2002), siendo este ultimo uno de los mecanismos por el cual los linfocitos Treg pueden estar jugando
un papel importante en esta inmunopatologia, ya sea por la hiperactivacion del sistema inmunitario
(Kinter y col., 2004; Tsunemi, 2005; Card y col. 2009 ;Moreno-Fernandez y col., 2011) o como
mecanismo evasor del virus frente a esta respuesta (Andersson y col., 2005; Nilsson, y col. 2006;

Chase y col., 2008; Hu y col., 2008; Ji y Cloyd, 2009; Zelinskyy y col., 2009).

La patogénesis del VIH/SIDA desde su caracterizacion ha sido muy bien estudiada y se
puede dividir en dos amplias categorias, la primera es aquella concerniente al efecto citopatico
directo del virus sobre las células TCD4+ (patogénesis viral) y una segunda categoria es la que
engloba a todos los efectos indirectos de la infeccion, en los cuales la inmunopatégenesis toma la
mayor parte, a través de: 1) células T citotoxicas CD8* que pueden matar a las células TCD4+
infectadas con el virus; 2) la infeccion de células presentadoras de antigenos que origina efectos
sobre muchas moléculas, los cuales incluyen: una baja regulacion de IL-12, CMH Il y B7, y una alta
regulacion de IL-10 y Fas; 3) supresion inmune inducida por proteinas del VIH, como gp120, Tat o

Nef y 4) muerte de las células T por apoptosis (Pantaleo y Fauci, 1995; Pantaleo y Fauci, 1996).

El decremento del nimero total de linfocitos TCD4+, en parte es inducido mediante apoptosis
por el VIH, produccion impar o redistribucion a los drganos linfaticos (McCune, 2001).

Particularmente se ha demostrado que el gen Tat del VIH-1 incrementa la expresion del receptor de
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muerte CD95 en linfocitios T, tanto en nifios como en adultos, mediando la muerte celular
programada de los linfocitos TCD4+ virgenes y memoria por la via extrinseca o AICD (Westendorp,
1995). Estas células CD4 que exponen el receptor en su superficie promueven la union con células
que expresen Fas ligando (FasL) en su superficie, como macrdfagos, y una vez que se ha fijado este
ligando de muerte al receptor se inician una serie de eventos citoplasmaticos que determinan la
apoptosis. Especificamente, esta unidon promueve el reclutamiento de adaptadores (FADD, Fas-
associated death domain o dominios de muerte asociados a Fas) y pro-caspasas iniciadoras, pro-
caspasas 10y 8 en el linfocito TCD4+. El receptor Fas interactia con FADD y éste interactua con las
pro-caspasas a través de dominios proteicos denominados DD (death domain) que resultaran en la
formacion del DISC (death inducing signaling complex o complejo de sefializaciéon que induce la
muerte). La proximidad de DISC a las procaspasas 8y 10 las lleva a su forma activa y estas a su vez

pueden activar a la pro-caspasa 3 y asi iniciar la Apoptosis (Benedict y col., 2002).

La molécula PD-1 perteneciente de la familia CD28 ha sido estudiada Ultimamente en la
inmunopatologia del VIH. La PD-1 es expresada induciblemente en células T, que luego puede
unirse con el Receptor de Células T (TCR), resultando en la detencion del ciclo celular y la
terminacion en la activacion de las células T (Day y col., 2006; Kaufman y Walker, 2009). Ensayos
con ratones knockout y usando anticuerpos que bloquean PD-1, han demostrado la importancia de
esta molécula en la homeostasis de la respuesta inmunitaria (Day y col., 2006). Sin embargo,
recientes estudios realizados en humanos infectados por VIH, indican que la PD-1 juega un papel

importante promoviendo la apoptosis en linfocitos T (Petrovas y col., 2006).

La importancia de la molécula PD-1 ha sido bien establecida en linfocitos TCD8+, donde se
ha observado una sobreexpresion de la misma en pacientes infectados por VIH y dicha expresion se

correlaciona con disfuncion en la actividad citotéxica de estas células (Day y col., 2006; Petrovas y
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col., 2006; Zhang y col., 2007; Kaufman y Walker, 2009). Recientemente se demostré que la
proteina viral Nef, induce la expresion de PD-1 durante la infeccién in vitro (Muthumani y col., 2008).
Aunque son pocos los estudios realizados sobre la expresion de PD-1 en linfocitos TCD4+, existen
ciertas similitudes entre ambos tipos celulares, por ejemplo, se observa una alta expresién de la
molécula en linfocitos TCD4+ de pacientes con VIH, ademas que también se correlaciona con la
carga viral y es inversamente proporcional con el numero total de células TCD4+ (Day vy col., 2006;

D’'Souza y col., 2007).

Por otra parte, La IL-7 es una citocina crucial que estd envuelta en la regeneracion,
activacion y homeostasis de las células T en el sistema inmune (Bradley y col., 2005; Fry y Mackall,
2005; Zhang y col., 2009). Un estudio reciente ha demostrado que la administracion in vivo de IL-7
en humanos incrementa la diversidad de RCT a través de la expansion preferencial de células T
virgenes, sugiriendo que una terapia basada en la IL-7 podria mejorar y ampliar la respuesta
inmune, particularmente en individuos infectados por VIH (Sportes y col., 2008), sin embargo,
existen autores que recomiendan no usar una terapia basada en esta citocina en pacientes VIH*
(Sharma y col., 2008). Por otra parte, se ha observado en pacientes infectados por VIH que la
expresion de CD127 en ceélulas T es menor que en individuos sanos y que dicha expresion se

correlaciona inversamente con la progresion de la enfermedad (Sharma'y col., 2008).

2.2.5.La terapia antirretroviral de alta eficiencia (TAAE)

La tasa de mortalidad por VIH ha disminuido notablemente desde la disponibilidad del
tratamiento antirretroviral de alta eficiencia (TAAE) (Crum y col., 2006). A partir de 1995-1996, se

inici6 la aplicacion de esta terapia, donde se utiliza un inhibidor de la proteasa viral en combinacion
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con dos agentes inhibidores de la transcriptasa reversa viral (Carpenter y col., 1998). El TAAE o
triterapia, ha mejorado enormemente la tasa de morbilidad (por una incidencia disminuida de
infecciones oportunistas) y de mortalidad (Hammer y col., 1997; Powderly, 2000). Sin embargo, a
pesar de los esfuerzos hechos por los grupos de investigacion y uso de la triterapia, aun persisten
grandes problemas sobre la comprensién de la dindmica hospedador-virus, de la inmunopatologia
de la infeccion, de la reconstitucion del sistema inmunoldgico ante la terapia y la de erradicacion de

la infeccion (Alfonzo, 2004).

El conocimiento profundo sobre el ciclo de replicacién del virus ha permitido, a pesar de su
complejidad, obtener numerosos blancos potenciales a los agentes terapéuticos. Este virus se
replica constantemente a lo largo de la infeccion, lo que constituye a la vez su fuerza y debilidad.
Esta caracteristica permitiria tedricamente, la utilizacion de antivirales desde el inicio de la infeccién.

(Gortmaker y col., 2001; Alfonzo, 2004).

El efecto mas evidente de la administracion del TAAE, es el aumento de las células TCD4+
en estos pacientes, caracterizado por un aumento inicial de las células T memorias, seguido por un
aumento tardio de células T virgenes (Autran y col., 1997). Este aumento es consecuencia de la
disminucion en la carga viral. Sin embargo, esta dindmica difiere en nifios infectados verticalmente,
donde se ha reportado que la mayoria de las células nuevas llevan el marcador CD45RA, indicando
que son células T virgenes. Este patron de la reconstitucion del sistema inmunoldgico puede
deberse a que el sistema inmune se encuentra en desarrollo y el timo se encuentra activamente

produciendo nuevas células (Gibb y col., 2000; Resino y col., 2004).

Asimismo, se ha observado una reduccion en la expresion de Fas/FasL en la superficie de
las células T de pacientes infectados bajo administracion del TAAE (Badley y col., 1998; Sloand y

col., 1999). Sin embargo, un trabajo reciente demostrd que permanece una alta expresion del
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receptor Fas, a pesar que existe una disminucion del ligando de Fas (FasL) en los tejidos linfoides.
La incapacidad del TAAE en disminuir receptores de muerte en los tejidos linfoides puede conllevar
a importantes consecuencias inmunoldgicas, ya que estos son los sitios de mayor pérdida de células
T por apotosis en la infeccion por el VIH, indicando que aunque el tratamiento suprime enormemente
la replicacion viral, no promueve una completa reconstitucion del sistema inmune (Herbeuval y col.,
2009). En niflos se han observado resultados similares, siendo aquellos individuos con un bajo
numero de células TCD4+ expresan un mayor porcentaje el receptor, sin embargo, se estabiliza a

medida que avanza la administracién del TAAE (Bohler y col., 2001).

En otro orden de ideas, se ha demostrado que ocurre un aumento de la expresion de la
molécula PD-1 en linfocitos TCD8+* de individuos infectados por el virus, siendo esta responsable en
inducir apoptosis como también inhibir la activacion de estas células (Day y col., 2006; Kaufman y
Walker, 2009). El virus mediante la proteina Nef-1 puede inducir la expresion de PD-1 en las células
T (Muthumani, K. y col., 2008). Sin embargo, se ha observado como la administracion del TAAE
puede disminuir la expresion de este receptor en estas células (Trauttman y col., 2006). Incluso
varios autores postulan la expresion de este receptor como marcador para el estudio de la
progresion de la enfermedad (Rosignoli y col., 2007). También se han obtenidos resultados similares
en linfocitos TCD4+, donde se ha encontrado una mayor expresion de esta molécula en pacientes
adultos VIH+ cuando se compara con individuos sanos (Day y col., 2006, D’'Souza y col., 2007). Por
otra parte, solo un trabajo sobre esta molécula se ha realizado en nifios infectados. En este sentido
Prendergast y colaboradores (2012), quienes demostraron que en estos nifios hay una mayor
expresion de PD-1 en las células TCD8+, y que se correlaciona inversamente con la activacion de la
respuesta inmune. Sin embargo, mas estudios son necesarios para dilucidar con mayor detalle la

dinamica de este receptor, siendo el mismo un blanco terapéutico muy prometedor.
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Un marcador importante que se ha estado estudiando en la inmunopatologia de la infeccion
por el VIH, es la expresion de CD127 (IL-7Ra). Se conoce que la expresion de CD127 en células
TCD4+ y TCD8+ es mucho menor en pacientes adultos infectados con el virus, que en individuos
sanos (Colle y col., 2006; Benito y col., 2008, Zhang y col., 2009). Esto también se observa en nifios
infectados (Sharma y col., 2008). EI VIH mediante la proteina Tat puede promover la disminucién en

la expresion de este receptor (Faller y col., 2006).

La IL-7 ha sido propuesta para su uso de forma terapéutica, ya que ella esta involucrada en
la timopoiesis, mantenimiento de células TCD8* memoria y homeostasis de células T periféricas
(Alpdogan y van den Brink, 2005; Bradley y col., 2005), pero al presentarse diversas alteraciones en
el sistema inmune a pesar de los niveles altos de IL-7, se sugiere que este tipo de terapia puede que
no sea beneficiosa (Sharma y col., 2008), e incluso, se ha relacionado que la disminucion de CD127
y el aumento de IL-7 plasmatico, promueve la expresion de Fas, haciendo mas susceptibles las
células a apoptosis (Fluur y col., 2007). Sin embargo, se ha observado que el TAAE puede aumentar
la expresion celular de CD127 en pacientes adultos (Colle y col., 2006; Benito y col., 2008) y en

nifios VIH+ (Sharmay col., 2008), promoviendo la supervivencia de las células T en estos pacientes.

Uno de los efectos mas pronunciados en la administracién del TAAE es la disminucién en la
frecuencia de apoptosis en células T de adultos y nifios (Roger y col., 1999; McCune, 2001), el cual
puede ser explicado parcialmente mediante la disminucion en la expresion de moléculas inductoras
de apoptosis a medida que aumentan moléculas asociadas a la sobrevivencia celular (Petrovas y
col., 2006; Fluur y col., 2007; Vivas y col., 2012). Sin embargo, también se ha observado que la

administracion del TAAE también mejora algunas funciones de los linfocitos TCD4+y TCD8+.

La proliferacion celular ha sido demostrada como una de las principales funciones efectoras

de los linfocitos T durante el establecimiento de la respuesta inmune en respuesta a infecciones
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(Sprent y Tough, 2001), pero en pacientes tipicos infectados con el virus se ha observado una
disminucion en la capacidad proliferativa de estas células, cuando se compara con pacientes no
progresores e individuos sanos (Lyasere y col., 2003; Lichterfeld y col., 2004; Betts y col., 2006). Sin
embargo, se ha demostrado ciertas mejorias cualitativas en esta respuesta proliferativa in vitro a
mitdgenos y a diversos antigenos especificos, en aquellos pacientes que reciben la triterapia (Autran
y col., 1997). Al contrario, las respuestas de proliferacion a los antigenos del VIH-1 muestran solo

una mejoria menor (Mezzaroma y col., 1999).

Numerosos trabajos han descrito la recuperacion en la respuesta inmune contra ciertos
patdgenos oportunistas (Li y col., 1999; Rinaldo y col., 1999; Alfonzo y col., 2003). Sin embargo,
células T especificas contra el virus son detectadas solo cuando el tratamiento es iniciado poco
después de haber sucedido la infeccion primaria (Rosenberg y col., 1997; Mezzaroma y col., 1999).
Las ceélulas Th1 especificas contra el VIH y productoras de IFN-y, no son totalmente eliminadas
luego de una exposicion prolongada al virus, persistiendo en una baja frecuencia, incluso después
de la aplicacion del tratamiento. Posiblemente, esta gran discrepancia entre una rapida restauracion
de la respuesta inmune contra patdgenos oportunistas y una pobre respuesta contra el virus se deba
a la diferencia en la exposicion antigenica, ya que el TAAE suprime enormemente la carga viral pero

sin afectar a estos patégenos oportunistas (Carcelain y col., 2001; Streeck y col., 2008).

2.2.6. Los linfocitos T reguladores en la inmunopatologia del VIH

Como ya se describid previamente, los linfocitos Treg son pilares fundamentales en la
regulacion de la respuesta inmune, sin embargo, poco se conoce sobre su papel en la

inmunopatologia del VIH. En general, los linfocitos Treg pudiesen tener diferentes propiedades
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funcionales en la inmunopatologia del VIH: por una parte podria limitar la activacion general del
sistema inmune, caracteristico en pacientes con VIH o podrian suprimir la respuesta inmune antiviral

(Li'y col., 2008).

La caracterizacion del papel de las células Treg en la infeccion por el VIH-1 es controversial,
mayormente por la falta de consistencia en la determinacion del fenotipo de estos linfocitos en
conjunto con métodos técnicos para estudiar la funcionalidad y el niumero de Treg, el estado clinico
de los pacientes en los estudios, y el poco conocimiento que se tiene hasta ahora sobre la dindmica
de estas células en sangre periférica durante el tiempo del curso de la enfermedad (Holmes y col.,
2008). Numerosos estudios sugieren que el papel de las Treg en la infeccion por el VIH es perjudicial
para el paciente, ya que suprime la respuesta inmune especifica contra el VIH (Andersson y col.,
2005; Nilsson y col., 2006; Li y col., 2008), mientras que otros proponen un papel beneficioso de las
Treg al suprimir la activacion crénica del sistema inmune durante la infeccion (Kinter y col., 2004;

Card y col., 2009; Moreno-Fernandez y col., 2011).

Numerosos grupos han demostrado que el numero de células Treg se encuentran
disminuidas en sangre periférica durante la infeccién por el virus (Oswald-Ritchter y col., 2004;
Andersson y col., 2005; Apoil y col., 2005; Eggena y col., 2005; Nilsson y col., 2006; Baker y col.,
2007). Nilsson y colaboradores (2006) demostraron que, en pacientes adultos VIH+, los linfocitos
Treg tienden a disminuir en sangre periférica a medida que se acumulan en los ganglios linfaticos.
Esto ultimo también se comprobd en simios infectados con el Virus de la Inmunodeficiencia en
Simios (VIS) (Estes y col., 2006). Se demostré ademas que estas células acumuladas en los
organos linfaticos mantenian una fuerte actividad supresora, afectando las funciones efectoras de
linfocitos TCD4+ y TCD8+ (Nilsson y col., 2006; Li y col., 2008), siendo estos drganos reservorios

importante para la replicacion viral (Pantaleo y col., 1993). Por otra parte, la proteina viral gp120
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promueve mediante una interaccion directa la acumulacion de linfocitos Treg, por lo que
posiblemente, la acumulacion de esta poblacion celular puede implicar un mecanismo de evasion del

virus frente a la respuesta inmune del hospedador (Nilsson y col., 2006).

Los linfocitos Treg expresan los correceptores CXCR4 y CCR5 necesarios para la infeccién
por el VIH. Dado que las células Treg son funcionalmente anérgicas in vitro, fue sorprendente
encontrar que las células Treg mantienen altos niveles de infeccion por el VIH (Oswald-Ritchter y
col., 2004). Dos evidencias parecen indicar que la infeccion y replicacion del VIH en las Treg podria
ser importante in vivo. Primero, aunque menos del 5% del total de células TCD4+ de sangre
periférica son Treg, cerca del 50% de células TCD4+ de 6rganos linfoides en mucosas de pacientes
VIH+ son Treg (Nilsson y col., 2006). Por lo tanto, las Treg podrian representar un numero
significante de blanco para la infeccion del VIH en 6rganos linfaticos. Segundo, cerca del 13% de las
Treg de simios son infectadas por el VIS de los drganos linfaticos de estos animales. Por lo tanto, las
Treg parecen ser blancos importantes del VIH para su replicacion e infeccion, al menos en los

drganos linfaticos de mucosas durante la infeccion aguda (Estes y col., 2006; Holmes y col., 2008).

Sin embargo, otros estudios demostraron que en pacientes adultos infectados por el VIH con
valores detectables de ARN viral, habia un mayor numero de linfocitos Treg en sangre periférica, en
comparacion con pacientes cuyos niveles de ARN viral no eran detectables, sin embargo, las
funciones supresoras de los linfocitos Treg eran menores en estos pacientes adultos (Tsunemi y col.,
2005; Eppel y col., 2006; Montes y col., 2006; Mozos y col., 2007; Lim y col., 2007). Como se
menciond previamente, la inhibicidn de la respuesta inmune contra VIH puede ser beneficiosa para
el individuo infectado, ya que puede disminuir la hiperactivacién del sistema inmune, la cual es una
de las causantes principales en la reduccion del numero de linfocitos TCD4+ y por lo tanto, con la

progresion de la enfermedad (Kinter y col., 2004; Card y col., 2009; Moreno-Fernandez y col., 2011).
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Hasta la fecha, son muy pocos los datos disponibles concerientes al papel de las Treg en la
infeccion pediatrica con el VIH. La eliminacién de las células Treg en infantes sanos pero expuestos
al VIH ha demostrado un incremento en la respuesta inmune in vitro especifica contra el VIH
(Legrand y col., 2006). Sin embargo, Freguja y colaboradores (2011) demostraron que la activacion
del sistema inmune en nifios infectados por el VIH contribuye a la expansion de linfocitos Treg, pero,
la actividad supresora de estas células es ineficiente en limitar la activacion del sistema inmune, que

a su vez puede contribuir a la progresion de la enfermedad en estos pacientes pediatricos.

2.3. La Tuberculosis como enfermedad oportunista en la infeccion por el VIH
2.3.1.Epidemiologia actual de la Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo Mycobacterium
tuberculosis. Afecta principalmente a los pulmones (TB pulmonar) pero también puede afectar a
otros tejidos (TB extrapulmonar). La enfermedad se propaga en el aire cuando personas enfermas
con TB pulmonar expulsa bacterias, por ejemplo, tosiendo. En general, una pequefa proporcion de
personas infectadas desarrollard la enfermedad, sin embargo, las probabilidades de desarrollar TB
es mucha mayor en aquellas personas infectadas por el VIH (Andersen y Doherty, 2005; WHO,

2011).

El impacto de la TB puede ser medido en términos de incidencia (definido como el numero
de nuevos casos de TB derivados en un periodo dado, usualmente un afo), prevalencia (definido
como el numero de casos de TB en un tiempo determinado) y mortalidad (definido como el numero

de muertes causadas por TB en un periodo de tiempo, usualmente un afo) (WHO, 2011).
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Sin tratamiento, la tasa de mortalidad es alta por esta infeccion bacteriana. El uso de una
combinacion de drogas desarrolladas en las décadas de 1940 y 1950, puede dramaticamente
reducir la tasa de mortalidad. En ensayos clinicos, se ha documentado una tasa de curacion cercana
al 90%. Sin embargo, la TB sigue siendo uno de los mayores problemas de salud mundial. En 2010,
se estimé en promedio 8,8 millones de casos incidentes de TB, 12 millones de casos prevalentes y
1,4 millones de muertes (Incluyendo muertes en personas infectadas por el VIH). Se destaca que la
TB es la segunda causa de muerte debido a un agente infeccioso a nivel mundial (Solo por detrds de

la infeccién por el VIH) (WHO, 2011).

La tasa de incidencia global decayd levemente entre 1990 hasta 1997, y luego incremento
alrededor del 2001, ya que el nimero de casos de TB en Africa aumenté con la epidemia del VIH.
Desde 2002, la tasa de incidencia comenzd a decaer alrededor del 1,3% por afio y esta tendencia se
mantiene. El nimero absoluto de incidencia también comenzd a decaer lentamente desde 2006,
cuando la disminucion en la tasa comenzd a exceder a la tasa de crecimiento de la poblacion

mundial (WHO, 2011).

Como se ha descrito previamente, existe un estimado de 12 millones de casos prevalentes,
esto es equivalente a 178 casos por 100.000 habitantes. Por ultimo, se reporté para el afio 2010 1,4
millones de muerte, de los cuales 1,1 millones corresponden a personas no infectadas por el VIH y
0,4 personas infectadas por el virus. Sin embargo, la tasa de mortalidad ha ido disminuyendo

rapidamente, con un promedio de 8,6% por afo entre 1990 y 2010 (WHO, 2010).

Desde 2004, Venezuela esté clasificada en el grupo de los paises de la Region de las
Américas con mediana carga de TB. Las tasas de incidencia se han mantenido estables desde 1993,
sin embargo, entre el 2005 hasta el 2010 se observé una disminucion, desde 25,8 por 100.000

habitantes hasta 21,9 por 100.000 habitantes. Los casos nuevos de TB en pacientes con VIH/SIDA

29



pasaron de 398 a 476 en el periodo 2010-2011, es decir, aumentd un 19,59%. Por ultimo, La tasa de
mortalidad de TB en el quinquenio 1999-2005 fue de 2,8 y en 2009 alcanzé 1,94 por 100.000

habitantes (RSCMV, 2011; WHO, 2011).

2.3.2.Inmunologia de la Tuberculosis

La infeccion por Mycobacterium tuberculosis usualmente no conlleva a que se desarrolle la
enfermedad. El sistema inmunoldgico genera una respuesta que es capaz de contener al patégeno,
pero no lo elimina. Solo en un pequefio porcentaje se desarrolla la enfermedad, probablemente
debido a la falta de una respuesta inmune eficiente. En la mayoria de los casos, la infeccion es
asintomatica y la latencia clinica se extiende en el mayor de los casos durante la vida del individuo.
Sin embargo, la reactivacion de la infeccion latente puede ocurrir en respuesta a perturbaciones en
el sistema inmunoldgico, por ejemplo, la inmunodeficiencia causada por la infeccion con el VIH

(Flynn y Chan, 2001).

Mycobacterium tuberculosis persiste en los macréfagos dentro de un granuloma en los
oérganos del individuo infectado. Un granuloma consiste de macréfagos y células gigantes, células T
y B, y fibroblastos. En la infeccion latente, el estado de la bacteria dentro de los granulomas es
desconocido. El organismo puede encontrarse en un estado no replicativo, como también puede que
se esté replicando activamente pero el sistema inmune lo destruye, o puede encontrarse
metabdlicamente alterado con ciclos replicativos limitados. Sin embargo, alteraciones en el sistema
inmune puede reactivarla, con necrosis y dafios en los tejidos pulmonares (Flynn y Chan, 2001;

Lewinsohn y col., 2004).

Los macrofagos son las primeras células que sirven como hospedadoras de M. tuberculosis,

estas son infectadas por las bacterias que logran pasar a través del tracto respiratorio hacia los
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alveolos terminales. Macrofagos activados inhiben el crecimiento intracelular de M. tuberculosis a
través de diversos mecanismos, los cuales todavia falta por conocer. En ratones como en humanos,
la produccion del oxido nitrico es critico para el control de la infeccion por esta bacteria (Rook y
Hernandez-Pando, 1996; Flynn y Chan, 2001). Se ha descrito ademas que los macréfagos pueden
sufrir apoptosis cuando son infectados por la bacteria, siendo este otro mecanismo de proteccion en
el individuo infectado (Molloy y col., 1994, Flynn y Chan, 2001; Lewinsohn y col., 2004), y los
macrofagos producen citocinas que pueden promover la compartamentalizacion de la TB ya sea de
forma directa o indirecta. Estas incluyen IFN-y, el TNF-a, también secretado por células T, e
Interleuquina 12 (IL-12) e Interleuquina 18 (IL-18) también secretado por células dendriticas (Flynn'y

Chan, 2001).

Sin embargo, también se ha reportado que M. tuberculosis ha desarrollado mecanismos de
evasion de esta repuesta. Uno de esos importantes mecanismos reside en inhibir la maduracion y
acidificacion de los endosomas que contienen las bacterias dentro de los macréfagos (Flynn y Chan,
2001). Ademas, la bacteria induce la produccién de citocinas inmunosupresoras, como el TGF-g, la
cual inhibe la respuesta anti-TB desactivando macrofagos y respuesta T especifica. EI TGF- inhibe
la produccidn in vitro de TNF-a e IL-12 en macrdfagos (Hirsch y col., 1994; Toossi y col., 1997; Flynn

y Chan, 2001).

Por otra parte, las células dendriticas (CD) también son importantes en el establecimiento
de una respuesta inmune contra M. tuberculosis. Las CD residentes en el tejido pulmonar, pueden
promover la diferenciacion de células T hacia una respuesta de tipo Th1 o Th2, a través de la
secrecion de IL-11 o IL-10 respectivamente. Estas células promueven principalmente una respuesta

de tipo Th2, sin embargo, la exposicion con patégenos inhalados induce la activacién y maduracion
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de las células dendriticas para la produccion de IL-12, induciendo una respuesta de tipo Th1 (Holt,

2000).

Evidencias clinicas y experimentales sugieren que la inmunidad mediada por células T es
esencial para controlar la infeccion por M tuberculosis. En humanos, condiciones clinicas donde la
respuesta mediada por células TCD4+ se encuentra comprometida, como en la infeccion por VIH,
incrementa dramaticamente el desarrollo de TB (Barnes y col., 1991; Diane y col., 1999). Numerosos
estudios indican que las células TCD4+ de individuos infectados producen IFN-y en respuesta a una
gran variedad de antigenos micobaterianos. La principal funcion efectora en linfocitos TCD4+ se cree
es la produccion de IFN-y y otras citocinas que puedan activar macréfagos, promoviendo el control
del patégeno. Numerosos trabajos han demostrado que las Células Mononucleares de Sangre
Periférica (CMSP) de adultos infectados, secretan IFN-y en condiciones in vitro (Cooper y col., 1993;
Flynn'y col., 1993; Hirsch y col., 1999). Por otra parte, se ha demostrado que la respuesta de Th2 no
es capaz de controlar la infeccion, y se le ha asociado a la progresion de la enfermedad con este tipo

de respuesta celular (Flynn y Chan, 2001).

Los nifios de edades tempranas que son infectados por M. tuberculosis poseen un mayor
riesgo de desarrollar TB en comparacion a nifios mayores y adultos. Sin tratamiento, la mayoria de
los niflos menores a un afo mueren por TB. La manifestacion de la TB varia dramaticamente con la
edad. Los nifos inmunocompetentes menores a dos anos son los que poseen la mayor probabilidad
de desarrollar TB y la probabilidad aumenta si se encuentra infectado por el VIH. Esta mayor
susceptibilidad se debe principalmente a que estos nifios se encuentran en un proceso de
maduracion y desarrollo del sistema inmunoldgico, lo que los hace mas susceptibles a las

enfermedades (Lewinsohn y col., 2004).
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Se ha demostrado que en nifios infectados por M. tuberculosis, la quimiotaxis de monocitos
se encuentra disminuida con respecto a los adultos y solo se normaliza hasta alcanzar los 6 anos de
edad. Los neonatos poseen una reducida capacidad de producir IFN-y y TNF-a, por parte de células
T y macréfagos. Ademas la estimulacién antigénica in vitro promueve una respuesta Th2. Estos
resultados podrian explicar porque estos nifios infectados son mas susceptibles a desarrollar TB

(Lewinsohn y col., 2004).

2.3.3. Lavacuna BCG

El incremento en la prevalencia de la infeccion por VIH en nifios, asociados con
inmunodeficiencias, ha llevado a la preocupacion en la eficacia y complicaciones de la inmunizacion
en estos nifos (Ninane, col., 1988). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda que la
vacuna BCG sea administrada a todos los infantes asintomaticos, independientemente que haya

sido expuesto al VIH (Hesseling y col., 2007).

La BCG es una vacuna viva y atenuada de Mycobacterium bovis, es la Unica vacuna
disponible actualmente contra la Tuberculosis y hoy en dia, mas de 3 millones de personas han
recibido la vacuna, convirtiéndola en la vacuna con mayor uso a nivel mundial. Esta vacuna se
origind por el continuo pasaje in vitro de una cepa virulenta a comienzos del siglo pasado, este

proceso se realizd por 13 afios consecutivos (Andersen y Doherty, 2005).

Debido a la gran demanda a nivel mundial de la vacuna, la cepa inicial fue ampliamente
distribuida a diversos laboratorios a nivel mundial. Esta diseminacion y produccién local se dio antes
de emplearse protocolos de estandarizacion efectiva, por lo tanto, muchas cepas locales de BCG
fueron establecidas con diferencias genéticas y en la composicion antigénica (Oettinger y col., 1999).

Por lo tanto, BCG posee una eficacia relativa variando entre 0% hasta 80% para prevenir la forma
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diseminada de la enfermedad, sin embargo, posee un bajo efecto en prevenir la forma pulmonar de
la TB (Andersen y Doherty, 2005; Trunz y col., 2006). No existe una evidencia clara que la BCG
protege a los nifios infectados con VIH de estas formas de la enfermedad, incluso puede ocasionar
una enfermedad conocida como BCGitis ocasionando una gran morbilidad en estos nifios (Hesseling

y col., 2005; Mansoor y col., 2009).

Los determinantes para el establecimiento de una respuesta inmune eficaz contra TB
inducida por la vacunacion no estan dilucidados completamente, aunque, la respuesta de tipo Th1,
caracterizada por la produccion de IFN-y, TNF-a e IL-2, se cree es esencial. Se ha demostrado que
en nifos sanos, la BCG induce la proliferacion de poblaciones de linfocitos TCD4+ y TCD8+ que
producen las citocinas antes mencionadas, lo que es considerado como un indicador en la calidad
de la respuesta inmune (Soares y col., 2008). Al contrario, se ha observado que en nifios infectados
por el virus, la produccion de estas citocinas es mucho menor (Mansoor y col., 2009). Kampmann y
colaboradores (2006) demostraron que en nifios infectados por el VIH pero que recibieron el TAAE,

la produccién in vitro de citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-10, sigue siendo mucho menor.

Por ultimo, La base para una vacunacion exitosa reside en la capacidad del individuo para
generar memoria inmunoldgica. La memoria inmunoldgica es la habilidad del sistema inmune para
responder rapidamente frente a un patégeno, que ha sido previamente encontrado ya sea por una
infeccion o inmunizacion, como resultado se genera una expansion clonal de linfocitos antigeno-
especificos (Sprent y col., 1997). Las células de memoria pueden mantenerse por un largo periodo
de tiempo sin que haya estimulacién antigénica. Este mecanismo de mantenimiento de memoria
puede ser sujeto a destruccion por parte del VIH-1, ya que el virus infecta y destruye o altera
funcionalmente las células presentadoras de antigeno o diferentes poblaciones linfocitarias (Obaro y

col., 2004).
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Los pacientes infectados por el VIH poseen una mayor probabilidad de desarrollar
infecciones oportunistas. En este orden de ideas, poco se conoce si la vacunacién con BCG protege
a los nifios VIH+ contra la infeccion por Mycobacterium tuberculosis, algunas evidencias indican que
esta vacunaciéon es menos eficiente en estos pacientes pediatricos. Tampoco se conoce si la
administracion del TAAE promueve una mayor proteccion frente a Mycobacterium tuberculosis a
través de una buena respuesta inmune contra la vacuna BCG. Es por ello que decidimos estudiar si
la administracién durante 22 meses del TAAE tiene algun impacto sobre el establecimiento de la
respuesta inmune contra la vacuna BCG vy el posible papel de los linfocitos T reguladores en el

mismo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos General

Analizar el posible papel de los linfocitos T reguladores en el establecimiento de la respuesta

inmune mediada por linfocitos TCD4+ contra BCG en nifios VIH* bajo administracion durante 122

meses del Tratamiento Antirretroviral de Alta Eficiencia y en nifos sanos.

3.2. Objetivos Especificos

1.

Medir las subpoblaciones celulares de linfocitos TCD4+ y TCD8+ (totales, virgen y
memotia).

Medir la expresion ex vivo de receptores de muerte celular Fas (CD95) y PD-1
(CD279), como también el receptor de supervivencia celular CD127 (IL-7Ra) en los
linfocitos TCD4+ (totales, virgen y memoria).

Determinar la frecuencia de apoptosis en linfocitos TCD4+ totales.

Medir la cantidad de linfocitos T reguladores en sangre periférica.

Purificar células Treg humanas mediante el uso de perlas y columnas magnéticas,
utilizando la discriminacién fenotipica CD4+CD25NshCD127'ow,

Medir la linfoproliferacion celular in vitro de Células Mononucleares de Sangre
Periférica (CMSP) en presencia 0 ausencia de linfocitos Treg, bajo estimulacion del
mitégeno PHA (Fitohematoglutinina), de la vacuna BCG y la proteina viral Gag.

Medir la produccion in vitro de IFN-y intracelular de linfocitos TCD4+ bajo las
condiciones previamente mencionadas.

Medir la produccién in vitro de citocinas Th1 (IL-2, TNF-a e IFN-y) y Th2 (IL-4, IL-6 e

IL-10) a partir de plasma y sobrenadantes de cultivos de CMSP durante 72 horas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Grupo de estudio

En el estudio, se incluyeron nifos sanos e infectados con el VIH, referidos por el Servicio de
Enfermedades Infecciosas del Hospital “J.M. de los Rios” (Caracas), aprobado por el comité de
Bioética del Hospital, y cuyos padres aceptaron de forma voluntaria el estudio y dieron su
consentimiento por escrito (Véase apartado Anexos). Las edades de los nifios participantes
oscilaban entre 0 y 2 afos de edad. Se incluyeron a nifios infectados con el VIH por transmision
vertical, es decir, contagio por la madre que suele ocurrir durante el parto, los pacientes no debieron
ser tratados previamente con antirretrovirales, no haber presentado sintomatologia de TB activa y
debieron ser vacunados con BCG. El estudio se realizd durante 22 meses y se incluyeron 8 nifios

sanos Yy 6 nifios VIH+, sin embargo 4 de ellos concluyeron el estudio.

La muestras de sangre de los pacientes para la realizacion de los ensayos ex vivo e in vitro
fueron tomadas inicialmente antes de comenzar el tratamiento con antirretrovirales, seguido por una
segunda toma al segundo mes del tratamiento. Se ha demostrado que los nifios VIH* sin
tratamiento, progresan mas rapido a la fase SIDA de la enfermedad, sin embargo, estos pacientes
también responden mas rapido al tratamiento (Resino y col., 2004). Se espera que en los nifios que
responden bien a los antirretrovirales, disminuya su carga viral en 10 unidades (ejemplo: de 500.000
copias ARN/mL a 50.000 copias ARN/mL) (Panel on Antiretroviral Therapy and Medical Management
of HIV-Infected Children, 2012). Por lo tanto, los datos obtenidos durante este mes son de gran

importancia clinica.

Seguido al segundo mes, las tomas de muestras sanguineas se realizaron cada 4 meses

hasta cumplir los 22 meses del estudio.
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4.2. Cuantificacion ex vivo de subpoblaciones linfocitarias

La identificacion de las subpoblaciones celulares linfocitarias se realizé mediante citometria
de flujo, con el uso de una bateria de anticuerpos monoclonales asociados a fluorocromos (Becton
Dickinson, BD, USA) (ratén anti-CD3- humano PerCP, ratén anti-CD4 humano-APC 6 ratén anti-CD8
humano-APC, ratén anti-CD45RA humano-FITC, ratén anti-CD45RO humano-PE) y 50u L de sangre
total de pacientes y de nifios sanos. Brevemente, se incubaron los anticuerpos monoclonales con la
sangre durante 30 minutos en oscuridad a 4°C, para posteriormente agregarle 450 pL de solucion
de lisis (‘FACS Lysing Solution”, BD) e incubar durante 15 minutos. Este procedimiento se realizé
por duplicado. Después de lisar la sangre, se procedié a centrifugar (1000g) y resuspender en 300
uL de solucidon tampdn PBS. Finalmente se analizd y se cuantificaron las poblaciones celulares
mediante citometria de flujo (citometro de flujo BD FACSCalibur con software CellQuest), con una
adquisicién de 20.000 eventos. Los analisis fueron realizados a partir de los parametros de “foward
scatter” y “side scatter”, fijando la ventana en la poblacion que agrupaba a los linfocitos T vivos, los

cuales fueron marcados con el anticuerpo monoclonal especifico para CD3.

4.3. Medicion ex vivo del receptor de muerte celular Fas (CD95)

La molécula FAS (CD95) es uno de los factores inductores de apoptosis celular, cuyo papel
en la inmunopatologia causada por la infeccion con el VIH es de gran importancia. Es uno de los
responsables de la induccién de la apoptosis masiva en los linfocitos que ocurre en esta infeccion.
Se determind la expresion ex vivo de la molécula CD95 en la superficie de diferentes subpoblaciones
linfocitarias mediante el marcaje selectivo de esta molécula por un anticuerpo raton anti-CD95
humano conjugado con FITC (BD) y con una serie de anticuerpos (ratén anti-CD3 humano-PerCP,

ratén anti-CD4 humano-APC, raton anti-CD45R0O humano-PE). Se incubd 50 pL de sangre periférica
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con estos anticuerpos por 30 minutos en oscuridad a 4°C, se lavaron las células y se lisaron los
glébulos rojos utilizando una solucién de lisis (350uL) (‘FACS Lysing Solution” de BD) por 15
minutos. Este procedimiento se realizé por duplicado. Posteriormente, las células fueron lavadas una
vez mas (1000g durante 5 minutos) y se resuspendieron en 300uL de PBS, siendo entonces

analizadas en el citémetro de flujo.

4.4. Determinacion de la expresion ex vivo de la molécula PD-1 (CD279) en linfocitos
TCD4+
PD-1 es una proteina transmembrana que es expresada induciblemente en células T.
Recientes trabajos han demostrado que este receptor disminuye la respuesta inmunoldgica y se ha
observado una mayor expresion de esta molécula en las células T de personas infectadas por el
VIH. Por lo tanto, nos propusimos estudiar si la administracion del TAAE altera la expresion ex vivo
de estas moléculas de superficie en los linfocitos TCD4+ de nifios VIH+. Para ello, se procedié a
incubar 50p L de sangre periférica con anticuerpos monoclonales especificos contra PD-1 (raton anti-
PD-1 humano-PE) (BD) y una bateria de anticuerpos monoclonales (raton anti-CD3 humano-PerCP,
raton anti-CD4 humano-APC, ratén anti-CD45RA humano-FITC), durante 30 minutos a 4°C y en
oscuridad. Seguido se procedio a lisar los glébulos rojos utilizando solucion de lisis (‘FACS Lysing
Solution”, BD) por 15 minutos. Por ultimo, se lavaron las células y se resuspendio en 300uL de PBS

para su posterior adquisicion por citometria de flujo.
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4.5. Medicion de la expresion ex vivo de IL-7Ra (CD127) en linfocitos TCD4+

Se ha demostrado que la citocina IL-7 es un factor importante en la supervivencia de los
linfocitos T, especialmente en células de memoria. Sus efectos dependen de la expresion de su
receptor. En este Trabajo Especial de Grado nos propusimos medir la expresion de una subunidad
del receptor de la IL-7, la subunidad alfa, denominada como CD127 o IL-7Ra. Esto con el objetivo
principal de estudiar si la expresion del receptor esta alterada en las células TCD4+ de los pacientes
pediatricos VIH+, y si la administracion del TAAE modifica la expresion de este receptor en el tiempo.
Para ello se cuantificd la expresion ex vivo de esta molécula CD127 en la superficie de linfocitos
TCD4+ totales y en las subpoblaciones virgenes y memoria, esto mediante el marcaje selectivo de
esta molécula por un anticuerpo monoclonal ratén anti-CD127 humano conjugado con el fluorocromo
PE (BD) y con una serie de anticuerpos (raton anti-CD3 humano-PerCP, ratén anti-CD4 humano-
APC, ratén anti-CD45R0O humano-FITC). Se incubd 50pL de sangre con estos anticuerpos durante
30 minutos a 4°C y en oscuridad, se lavaron las células y se lisaron los gldbulos rojos mediante
solucion de lisis (“FACS Lysing Solution”, BD) por 15 minutos. Por ultimo, se realizd otro lavado y las

células fueron resuspendidas en 300y L de PBS.

4.6. Determinacion de la frecuencia ex vivo de apoptosis en linfocitos TCD4+
En las células normales la distribucion de los fosfolipidos de la membrana plasmatica es
asimétrica, la membrana interna contiene fosfolipidos anidnicos como la fosfatidilserina (PS), y la
externa fundamentalmente de fosfolipidos neutros. En una célula apoptética se produce una
traslocacion de los restos de PS de la membrana interna a la membrana externa, exponiendo de
esta manera los restos de PS al exterior. Esto ocurre en las primeras etapas de la apoptosis, en la

fase de apoptosis temprana, donde se mantiene la integridad de la membrana plasmatica.
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La Annexina-V es una proteina de unién a fosfolipidos dependiente de calcio, la cual tiene
una gran afinidad de unién a los restos de PS. Por lo tanto, la Annexina-V puede unirse a los restos
de PS de las células apotéticas al ser estos accesibles por estar en el exterior. De esta manera se

puede discriminar entre células apoptéticas y células normales (van Engeland y col., 1998)

Para llevar a cabo el ensayo se empled un kit comercial de BD Biosciences., el cual nos
permitio la cuantificacion del porcentaje de células TCD4+ (totales) en sangre periférica. El kit
contiene el reactivo Annexina-V asociado al florocromo FITC, yoduro de propidio y una solucién
amortiguadora (Buffer de unién) que permite que las células posean una concentracion de calcio
optima que facilite la interaccion entre residuos de PS con la molécula Annexina-V. El yoduro de
propidio es capaz, por si mismo de emitir fluorescencia que es detectable por el citdmetro de flujo
(detector para PE). Gracias a su capacidad de fijarse al ADN celular, el yoduro de propidio se
emplea para identificar las células necréticas, las cuales exponen su ADN al perder integridad de la
membrana plasmatica. Las células apoptéticas bajo ésta metodologia manifiestan un fenotipo

constituido por: marcaje positivo para Annexina-V y un marcaje negativo para yoduro de propidio.

En este sentido, se incubd 50 pL de sangre periférica sin diluir, con anticuerpos (ratén anti-
CD3 humano-PerCP, ratén anti-CD4 humano-APC) y reactivos Annexina-V y yoduro de propidio en
buffer de unién por 30 minutos a 4°C y en oscuridad. Luego se lisé dos veces los globulos rojos con
450p L de solucion de lisis (“FACS Lysing Solution”, BD) por 15 minutos. Por ultimo, se procedi6 a

lavar las células y se resuspendieron en 300u L de PBS para su adquisicion en el citometro.
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4.7. Medicion de la cantidad de linfocitos T reguladores ex vivo
Para conocer si la administracion del Tratamiento Antirretroviral de Alta Eficiencia genera
algun efecto sobre la cantidad de linfocitos Treg totales en sangre periférica, se procedié a su
medicion ex vivo. Los linfocitos Treg son células cuyo fenotipo es CD4+CD25high (en alta densidad),
ademas de expresar el factor de transcripcion FoxP3. Sin embargo, recientemente se demostré que
los linfocitos Treg expresan en una menor proporcion el receptor alfa de la IL-7 (CD127) (Seddiki y

col., 2006).

En este sentido, se incubd inicialmente 50uL de sangre periférica con anticuerpos
monoclonales (raton anti-CD3 humano-PerCP, ratén anti-CD4 humano-APC, ratén anti-CD127
humano-PE y ratén anti-CD25 humano-FITC) por 30 minutos a 4°C y en oscuridad. Posteriormente
se lisd dos veces los glébulos rojos con solucion de lisis (“FACS Lysing Solution”, BD) y se

resuspendio la mezcla celular en 300p L de PBS para su adquisicién en el citémetro.

4.8. Purificacion de linfocitos T reguladores de sangre periférica

Las Células Mononucleares de Sangre Periférica (CMSP) de nifios sanos y pacientes fueron
purificadas mediante la técnica de centrifugacion en gradiente de densidad. Para llevarlo a cabo
empleamos Histopaque 1077 (Sigma) para generar un gradiente de densidad que permitié el
aislamiento de CMSP. La centrifugacion se realizd por un tiempo de 30 minutos y a una velocidad de
500g. Como resultado se generd una capa de ceélulas, por encima de la capa de eritrocitos-
granulocitos y por debajo del plasma sanguineo, la cual contendria las CMSP. Estas fueron lavadas
dos veces con PBS y contadas en el ultimo lavado en una camara de Neubauer en presencia de
azul de tripano (“Trypan Blue®) (Sigma), siendo entonces cuantificadas tomando en cuenta su

viabilidad. El azul de tripano es un colorante anionico grande del grupo de los colorantes azéicos.
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Este método se basa en el principio de que las células son muy selectivas a los compuestos que
pueden pasar a través de sus membranas, en una célula viable, el azul de tripano no es absorbido;
sin embargo, si atraviesa la membrana de aquellas células muertas (no viables) (Altman y col.,
1993). Previamente una alicuota de 1 mL de plasma sanguineo fue almacenada a -80°C para la

posterior determinacion de citocinas Th1/Th2 (Véase apartado 4.12 de materiales y métodos).

Nosotros  purificamos los linfocitos  Treg naturales utilizando el fenotipo
CD4+CD25nghCD127"w, con el uso de columnas con microperlas magnéticas, y anticuerpos
asociados a microperlas magnéticas (MACS Miltenyi Biotec). La tecnologia MACS para la
separacion a través de columnas, esta basada en el uso de microperlas MACS, columnas MACS y
separadores MACS. Como las microperlas son extremadamente pequefias, un gran campo
magnético es requerido para retener las células marcadas. Las columnas MACS contienen una
matriz dptima para generar este campo magnético cuando se coloca en un iman permanente como

el separador MidiMACS (Miltenyi y col., 1990).

En este sentido, la purificacion de linfocitos Treg se realizd en dos etapas. La primera la cual
consiste en la seleccién negativa de células TCD4+CD127% y una segunda etapa de seleccion
positiva de una fraccion de células TCD4+CD25""CD127'ow. Para ello, a partir de las CMSP
previamente purificadas, se lavaron y resuspendieron en 40uL de solucion amortiguadora
(PBS+5%SBF+EDTA), para luego incubar con 10 pL de anticuerpos biotinilado (anti-CD8, CD19,
CD123 y CD127), durante 30 minutos a 4°C. Seguido se lavaron las células y se incubaron con
anticuerpos anti-biotina con microperlas magnéticas (10pL). Por ultimo se realiz6 un lavado y
resuspendio la mezcla celular en 500p L de solucién amortiguadora para la separacion por la primera
columna. En esta columna se obtuvieron dos fracciones: por seleccion positiva CMSP con alta

expresion de CD127 (F2), y por seleccion negativa linfocitos TCD4+CD127'ow (F1).
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La fraccion F1 fue lavada y se incubaron con anticuerpos con microperlas magnéticas anti-
CD25 (10uL) durante 30 minutos a 4°C. Se centrifugaron las células y se resuspendieron en 500u L
de buffer para la separacion por la segunda columna. En este procedimiento se obtuvo por seleccion
positiva la fraccion de linfocitos Treg (CD4+CD25hehCD127'ow) (Treg+ naturales) y seleccion negativa
de linfocitos Treg-. Para comprobar el proceso de purificacion de los linfocitos Treg, se realizd la
determinacion del fenotipo de cada una de las fracciones obtenidas, las cuales fueron: CMSP, F1,
F2, Treg+y Treg-. Para ello, 50uL de cada fraccion se incubd con una bateria de anticuerpos (raton
anti-CD3 humano-PerCP, ratén anti-CD4 humano-APC, ratén anti-CD25 humano-FITC y ratén anti-

CD127 humano-PE), las cuales fueron analizadas por citometria de flujo.

4.9. Cultivo de CMSP y linfocitos T reguladores
El cultivo celular nos permitié evaluar in vitro algunos parametros funcionales de linfocitos
TCD4+ en respuesta al desafio con una mezcla de antigenos y mitdgenos. Como quisimos estudiar
el posible papel de los linfocitos Treg en el establecimiento de la respuesta inmune in vitro, el cultivo
se realizé bajo dos condiciones: cultivos de CMSP sin células Treg autélogas (100.000 CMSP por
pozo), y cultivos de CMSP con linfocitos Treg (100.000 CMSP mas 5.000 Treg por pozo).
Conociendo que los linfocitos Treg constituyen cerca del 5% del total de linfocitos T, quisimos

mantener esta proporcion en nuestras condiciones in vitro.

Por otra parte, las condiciones de estimulacion en el cultivo incluyé la vacuna BCG
(10pug/mL) (Instituto Pasteur, donado por el Hospital J.M. de los Rios) y péptidos virales Gag
(1yg/mL) (Sigma). Ademas las células en cultivo fueron estimuladas con PHA (Sigma) (5u ¢/mL en
concentracion final), el cual es una lectina extraible del guisante comun (Phaseolus vulgaris) y posee

actividad mitogénica preferentemente de linfocitos T, por lo que estimula su proliferacion inespecifica
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(policlonal) (Chilson y Kelly-Chilson, 1989) y nos sirvié como control positivo. El control negativo se
caracterizd por el cultivo de células en ausencia de estimulo. EI medio de cultivo que se utilizé es de
la marca comercial RPMI-1640 (Gibco), el mismo fue suplementado con: suero fetal bovino (10%)
(Gibco), 1% buffer Hepes 1M (Gibco), 1% de piruvato de sodio (Sigma), 2% aminoacidos esenciales
(Gibco), 1% Glutamina 200 mM (Gibco), 1% Penicilina 1x104 U/mL (Gibco). El cultivo se realizé por
72 horas, a 5,5% de CO2 y a 37°C. Después de las 72 horas, se procedié a la obtencion de
sobrenadantes en el cultivo, y fueron almacenados a -80°C para la posterior determinacion de

citocinas Th1/Th2 (Véase apartado 4.12 de materiales y métodos).

4.10. Determinacion de la proliferacion celular in vitro de linfocitos TCD4+

La determinacion de la proliferacion celular de linfocitos TCD4+, bajo las diferentes
condiciones de estimulacion se efectud a las 72 horas de cultivo. En este sentido, el inicio de este
protocolo experimental contempld una incubacion de las CMSP con bromodeoxiuridina (BrdU,
Sigma) a una concentracion final de 10uM durante 5 horas a 37°C. Durante este tiempo las células
que se encontraban en la fase S del ciclo celular tuvieron la posibilidad de incorporar BrdU al interior
y utilizarlo en lugar de timidina como deoxinucledtido en la sintesis de ADN (Sanders y col., 1993).
La técnica implicara ademas el uso por 15 minutos de paraformaldehido al 4% en PBS a 4°C. Se
lavaron las celular y luego por otros 15 minutos se procedid a permeabilizar las mismas con
saponina al 5% en PBS con suero bovino fetal. La permeabilizacién permitira el ingreso hacia el
interior celular de anticuerpos monoclonales ratén anti-BrdU-FITC (conjugado con una DNasa), raton
anti-CD3 humano-PerCP y ratén anti-CD4 humano-APC. La incubacion se realizd durante 30

minutos en oscuridad y a 4°C, para luego cuantificar el porcentaje de células T en el cultivo que
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proliferaron en respuesta a estimulacion PHA, BCG y Gag, bajo las dos condiciones previamente

descritas (cultivo sin Treg y con Treg) por citometria de flujo.

4.11. Medicion in vitro de IFN-y intracelular de células TCD4+

Para la cuantificacion de la produccion intracelular de IFN-y se procedié después de las 72
horas del cultivo de células a incubar con Brefeldina (inhibidor de la exocitosis celular) (Sigma) por 5
horas a 37°C. Luego las células fueron lavadas y recolectadas en tubos citdmetros para
resuspenderlas en 4% de paraformaldehido en PBS durante 15 minutos a 4°C. Se lavaron las
células y sequido fueron permeabilizadas con saponina al 5% en PBS con suero bovino fetal por 15
minutos. Después fueron incubadas las células con una serie de anticuerpos (ratdon anti-CD3
humano-PerCP, ratén anti-CD4 humano-APC, raton anti-IFN-y humano-PE). Transcurrido los 30
minutos de incubacion en oscuridad y a 4°C, se procedié a lavar las células y resuspenderlas en

300p L de PBS para su posterior andlisis por citometria de flujo.

412, Determinacion in vitro de citocinas Th1 y Th2 de plasma y sobrenadantes de
CMSP en cultivo

A partir de plasma y sobrenadantes de cultivo de CMSP durante 72 horas (en presencia o

ausencia de linfocitos Treg autdlogos y bajo diferentes condiciones de estimulacion antigénica), se

realizd la cuantificacién simultanea de varias citocinas Th1 (IL-2, TNF-a e IFN-y) y Th2 (IL-4, IL-6 e

IL-10) por la técnica de citometria de flujo, segun las instrucciones de un estuche comercial (‘CBA

Cytometric Bead Array” de Becton Dickinson, San Diego, C.A.). El protocolo incluye la utilizacién de

una poblacion de 6 perlas, las cuales estan unidas con anticuerpos especificos para las citocinas

46



antes mencionadas. Cada perla ademas esta unida a fluorocromo que emite fluorescencia, variable
de intensidad, segun la citocina Th1/Th2 de reconocimiento para la cual fue disefiada. La incubacion
con un segundo anticuerpo, cuya fluorescencia se detectara en un canal distinto del citémetro, nos
arrojo una medida de la concentracion de cada citocina de la muestra. Para ello el “Kit” incluia
reactivos estandares para la elaboracion de curvas de calibracién que permitio la realizacién de los

calculos.

4.13. Analisis estadistico
El andlisis de los datos se llevd a cabo mediante el uso del programa SigmaStat para
Windows. Se efectud la comparacion de los promedios encontrados entre el grupo de nifios sanos y
pacientes, como también entre cada uno de los dias del tratamiento, por medio de la prueba ANOVA
(Analisis de Varianza), para aquellos datos que se distribuyeron en forma normal. Para aquellos
casos que no superaron la prueba de normalidad, la comparacion entre grupos se llevé a cabo
aplicando la prueba de Kruskal-Wallis. Las pruebas se consideraron estadisticamente significativas

cuando los valores de p fueron menores a 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Descripcion del grupo de estudio

La seleccion de los nifios, que fueron incluidos en el estudio, estuvo a cargo del servicio de

Infectologia del Hospital J.M. de los Rios, el cual esta dirigido por el Doctor Juan Félix Garcia

conjuntamente con las Doctoras Luigina Siciliano, Maria Graciela Lépez y médicos residentes,

quienes se encargaron del seguimiento clinico y del manejo de las historias de los pacientes

infectados, de la prueba confirmatoria a VIH-1, de la determinacién de la via de transmision del virus,

de la administracion de la triterapia y la extraccion de las muestras de sangre de todos los individuos

(Ver tabla 1).

Tabla1. Caracterizacion de nifios sanos y nifios VIH+ incluidos en el estudio.

PACIENTES (ID-CODIGO) GRUPO SEXO EDAD
C1-AIEE CONTROL F 3 ANOS
C1-DV CONTROL M 1 ANO
C1-MH CONTROL M 1 ANO
C1-MA CONTROL M 2 MESES
C1-GC CONTROL M 8 MESES
C1-SARM CONTROL F 1 ANO
C1-MVMN1 CONTROL F 2 ANOS
C1-MVMN2 CONTROL F 2 ANOS
YOPL VIH+ M 1 ANO Y 6 MESES
DSSQ VIH+ F 1 ANO Y 3 MESES
AVMA VIH+ F 8 MESES
SG VIH+ M 5 MESES
ER VIH+ F 6 MESES
DT VIH+ M 6 MESES

En la tabla se especifica el grupo en el que fueron clasificados los nifios, identificados por un cédigo que

mantiene la confidencialidad, asi como su sexo y edad de ingreso en el estudio.
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5.2. Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica de pacientes pediatricos infectados

por el VIH.

Al examinar los porcentajes y valores absolutos de las distintas subpoblaciones linfocitarias
de los sujetos estudiados, encontramos que la infeccidn por VIH en nifios origina cambios drasticos
en las cantidades sanguineas de las subpoblaciones de células TCD4+. Por otra parte, también se
encontrd que la administracion del Tratamiento Antirretroviral de Alta Eficiencia revierte estos

cambios en esta subpoblacion celular.

En la figura 3 podemos observar los citogramas correspondientes a un experimento tipico
(un nifio sano y un nifio con VIH). En la figura 3A podemos observar los parametros de dispersion,
donde el eje Y representa la dispersion lateral y en el eje X la dispersion frontal, dichos parametros
fueron utilizados para la identificacion de la poblacion de linfocitos totales en sangre periférica.
Seguido en la figura 3B, podemos observar la identificacion de la subpoblacion de linfocitos T
mediante el marcaje con anticuerpos anti-CD3-PerCP (eje X) y el parametro de dispersion lateral (eje
Y). La identificacién de la poblacion de linfocitos TCD4+ se muestra en la figura 3C, donde el eje Y
representa el marcaje con anticuerpos anti-CD4-APC vy el eje X las subpoblaciones de linfocitos
marcados positivamente con anticuerpos anti-CD3-PerCP. El procedimiento para la identificacién de
estas subpoblaciones fue similar para los demas ensayos ex vivo e in vitro. Podemos observar en
estos citogramas de un experimento tipico, que el porcentaje de linfocitos TCD4+ en un nifio VIH*
antes del TAAE (Figura 3D) es mucho menor en comparacion a un nifo sano (Figura 3C), sin
embargo, como se ve en la figura 3E, el porcentaje de células aumenta a medida que avanza el
tiempo de la triterapia. Por otra parte, se observa un efecto similar en el porcentaje de células TCD8+
totales, con la diferencia que los valores encontrados en el nifio sano es menor al observado en el

paciente pediatrico.
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Figura 3: Citogramas para la medicion de subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica. La
determinacion de las subpoblaciones linfocitarias se realizd mediante el uso de una bateria de anticuerpos
monoclonales (anti-CD3-perCP, anti-CD4-APC, anti-CD45R0-PE). Los porcentajes representan la cantidad
de linfocitos T en sangre periférica. (A) Poblacién de linfocitos totales, (B) subpoblacion de linfocitos T, (C)
Subpoblacion de linfocitos TCD4+ totales de un nifio sano, (D) Subpoblacién de linfocitos TCD4+ totales de un
nifio VIH* antes del TAAE y (E) Subpoblacién de linfocitos TCD4+ totales de un nifio VIH* durante 22 meses
del TAAE.

En la figura 4A se muestran los valores promedios de las cantidades de linfocitos T
provenientes de los niflos sanos y pacientes durante cada mes de tratamiento, donde se puede
observar como los pacientes pediatricos presentan una disminucion de los porcentajes de células
TCD4+ totales antes de la administracion del TAAE, sin embargo, estos valores aumentan a medida
que avanza el tiempo, observandose diferencias estadisticamente significativas en los meses 10, 14
y 22. En detalle, los porcentajes de linfocitos TCD4+ totales fueron (promedio + desviacion
estandar): grupo control= 46,83 + 12,21, pacientes pediatricos VIH+ antes del tratamiento (D0)=

9,20 + 4,32 (p<0,05 vs grupo control); durante el mes 2= 22,67 + 8,02; mes 6= 19,60 + 11,65; mes
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10= 33,00 + 6,16 (p<0,05 vs DO0), mes 14= 31,33 + 4,04 (p<0,05 vs DO) y en el mes 22 de
tratamiento= 28,75 + 11,79 (p<0,05 vs D0). Aunque los valores en los meses 10, 16 y 22 siguen
siendo menores a lo observado en nifios sanos, no se encuentran diferencias estadisticamente
significativas entre los pacientes y el grupo control. De igual manera se observa un aumento en los
valores absolutos de células TCD4+ (Figura 4B) en estos pacientes infectados. Los valores
(células/uL de sangre) obtenidos fueron: grupo control= 2104,67 + 1314,68; pacientes pediatricos
VIH+ antes del tratamiento (D0)= 441,80 + 346,43 (p<0,05 vs grupo control); en el mes 2= 1762,67
+ 401,28; mes 6= 1380,80 + 1398,88; mes 10: 1911,75 + 845,74 (p<0,05 vs DO); mes 14= 1526,67

+ 117,74 (p<0,05 vs DO) y mes 22= 1729,33 + 892,11 (p<0,05 vs DO).

En cuanto a la subpoblacién de células virgenes (CD4CD45RA*) (Figura 4C) pudimos
encontrar que la misma se encuentra disminuida con respecto a los nifios sanos (p<0,05), no
obstante, a partir del mes 2 tiende a aumentar, encontrandose diferencias estadisticas con respecto
al dia 0 a partir del mes 14, sin embargo, no alcanza niveles similares a los nifios sanos. Por otra
parte, al examinar los valores absolutos (Figura 4D), vemos que hay una reduccion importante de
estos en los pacientes pediatricos antes del tratamiento (p<0,05), y aumenta en el mes 2 (p<0,05 vs

Dia 0) manteniéndose en valores similares durante el tiempo de estudio.

Con respecto a la subpoblacién de células memoria (CD4CD45R0+) (Figura 4C), pudimos
observar un menor porcentaje de estas en comparacién a los nifios sanos (sin diferencias
estadisticas significativas), y tiende a aumentar a medida que avanza el tiempo del TAAE,
alcanzandose diferencias en el mes 22 con respecto el dia 0 y a los nifios sanos. Analizando los
valores absolutos (Figura 4D), se observa una tendencia similar: una menor cantidad de estas

células en los pacientes VIH+* (p<0,05 vs Control), y aumenta a medida que avanza el tratamiento
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alcanzando valores similares a los nifios sanos, con diferencias estadisticamente significativas con

respecto al dia 0 a partir del mes 10.

Asimismo, se cuantificaron las concentraciones sanguineas de las subpoblaciones de
linfocitos TCD8+ totales, virgenes y memoria, con la finalidad de estudiar los cambios que
experimentan estas importantes células en la infeccion por VIH en nifios, ampliando nuestro estudio.
En la figura 4A, se muestran los resultados obtenidos en porcentajes de linfocitos TCD8+ totales,
donde se observa un incremento de estas células en los pacientes pediatricos VIH+ antes y durante
el tratamiento con respecto a los nifios sanos, y con diferencias estadisticamente significativas en los
meses 10, 14 y 22 (p<0,05 vs Control). Los resultados fueron: grupo control= 13,25 + 4,77,
pacientes pediatricos VIH+ antes del tratamiento (D0)= 22,60 + 15,58; durante el mes 2= 14,00 +
2,65; mes 6= 18,40 + 12,42; mes 10= 26,33 + 7,51 (p<0,05 vs grupo control), mes 14= 23,33 + 5,03
(p<0,05 vs grupo control) y en el mes 22 de tratamiento= 30,00 + 1,00 (p<0,05 vs grupo control). En
cuanto a los valores absolutos (figura 4B), encontramos que el nimero de células TCD8+ en sangre
periférica es mayor en los pacientes VIH+ con respecto al grupo control (957,40 + 533,20 vs 705,79
+ 464,61) (sin diferencias estadisticamente significativas), asimismo, aumenta estos valores con el
tiempo, encontrandose al analizar estadisticamente, diferencias significativas en los meses 14 y 22

con respecto al grupo control y al dia 0.

En cuanto a la subpoblacion de células TCD8+ virgenes (CD8CD45RA+) (Figura 4E) se
encontraron valores similares entre los nifios sanos y los pacientes pediatricos VIH+ antes del TAAE,
y tiende a aumentar con el tiempo, alcanzando diferencias en el mes 22 con respecto al grupo
control (p<0,05). Asimismo, cuando analizamos los valores absolutos (Figura 4F), encontramos un

comportamiento muy parecido al antes descrito, con valores similares entre los ninos sanos y los
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pacientes pediatricos antes del tratamiento, y con tendencia a aumentar a medida que avanza el

tiempo del TAAE, encontrandose diferencias en el mes 22 con respecto a los nifios sanos

En la subpoblacion memoria (CD8CD45R0+) (Figura 4E), se evidencié un mayor porcentaje
de estas en nifios VIH+ antes de la triterapia con respecto a lo encontrado en nifios sanos (p<0,05),
sin embargo no se encontr¢ diferencias significativas con respecto al dia 0 y al grupo control. Por
ultimo, analizando los valores absolutos (Figura 4F) encontramos que se encuentran incrementados
en los pacientes antes del TAAE (p<0,05 vs Dia 0), sin embargo, se mantuvo en niveles similares

durante los demas meses del estudio (p<0,05 vs Dia 0).
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Figura 4: Medicion de subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica. En la figura se describe como cambian las subpoblaciones linfocitarias antes y
durante 22 meses de la administracion del TAAE en nifios con VIH. (A) Porcentaje de células TCD4+ y TCD8* totales, (B) Valores absolutos de células TCD4+y
TCD8+ totales, (C) porcentaje de células TCD4+CD45RA+ y TCD4+CD45R0+, (D) valores absolutos de células TCD4+CD45RA+ y TCD4+CD45R0O-, (E) porcentaje
de células TCD8+*CD45RA+ y TCD8+CD45R0+, (F) valores absolutos de células TCD8+CD45RA+ y TCD8+*CD45R0O+. Estos valores se determinaron a partir de 50
uL de sangre periférica de pacientes pediatricos y de nifios sanos, a través del uso de anticuerpos monoclonales (anti-CD3-PerCP, anti-CD4-APC, anti-CD8-APC,
anti-CD45RA-FITC y anti-CD45R0-PE). La adquisicion de los eventos fue de 20.000 eventos empleando el citémetro de flujo de cuatro detectores (FACScalibur).
Las barras representan los resultados expresados como promedio + desviacion estandar. Las diferencias de los promedios fueron analizados estadisticamente
mediante la prueba ANOVA para datos paramétricos y Kruskal-Wallis para los no paramétricos.
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5.3. Carga viral en los pacientes pediatricos VIH*.

La determinacion de la carga viral de todos los pacientes incluidos en el estudio se realiz6 en
el Instituto Nacional de Higiene, cuyos datos fueron suministrados al Servicio de Enfermedades
Infecciosas del Hospital J.M. de los Rios. En nuestro estudio encontramos que los pacientes antes
del tratamiento presentaron una carga viral con valores hasta 5 6rdenes de magnitud (<500.000
copias/mL de plasma), sin embargo, a medida que avanzé el tratamiento, se observd una

disminucion en la carga viral, alcanzando valores por debajo del rango de deteccion (>50 copias/mL

de plasma) (p<0,05).
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Figura 5: Carga viral de los pacientes pediatricos VIH*. Se determind y se representaron graficamente los
valores que presentaron los pacientes al momento en que fueron incluidos en nuestro estudio y durante el
tratamiento. Dichos valores se expresaron en la unidad: copias/ml de plasma. Las diferencias en los
promedios fueron comparados por el método ANOVA.
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5.4. Expresion ex vivo del receptor de muerte celular Fas (CD95) en linfocitos TCD4+ de

nifos VIH* y nifios sanos.

Se conoce que la expresion del receptor de muerte celular denominado Fas o CD95 cuando
se une a su ligando (Fas-L) es capaz de inducir la muerte celular por apoptosis. Este proceso esta
exacerbado en la infeccion por VIH y es debido a los efectos citopaticos directos o indirectos del

virus sobre los linfocitos TCD4+ (Westendorp y col., 1995 y Hosaka y col., 1998).

El estudio mediantes ensayos ex vivo de la expresion de este receptor en la superficie de los
linfocitos TCD4+, nos permitié obtener los siguientes resultados: En la figura 6 podemos observar
los histogramas correspondientes a un experimento tipico (un nifio sano y de un paciente antes y
después de 22 meses del TAAE). Podemos observar que antes del tratamiento hay una alta
expresion de Fas (10,8%) en las células TCD4+ totales de este nifio infectado por el VIH (Figura 6B)
cuando lo comparamos con un nifio sano (2,6%) (Figura 6A), sin embargo, a medida que avanza el
tiempo de la administracion del tratamiento y se alcanza los 22 meses, hay una disminucion
importante en la expresion ex vivo de este receptor (Figura 6C), alcanzando un valor incluso por
debajo de lo observado en un nifio sano (1,8%). Los resultados obtenidos por citometria de flujo se

procedieron a representarlos en la grafica de barras como se muestra en la figura 7.
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Figura 6: Determinacion de la expresion ex vivo de Fas (CD95) en linfocitos TCD4+. Determinacion de la
expresién de Fas en un experimento tipico. La determinacion de la expresion de Fas se realizd a través del
marcaje con anticuerpos monoclonales anti-CD3-PerCP, anti-CD4-APC, anti-CD95-FITC y anti-CD45RO-PE.
Los porcentajes representan las células que expresan en su superficie el receptor. (A) Expresion de Fas en
linfocitos TCD4+ totales de nifio sano. (B) Expresion de Fas en linfocitos TCD4+ de nifio VIH* antes de la
administracion del tratamiento. (C) Expresién de Fas en linfocitos TCD4+ de nifio VIH+ durante 22 meses de
tratamiento.

En la figura 7, se observa el porcentaje de linfocitos TCD4+ (totales, virgen y memoria) que
expresaron el receptor de muerte celular Fas en ambos grupos de estudio (pacientes y nifios sanos).
Encontramos que los pacientes antes de comenzar el tratamiento, expresaron en los linfocitos
TCD4+ totales un mayor porcentaje de Fas con respecto a los nifos sanos (p<0,05), sin embargo, a
medida que avanza el tiempo del tratamiento, se destaca una disminucion en la expresion de este
receptor, con diferencias en los meses 10, 14y 22 (p<0,05), alcanzando valores similares a los nifios
sanos. Al contrario, en la poblacion de células virgenes (CD4*CD45RA*) no se observo diferencias
significativas, sin embargo, la expresion de CD95 es mayor en los nifios antes del tratamiento con
respecto a los nifios sanos y a medida que avanza el tiempo de tratamiento, se observa un
comportamiento similar al antes descrito. Por ultimo, la poblacion memoria (CD4+CD45R0+) de los
nifios infectados por el VIH expresan el receptor Fas a niveles similares a las células de nifios sanos
y en un mayor porcentaje en comparacion a la subpoblacién virgen; pero observamos que existe una
tendencia muy marcada en disminuir la expresion de este receptor a medida que avanza el tiempo
de la administracion del TAAE, alcanzando diferencias significativas a partir del mes 10 del

tratamiento con respecto al grupo control y a los pacientes antes del tratamiento.
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Figura 7: Medicion de la expresion ex vivo de Fas (CD95) en linfocitos TCD4+. Se determinaron los
porcentajes de células marcadas positivamente al receptor de muerte celular CD95 en linfocitos TCD4+
totales, virgenes y memoria. Esto se realizé a partir de 50 pL de sangre periférica de pacientes pediatricos
VIH+ antes y durante 22 meses de la administracion del TAAE. Los linfocitos TCD4+ totales, virgen y memoria
que expresan el receptor CD95 fueron marcados con anticuerpos anti-CD3-PerCP, anti-CD4-APC, anti-
CD45R0-PE vy anti-Fas-FITC. Los andlisis se realizaron por citometria de flujo con adquisicién de 20.000
eventos. Los resultados se representan en barras que expresan el promedio + la desviacidn estandar. Las

diferencias en los promedios fueron comparados por el método estadistico ANOVA para datos paramétricos y
Kruskal-Wallis para los no paramétricos.

5.5. Expresion ex vivo de la molécula PD-1 (CD279) en linfocitos TCD4+ de nifios VIH* y

nifos sanos.

La molécula PD-1 es un miembro de la familia CD28 y es expresado induciblemente en
linfocitos T después de su activacion y se ha demostrado como un importante regulador negativo de
la respuesta inmune, inhibiendo funciones efectoras de linfocitos T e induciendo apoptosis en estas
células (Latchman y col., 2001). Se ha observado una sobreexpresion de la misma en linfocitos

TCD8+ de pacientes infectados con el VIH (Day y col., 2006), sin embargo, poco se conoce sobre su

59



papel en linfocitos TCD4+, por lo que quisimos medir la expresion del receptor en la superficie de

estas células.

En la figura 8, se muestran los histogramas de un experimento tipico para la determinacion
de la expresion ex vivo del receptor PD-1. Como se observa en la figura 8B la expresion ex vivo de
este receptor en los linfocitos TCD4+ totales de un nifio VIH+ antes de comenzar el tratamiento
(9,09%) es mayor a lo encontrado en un nifio sano (1,46%) (Figura 8A). Sin embargo, en el mes 22
de tratamiento, se pudo contabilizar un menor porcentaje de este receptor (3,78%) (Figura 8C). Los
resultados obtenidos por citometria de flujo fueron analizados y representados en la gréfica de

barras como se muestra en la figura 9.
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Figura 8: Determinacion de la expresion ex vivo de PD-1 (CD279) en linfocitos TCD4+. Determinacién de
la expresion de PD-1 en un experimento tipico. La determinacion de la expresion de PD-1 se realizd a través
del marcaje con anticuerpos monoclonales anti-CD3-PerCP, anti-CD4-APC, anti-CD45RA-FITC y anti-PD-1-
PE. Los porcentajes representan las células que presentan en su superficie el receptor. (A) Expresion de PD-
1 en linfocitos TCD4+ totales de un nifio sano. (B) Expresién de PD-1 en linfocitos TCD4+ de un nifio infectado
por el VIH antes de la administracién del TAAE. (C) Expresion de PD-1 en linfocitos TCD4+ de un nifio
infectado por el VIH durante 22 meses de la administracion del TAAE.

En la figura 9 se muestran los porcentajes en la expresion de PD-1 en los linfocitos TCD4+
totales, como también en las subpoblaciones virgenes (TCD4+CD45RA*) y memoria
(TCD4+CD45R0+). Encontramos que en aquellos nifos infectados con el VIH antes del tratamiento
(dia 0), hubo una mayor expresion de PD-1 en linfocitos TCD4+ totales cuando se compara con

nifios sanos (p<0,05). La expresion de este receptor se mantiene a densidades elevadas durante los
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meses 2y 6, sin embargo, tiende a disminuir a medida que avanza el tiempo de la administracion del
tratamiento hasta alcanzar el mes 22, donde no se observan diferencias significativas con respecto a
los nifios sanos. Asimismo, se observé un comportamiento similar a antes mencionado en las células
virgenes de estos pacientes; siendo la expresion de este receptor mucho mayor en los pacientes
antes del tratamiento que lo encontrado en nifios sanos (p<0,05), pero disminuye su densidad a
medida que avanza el tiempo del TAAE. Por ultimo, en la subpoblacion memoria podemos observar
que la expresién de PD-1 es similar entre los pacientes (antes del tratamiento) y los nifios sanos, sin
embargo, en el mes 22 se observan diferencias estadisticamente significativas en la expresion ex

vivo del receptor con respecto al dia 0 del estudio
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Figura 9: Medicion de la expresion ex vivo de PD-1 (CD279) en linfocitos TCD4*. Se determinaron los
porcentajes de linfocitos TCD4+ totales, virgen y memoria, que expresaron positivamente al receptor PD-1.
Esto se realizd a partir de 50 pL de sangre periférica de nifios sanos y pacientes pediatricos VIH+ antes y
durante 22 meses de la administracion del TAAE. Estas células fueron marcadas utilizando anticuerpos
monoclonales (anti-CD3-PerCP, anti-CD4-APC, anti-CD45RA-FITC y anti-PD-1-PE). Los analisis se realizaron
por citometria de flujo con adquisicion de 20.000 eventos. Las diferencias en los promedios fueron

comparados por el método estadistico ANOVA para datos paramétricos y Kruskal-Wallis para los no
paramétricos.
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5.6. Expresion ex vivo de la molécula CD127 (IL-7Ra) en linfocitos TCD4+ de nifos VIH*y

ninos sanos.

El estudio del receptor CD127 en estos ultimos afios ha tenido un gran auge. Esto debido a
que se ha podido demostrar que juega un papel importante en la sobrevivencia de linfocitos TCD4+y
TCD8+ (Bradley y col., 2005; Fry y Mackall, 2005; Zhang y col., 2009). El objetivo de estudiar este
receptor en nuestro grupo fue el de dilucidar la manera en que la infeccion por el VIH afecta su
expresion ex vivo, como también si la administracion del TAAE en estos pacientes induce cambios

en su expresion.

En la figura 10 se muestran los histogramas correspondientes a un experimento tipico para
la determinacién de la expresion ex vivo de CD127. Se observa como la expresion ex vivo de este
receptor es menor en el nifo infectado por el virus (82%) (Figura 10A), cuando lo comparamos con
un nifio sano (96%) (Figura 10B), sin embargo, a medida que avanza el tiempo de la administracion
hasta alcanzar los 22 meses, la densidad de esta molécula aumenta hasta alcanzar un valor similar
a los nifios sanos (93%) (Figura 10C). Los resultados obtenidos por citometria de flujo se

procedieron a representarlos en la grafica de barras como se muestra en la figura 11.
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Figura 10: Determinacion de la expresion ex vivo de CD127 (IL-7Ra) en linfocitos TCD4+. Determinacion
de la expresion de CD127 en un experimento tipico. La determinacion de la expresion de PD-1 se realizd a
través del marcaje con anticuerpos monoclonales anti-CD3-PerCP, anti-CD4-APC, anti-IL-7-PE y anti-
CD45RO-FITC. Los porcentajes representan las células que presentan en su superficie el receptor. (A)
Expresion de CD127 en linfocitos TCD4+ de un nifio sano. (B) Expresion de CD127 en linfocitos TCD4+ de un

62



nifio infectado por el VIH antes de la administracién del TAAE. (C) Expresion de CD127 en linfocitos TCD4+
de un nifio infectado por el VIH durante 22 meses de la administracion del TAAE.

En la figura 11 se muestran los resultados de la expresion ex vivo del receptor CD127 en los
linfocitos TCD4+ totales, como también en las subpoblaciones virgenes (TCD4+*CD45RA*) y memoria
(TCD4+CD45R0+). Estos resultados indican que los nifios VIH* tienen valores porcentuales de
expresion de CD127 en sus células totales méas bajos que el grupo control (p<0,05). Sin embargo, a
medida que avanza el tiempo de tratamiento, se observa una tendencia de aumento en la expresion
de este receptor, alcanzando valores similares al grupo control a partir del mes 6. Al evaluar la
expresion de CD127 en la subpoblacion de células TCD4+ virgenes, observamos también una
disminucion de este receptor con respecto al grupo control antes de comenzar el tratamiento
(p<0,05), sin embargo, se observa la misma tendencia de aumentar la expresion a medida que
avanza el tiempo del TAAE. Finalmente, al examinar la expresion de CD127 en la subpoblacién de
linfocitos TCD4+ memoria, se observd de nuevo la misma tendencia que en los casos anteriores: una
menor expresion de este receptor en nifios VIH* antes del TAAE (p<0,05), pero aumenta a medida
que avanza el tratamiento. A diferencia que en los casos anteriores, al segundo mes de tratamiento
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo control,
indicando que posiblemente, a partir del segundo mes, la expresion de este receptor en esta

subpoblacién celular de estos pacientes pediatricos se normaliza con respecto a los nifios sanos.
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Figura 11: Medicion de la expresion ex vivo de CD127 (IL-7Ra) en linfocitos TCD4+. Se determinaron los
porcentajes de células marcadas positivamente al receptor CD127 totales, virgenes y memoria. Esto se
realizé a partir de 50 pL de sangre periférica de nifios sanos y pacientes pediatricos VIH+ antes y durante 22
meses de la administracion del TAAE. Los linfocitos TCD4+ totales, virgen y memoria que expresan el
receptor CD127 fueron marcados con anticuerpos anti-CD3-PerCP, anti-CD4-APC, anti-IL-7-PE y anti-
CD45RO-FITC. Los andlisis se realizaron por citometria de flujo con adquisicion de 20.000 eventos. Los
resultados se representan en barras que expresan el promedio + la desviacion estandar. Las diferencias en

los promedios fueron comparados por el método estadistico ANOVA para datos paramétricos y Kruskal-Wallis
para los no paramétricos.

5.7. Frecuencia de apoptosis ex vivo en linfocitos TCD4+ de nifios VIH* y nifos sanos.

La alta incidencia de apoptosis que ocurre en los linfocitos TCD4+ y TCD8+, es una de las
caracteristicas principales en la inmunopatologia causada por la infeccion por VIH (Badley y col.,
1998). En este trabajo quisimos estudiar mediante ensayos ex vivo, la frecuencia de apoptosis en

linfocitos TCD4+ totales de nifios sanos y nifos infectados por el VIH antes y durante 22 meses de la

administracion del TAAE.
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En la figura 12 se observan los resultados de los citogramas de un experimento tipico para
la determinacion de la frecuencia de apoptosis ex vivo. Podemos destacar que hay un mayor
porcentaje de apoptosis en las células TCD4+ de un nifio infectado por el VIH (6,2%) (Figura 12B),
cuando se compara con un nifio sano (0,81%) (Figura 12A); sin embargo, a medida que aumenta el
tiempo en la administracion del TAAE, existe una disminucion en la frecuencia de apoptosis
alcanzando un valor similar a un nifio sano (0,88%) (Figura 12C). Los resultados obtenidos por
citometria de flujo se procedieron a representarlos en la grafica de barras como se muestra en la

figura 13.

C1-JM.001 D0-DT.001 1122D7.001

104
104
104

103
;
103
1
103
;

ium lodide

102
Il
ium lodide

pidi
pidium lodide
102
vinnl
pidi
102
"

Pro
10!
Proj
10!
Pro
107

0,81% g 6,2% . 0,88%
=g | M 1]
T T T [=}) = T T T 27 T T T
100 101 102 108 104 ~10 1 2 3 4 100 101 102 10° 10%
K 10 10 10 10 10 h
Annexin V FITC Annexin V FITC Annexin V FITC

0
00

100

Figura 12: Determinacion de la frecuencia de apoptosis ex vivo en linfocitos TCD4*. Determinacion de
apoptosis en un experimento tipico. La determinacion de la expresion de apoptosis se realiz6 a través del
marcaje con anticuerpos monoclonales anti-CD3-PerCP, anti-CD4-APC, y reactivos ioduro de propidio vy
Anexina-V-FITC. Los porcentajes representan las células en apoptosis. (A) Células TCD4+ en apoptosis de un
nifio sano. (B) Células en apoptosis de un nifio infectado por el VIH antes de la administracion del TAAE. (C)
Células en apoptosis de un nifio infectado por el VIH durante 22 meses de la administracion del TAAE.

En la figura 13, se muestran los resultados obtenidos para la determinacion de la frecuencia
de apoptosis en linfocitos TCD4+ totales de nifios infectados por el VIH bajo administracion del
TAAE. Podemos destacar como la frecuencia de apoptosis es mayor en nifios infectados por el VIH

antes de comenzar la administracion del TAAE con respecto al grupo de nifios sanos (p<0,05), sin
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embargo, ya en el segundo mes del tratamiento, los niveles de apoptosis en estas células alcanzan

valores similares al grupo control.
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Figura 13: Mediciéon de la frecuencia de apoptosis ex vivo en linfocitos TCD4+. Se determind la
frecuencia de apoptosis en linfocitos TCD4+, a partir de 50 pL de sangre periférica de nifios sanos y pacientes
pediatricos VIH* antes y durante 22 meses de la administracién del TAAE. Estas células apoptéticas fueron
marcados con anticuerpos anti-CD3-PerCP, anti-CD4-APC y reactivos Annexina-V-FITC e loduro de propidio.
Los analisis se realizaron por citometria de flujo con adquisicion de 20.000 eventos. Los resultados se
representan en barras que expresan el promedio + la desviacion estandar. Las diferencias en los promedios
fueron comparados por el método estadistico ANOVA.

5.8. Determinacion de la cantidad de linfocitos T reguladores en sangre periférica de

nifios infectados por el VIH y nifios sanos

Los linfocitos Treg son las principales células involucradas en la regulacion de la respuesta
inmune y se ha asociado a la deficiencia en la cantidad como en la funcionalidad de estas células
con la aparicién de enfermedades autoinmunes tanto en ratones como en humanos (Sakaguchi y

col., 2008). Los estudios realizados sobre estas células en la inmunopatologia del VIH han arrojado
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diferentes resultados contradictorios, y pocos son los estudios que se han realizado en nifios
infectados por este virus. Es por ello que nosotros quisimos estudiar la cantidad de linfocitos T
reguladores en sangre periférica de nifios sanos y nifios infectados antes y durante 22 meses de

administracion del TAAE.

En la figura 14 se observan los citogramas de un experimento tipico para la determinacion
de la cantidad de linfocitos Treg en sangre periférica de nifios sanos e infectados por el VIH durante
22 meses de tratamiento. Como se describe en la metodologia (véase apartado Materiales y
Métodos 4.7), la determinacion de los linfocitos Treg se realizé mediante la discriminacion fenotipica
CD4+CD25NghCD127'ow, y se encontrd que este paciente pediatrico tenia una mayor cantidad de
estas células en sangre periférica (7,77%) (Figura 14B) en comparacion al nifio sano (2,03%)
(Figura 14A), sin embargo, a medida que avanza el tratamiento, podemos destacar que en sangre
periférica de este paciente hay una menor cantidad porcentual (5,24%) de estos linfocitos en sangre

periférica (Figura 14C).
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Figura 14: Determinacion de la cantidad de linfocitos T reguladores en sangre periférica de nifos
sanos Y nifios infectados por el VIH. Determinacién de la cantidad de linfocitos T reguladores en dos
experimentos tipicos. La determinacion de la cantidad de linfocitos T reguladores se realizé mediante el uso
de anticuerpos monoclonales anti-CD3-PerCP, anti-CD4-APC, anti-CD25-FITC y anti-CD127-PE. La
subpoblacion de linfocitos T reguladores corresponde aquella cuyo fenotipo sea TCD4+CD25MhCD127'9v. Los
porcentajes representan la cantidad de linfocitos T reguladores en sangre periférica. (A) Linfocitos T
reguladores en un nifio sano. (B) Linfocitos T reguladores en un nifio infectado por el VIH antes de la
administracion del TAAE. (C) Linfocitos T reguladores en un nifio infectado por el VIH durante 22 meses de la
administracion del TAAE.
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En la figura 15 se muestran los resultados obtenidos para la determinacion de la cantidad
de linfocitos Treg en sangre periférica de nifios sanos y nifios infectados por el VIH durante 22
meses de tratamiento. Podemos observar que, aunque no se encuentran diferencias
estadisticamente significativas, se observa una mayor cantidad de linfocitos Treg en nifios VIH*
antes del TAAE cuando lo comparamos con nifios sanos, sin embargo, estas tienden a disminuir en

sangre periférica a medida que avanza el tiempo del tratamiento.

14 -
12 A

10 A

I Control (n=8)
[ Dia 0 (n=6)
[ Mes 2 (n=3)
I Mes 6 (n=5)
I Mes 10 (n=4)
I Mes 14 (n=4)
I Mes 22 (n=4)

Linfocitos T reguladores (%)

Tiempo de tratamiento

Figura 15: Medicion de la cantidad de linfocitos T reguladores en sangre periférica. Se determiné la
cantidad de linfocitos T reguladores, a partir de 50 yL de sangre periférica de nifios sanos y pacientes
pediatricos VIH+ antes y durante 22 meses de la administracion del TAAE. Estas células fueron marcadas con
anticuerpos anti-CD3-PerCP, anti-CD4-APC, anti-CD25-FITC y anti-CD127-PE. Los andlisis se realizaron por
citometria de flujo con adquisicion de 20.000 eventos. Los resultados se representan en barras que expresan

el promedio + la desviacion estandar. Las diferencias en los promedios fueron comparados por el método
estadistico ANOVA.
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5.9. Purificacion de linfocitos T reguladores de nifos infectados por el VIH y de nifios

sanos.

Para el estudio de los linfocitos Treg sobre el establecimiento de la respuesta inmune contra
la vacuna BCG en estos nifios infectados por el VIH, lo primero que se realiz6 fue la purificacion de
estas células siguiendo el protocolo descrito en la metodologia. Al final de cada paso de purificacion,
se procedio mediante citometria a la identificacion de las células Treg en cada una de las fracciones
obtenidas, con el fin de conocer el porcentaje de purificacion de estas células para luego hacer el

cultivo.

En la figura 16 se muestran los citogramas de un experimento tipico para la purificacion de
los linfocitos T reguladores. Los andlisis se realizaron en las fracciones de CMSP inicialmente
purificadas a partir de sangre periférica total, en la fraccién F1 resultante de la primera columna de
purificacion (CD4+CD127'ow) y la fraccion Treg+ (CD4+CD25+CD127'v) resultante de la segunda
columna de purificacion (véase apartado Materiales y Métodos 4.8). La figura 16A muestra la
identificacion de los linfocitos totales mediante los parametros de dispersion frontal y lateral, seguida
de la identificacion de linfocitos T mediante la discriminacion con el marcaje de anticuerpos
monoclonales anti-CD3-perCP (Figura 16B). Los citogramas correspondientes a la fraccion de
CMSP corresponden a las figuras 16C, 16F, 16l y 16L; las figuras correspondientes a la fraccion F1
son: 16D, 16G, 16d, y 16M; por ultimo, las que corresponden a la fraccion Treg* son: 16E, 16H, 16K
y 16N. Se destaca como a medida que avanza el proceso de purificacion a través de estas 3
fracciones hay un aumento en el porcentaje de linfocitos TCD4+ (Figuras 16C, 16D y 16E) (63%,
87% y 94%, respectivamente), como también un aumento en el porcentaje de linfocitos
TCD4+TCD127"w (Figuras 16F, 16G y 16H) (3%, 6% y 11%, respectivamente). Asimismo, hubo un

aumento en la poblacion de linfocitos TCD4+CD25Ms (Figuras 161, 16J y 16K) (5,4%, 4,7% y 34%,
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respectivamente). Por ultimo observamos un gran aumento en la poblacion de linfocitos T
reguladores (TCD4+CD127'wCD25M3") a medida que avanza la purificacion de estas células

(Figuras 16L, 16M y 16N) (6,1%, 7% y 45%, respectivamente).
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Figura 16: Purificacion de linfocitos T reguladores de nifios infectados por el VIH y nifios sanos.
Purificacién de linfocitos T reguladores en un experimento tipico. El fenotipo de cada una de las fracciones
resultantes en el proceso de purificacién se realizé mediante el uso de anticuerpos monoclonales anti-CD3-
PerCP, anti-CD4-APC, anti-CD25-FITC y anti-CD127-PE. (A) Poblacion de linfocitos totales. (B) Linfocitos T.
(C) Linfocitos TCD4+ en la fraccion de CMSP. (D) Linfocitos TCD4+ en la fraccion F1. (E) Linfocitos TCD4+ en
la fraccién T reguladora. (F) Linfocitos TCD4+CD127 en la fraccién de CMSP. (G) Linfocitos TCD4+CD127'ow
en la fraccion de F1. (H) Linfocitos TCD4+CD127°% en la fraccion de T reguladora. (I) Linfocitos
TCD4+CD25Nsh en la fraccion de CMSP. (J) Linfocitos TCD4+CD25Man en la fraccion de F1. (K) Linfocitos
TCD4+CD25Nsh en la fraccién de T reguladora. (L) Linfocitos TCD4+CD127'wCD25Msh en la fraccion de CMSP.
(M) Linfocitos TCD4+*CD127'%CD25%sh en la fraccion de F1. (N) Linfocitos TCD4+CD1270wCD25Me en la
fraccion de T reguladora.

En la figura 17, se muestran los resultados obtenidos por citometria de flujo correspondiente
a la purificacién de linfocitos Treg autdlogos de cada uno de los nifios sanos y pacientes antes y
durante la administracién del TAAE. En el eje Y se representa el porcentaje de la purificacién, en el
eje X se observa las subpoblaciones celulares, entre los que se encuentran: células TCD4+ totales,
celulas TCD4+CD127'ow (baja expresion de CD127), células TCD4+CD25hish (alta expresion de CD25)
y linfocitos TCD4+CD25rehCD127Low (linfocitos T reguladores). Podemos destacar que a medida que
avanza el proceso de purificacion, aumenta el porcentaje de las células TCD4+ (p<0,05). La
subpoblacion que expresa una baja densidad el receptor CD127 no cambid en las diferentes fases
de purificacion, sin embargo, aumentd aquellas que expresan en alta densidad CD25 (p<0,05).
Sumado a estos resultados, se observa como hay un gran aumento en la purificacion de los

linfocitos Treg (p<0,05), lo que permitié realizar el cultivo celular y estudiar su funcionalidad.
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Figura 17: Purificacion de los linfocitos T reguladores. La purificacidn se realizé a partir de CMSP
previamente purificadas y mediante el uso de columnas con microperlas magnéticas, anticuerpos con
microperlas magnéticas y separadores (MACS). A cada fraccion resultante en el proceso de purificacion, se
procedio a determinar su fenotipo mediante el uso de anticuerpos anti-CD3-PerCP, anti-CD4-APC, anti-CD25-
FITC y anti-CD127-PE. Los andlisis se realizaron por citometria de flujo con adquisicién de 20.000 eventos.
Los resultados se representan en barras que expresan el promedio + la desviacion estandar. El porcentaje
representado en la grafica corresponde al incremento en la purificacion de los diferentes tipos celulares en las
diferentes fracciones. Las diferencias en los promedios fueron comparados por el método estadistico ANOVA.

5.10. Determinacion de la proliferacion celular de linfocitos TCD4+ de nifios
infectados por el VIH y nifios sanos, en presencia de la vacuna BCG y la proteina viral

gag.

Los linfocitos T reconocen a los antigenos a través de la interaccion de los receptores de

células T (RCT) y péptidos/CMH (Complejo Mayor de Histocompatibilidad) los cuales son
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expresados en la superficie de las Células Presentadoras de Antigenos (CPA). La activacion de los
RCT resulta en la proliferacién y diferenciacion que determinara la clase de respuesta inmune que se
producird contra dicho antigeno (Lanzavecchia y Sallusto, 2000). Al ser la proliferacion celular uno
de los principales eventos involucrados en el establecimiento de la respuesta inmunoldgica, quisimos
estudiar si esta funcion se ve afectada en nifios VIH+, si la administracion del tratamiento promueve
una mayor proliferacion contra la vacuna BCG vy la proteina viral gag y por ultimo, si los linfocitos T

reguladores ejercen alguin mecanismo inhibitorio sobre esta funcion.

Como en casos anteriores, en la figura 18 se muestran los citogramas correspondientes a
un experimento tipico (nifio VIH* después de 14 meses de tratamiento). Podemos observar que en
ausencia de estimulo (Figura 18A), existe un porcentaje muy bajo de proliferacién (1,80%), sin
embargo, en presencia del mitogeno PHA (Figura 18B), hubo una mayor proliferacion de estas
células (50,97%). En presencia de la vacuna BCG (Figura 18C), estas células proliferaron mas
cuando lo comparamos con el control (sin estimulo) (6,27%). Sin embargo, se observa como
particularmente en este nifio la presencia de la proteina viral gag no estimula la proliferacion de

linfocitos TCD4+ (Figura 18D).
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Figura 18: Determinacion de la proliferacion de linfocitos TCD4+. La determinacion de la proliferacion de
células TCD4+ se realizd mediante la incorporacion de BrdU y el uso de anticuerpos monoclonales anti-CD3-
PerCP, anti-CD4-APC vy anti-BrdU-FITC Los porcentajes representan la cantidad de linfocitos TCD4+ que
proliferaron en ausencia o presencia de diferentes estimulos antigénicos. (A) Proliferacion de células TCD4+
en ausencia de estimulo. (B) Proliferacion de células TCD4+ en presencia de PHA. (C) Proliferacidn de células
TCD4+ en presencia de la vacuna BCG. (D) Proliferacion de células TCD4+ en presencia de la proteina viral

gag.

Al analizar los resultados de incorporacion de BrdU como marcador de proliferacion celular
de linfocitos TCD4+ totales. Se observd que la estimulacion por PHA produjo un aumento importante
en el porcentaje de células que incorporaron BrdU, con diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) con respecto a las demas condiciones de cultivos (sin estimulo, en presencia de BCG y

Gag). Por otra parte, se obtuvo que en pacientes infectados antes del tratamiento presentaron
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valores mas bajo de proliferacion en presencia de la vacuna BCG, sin embargo, aumenta a medida
que avanza el tiempo, obteniéndose diferencias estadisticamente significativas a partir del mes 2
(p<0,05). Al contrario, cuando se analizaron los valores de proliferacion de estas células en
presencia de péptidos virales Gag, se pudo constatar que la capacidad de proliferacion especifica en
pacientes VIH+ antes del tratamiento es mayor que los nifios sanos, e incluso aumenta con el tiempo
de la triterapia, alcanzando diferencias significativas con respecto al dia 0 en el mes 22 (p<0,05). En
ninguna de las condiciones se observo diferencias entre los cultivos de CMSP sin linfocitos T

reguladores y en presencia de éstas células (Ver figura 19).
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Figura 19: Proliferacion in vitro de linfocitos TCD4* en CMSP de pacientes pediatricos VIH*. Se
determinaron los porcentajes de proliferacion de linfocitos T CD4+ totales de pacientes pediatricos antes y
durante 22 meses del TAAE, y de infantes sanos que constituyeron el grupo control, en presencia de
diferentes condiciones de: no estimulacién, estimulacion con PHA, la vacuna BCG y la proteina viral Gag; a
las 72 horas de cultivo de las PBMC, mediante la medicidn de la incorporacién de BrdU que se detecta
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mediante el uso de anticuerpo monoclonal anti-BrdU-FITC con ADNasa (BD), con una adquisicion de 20.000
eventos totales. Las barras representan el promedio + desviacién estandar. Las diferencias en los promedios
fueron comparados por el método estadistico ANOVA para datos paramétricos y Kruskal-Wallis para los no
paramétricos.

5.11. Determinacion de la produccion intracelular in vitro de IFN-y en linfocitos
TCD4+ de nifos infectados por el VIH y nifios sanos, en presencia de la vacuna BCG y

la proteina viral gag.

Desde hace algunos afos se ha investigado el papel protector que juega la citocina IFN-y,
en la infeccion por VIH. Esta citocina es producida por las células TCD4+ y TCD8+ en respuestas
inmunes antivirales especificas (Murphy y col., 2009) y su produccion se ha visto disminuida en
pacientes, pediatricos y adultos, avanzados en la enfermedad por VIH/SIDA (Lieberman y col.,
2001). Por otra parte, se ha demostrado que esta molécula posee un papel muy importante en la

resistencia a la infeccion por Mycobacterium tuberculosis (Flynn y Chann, 2001).

En la figura 20 se muestran los resultados de un experimento tipico para la determinacion
de la produccion intracelular in vitro de IFN-y en linfocitos TCD4+. Podemos observar en la figura
20A que muy pocas células producen IFN-y en ausencia de estimulo (0,55%), sin embargo, en
presencia del mitdgeno (Figura 20B), un gran porcentaje de estas células producen esta citocina
(71,80%). Al contrario, en presencia de la vacuna BCG y de la proteina viral gag, no hubo cambios

significativos en la produccion de esta molécula (Figura 20C y 20D, respectivamente).
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Figura 20: Determinacion de la produccion intracelular in vitro de IFN-y en linfocitos TCD4+. La
determinacion de la produccién intracelular in vitro de IFN-y se realizé mediante la permeabilizacion de estas
células y el uso de anticuerpos monoclonales anti-CD3-PerCP, anti-CD4-APC y anti-BrdU-PE. Los
porcentajes representan la cantidad de linfocitos TCD4+ que produjeron IFN-y en ausencia o presencia de
diferentes estimulos antigénicos. (A) Produccién intracelular de IFN-y de células TCD4+ en ausencia de
estimulo. (B) Produccién intracelular de IFN-y de células TCD4+ en presencia de PHA. (C) Produccion
intracelular de IFN-y de células TCD4+ en presencia de la vacuna BCG. (D) Produccion intracelular de IFN-y
de células TCD4+ en presencia de la proteina viral gag.

Los resultados obtenidos y presentados en la figura 21, indican que la produccién in vitro de
IFN-y contra BCG no cambia a medida que avanza el tiempo de la triterapia, incluso manteniéndose
en niveles basales. Lo mismo sucede en presencia de proteinas virales Gag. La presencia de PHA
indujo una mayor produccion de esta citocina con diferencias significativas con respecto a los

cultivos de CMSP en las diferentes condiciones (sin estimulo, en presencia de BCG y Gag). Por
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ultimo, cuando analizamos los resultados obtenidos con los linfocitos Treg, no se observa ninguna

diferencia en la produccion de esta citocina en ausencia o presencia de estas células.
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Figura 21: Cuantificacion de la produccion intracelular in vitro de IFN-y de linfocitos TCD4+ de
pacientes pediatricos VIH+ e infantes sanos. Se determinaron los porcentajes de produccién in vitro de
IFN-y intracelular en linfocitos TCD4+ totales, a las 72 horas de cultivo de PBMC con diferentes estimulos
(PHA, BCG y Gag), mediante la medicién de la unidn de anti-IFN-y-FITC a linfocitos TCD4+ debidamente
permeabilizados. Los andlisis se realizaron con un citémetro de flujo FACScalibur de cuatro detectores, con
una adquisicion de 20.000 eventos totales. Los linfocitos que incorporaron este anticuerpo fueron marcados
ademas con un anti-CD3 PerCp, y anti-CD4-APC. Las barras representan el promedio + desviacion estandar.
Las diferencias en los promedios fueron comparados por el método estadistico ANOVA para datos
paramétricos y Kruskal-Wallis para los no paramétricos.
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5.12. Determinacion de la produccion in vitro de citocinas Th1 y Th2 de plasma y

sobrenadantes de CMSP en cultivo.

Las citocinas Th1 y Th2 son moléculas producidas por las células TCD4+ efectoras y son las
encargadas de activar procesos que forman parte de la inmunidad celular y la defensa del organismo
contra patdgenos intracelulares, en el caso de las Th1, o de activar procesos propios de inmunidad
mediada por anticuerpos y la defensa contra patdgenos extracelulares, para el caso de las Th2
(Mossmann y Sad, 1996; Romagnani, 1997). Se ha demostrado que la infeccion por VIH ocasiona
alteraciones en la produccion y en la regulacion que ejercen estas citocinas, lo que contribuye con la
inmunopatogénesis del virus acelerando la progresion de la enfermedad, en pacientes seropositivos
adultos y pediatricos (Romagnini y col., 1994; Than y col., 1996). A través de la utilizacion de la
técnica CBA (véase apartado 4.12 de materiales y métodos), medimos la produccion de citocinas
Th1/Th2 en plasma y sobrenadantes de células en cultivo de nifios infectados con VIH. En la figura
22 podemos observar los resultados tipicos de un paciente VIH+ después de 22 meses de
tratamiento, para la determinacién de estas citocinas en plasma y sobrenadantes. La identificacion
de la poblacion de perlas se realiz6 mediante los parametros de dispersion frontal y lateral como se
muestran en la figura 22A y 22B correspondientes a muestras de plasma y sobrenadantes
respectivamente. En la figura 22C podemos observar la identificacion de las 6 subpoblaciones de
perlas correspondientes a cada una de las citocinas de interés, y se destaca que en plasma, hay una
baja concentracion de estas citocinas, sin embargo, en sobrenadante se observa una mayor
produccion de citocinas como la IL-6, IL-10 y TNF-a. Estos andlisis nos permitieron obtener valores
Promedio de la Intensidad de Fluorescencia (MFI por sus siglas en inglés), que luego con la

construccion de curvas de calibracion nos permitié determinar la concentracion de estas moléculas

(pg/mL).
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Figura 22: Determinacion de la produccion de citocinas en CMSP. La determinacion de la produccién in
vitro de citocinas Th1/Th2 se realizd mediante la técnica CBA. Se observa la identificacion de las 6
subpoblaciones de perlas correspondientes a las citocinas de interés. Los valores que se muestran son los
promedios de intensidad de fluorescencia (MFI) (A) Poblacién de citocinas en plasma. (B) Poblacién de
citocinas en sobrenadante. (C) Subpoblaciones de citocinas en plasma. (D) Subpoblaciones de citocinas en

sobrenadante.

Los resultados de la produccion in vitro de citocinas Th1/Th2 en plasma y sobrenadantes se

muestran en la figura 23. Encontramos que en plasma no existen diferencias en la produccion de

citocinas Th1 (IL-2, TNF-a e IFN-y) (Figura 23A) ni en las citocinas Th2 (IL-4, IL-6 e IL-10)

(Figura23B), entre los grupos de pacientes infectados antes y durante el TAAE y el grupo control.
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Al medir las citocinas Th1 en los sobrenadantes de cultivo, encontramos una produccién
similar de IL-2 entre los nifios sanos y los pacientes pediatricos antes y durante el TAAE. Podemos
destacar que la produccion de esta citocina es mucho menor a las demas citocinas Th1 y la misma
es similar en todas las condiciones de cultivo (sin estimulo, en presencia de PHA, BCG y Gag)
(figura 23C). Al contrario, se observa que la produccion de TNF-a es mayor en nifios sanos cuando
se compara con nifios VIH+ antes del tratamiento, sin embargo, la produccion de esta citocina
aumenta al segundo mes de tratamiento a medida que disminuye con el tiempo del TAAE (Figura
23D). Este comportamiento se repite en todas las condiciones de cultivo. Por ultimo, podemos
observar que la produccion de IFN-y es similar entre los nifos sanos y los pacientes antes y durante
el tiempo de administracion del tratamiento (Figura 23E), sin embargo, en comparacion a los casos
anteriores, hay una mayor produccion de esta citocina en presencia de PHA. En ninguna de las
condiciones de cultivo se observd diferencia significativa en la produccién de estas citocinas en

presencia de células Treg.

Analizando las citocinas Th2 en sobrenadantes, pudimos observar que la produccion de IL-4
es similar en todas las condiciones antes y durante el TAAE, incluso, los valores son similares a lo
encontrado en nifios sanos (Figura 23F). En presencia de PHA no se observd estimulacion en la
produccion de esta citocina. Con respecto a la producciéon de IL-6, pudimos observar que la
produccion de la misma es mayor en los cultivos de CMSP de nifios sanos cuando lo comparamos
con los nifos VIH* antes del TAAE, sin embargo, aumenta la produccién al segundo mes de
tratamiento y tiende a disminuir en el tiempo de la triterapia (Figura 23G). Por ultimo, la produccion
de IL-10 es menor en nifos infectados por el VIH que en nifios sanos, y aumenta a partir del
segundo mes de tratamiento. Asimismo, bajo estimulacion PHA hay una mayor produccion de esta

citocina en las CMSP de nifios sanos, con respecto a las demas condiciones (p<0,05), al contrario,
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no se observan diferencias estadisticamente significativas con los cultivos de células de pacientes
pediatricos. Por otra parte, cuando analizamos los cultivos en presencia de BCG se observa una
tendencia en disminuir la produccion de esta citocina a partir del segundo mes del TAAE (sin
diferencias estadisticamente significativa), asimismo, se observo un incremento al segundo mes del

TAAE en presencia de Gag, y se mantuvo constante en el tiempo (Figura 23H).
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Figura 23: Cuantificacion de la produccion de citocinas Th1/Th2 en plasma y sobrenadantes de CMSP
de cultivo de pacientes pediatricos VIH+ y nifios sanos. Se determinaron los porcentajes de produccion
de citocinas Th1/Th2 en plasma y sobrenadantes de CSMP de cultivo; a través de la utilizacién de una técnica
con perlas magnéticas (CBA-BD) para seis citocinas: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e INF-y. (A) Citocinas Th1
en plasma, (B) Citocinas Th2 en plasma, (C) Produccion de IL-2 en sobrenadantes, (D) Produccién de TNF-a,
(E) Produccidn de IFN-y en sobrenadantes, (F) Produccion de IL-4 en sobrenadantes, (G) Produccion de IL-6
en sobrenadantes, (H) Produccidn de IL-10 en sobrenadantes. Los andlisis se realizaron con un citémetro de
flujo FACScalibur, con una adquisicién de 20.000 eventos totales. Las barras representan el promedio +
desviacion estandar. Las diferencias en los promedios fueron comparados por el método estadistico ANOVA
para datos paramétricos y Kruskal-Wallis para los no paramétricos.

6. DISCUSION

La infeccion por el VIH se caracteriza por una pérdida progresiva de linfocitos TCD4+,
alteraciones fenotipicas de las células T y un declive en las funciones timicas, que conllevan a una
profunda disfuncion generalizada en el sistema inmune de los pacientes infectados (Resino y col.,
2004; Freguja y col., 2011). Una respuesta no efectiva contra el VIH resulta en una activacion
cronica del sistema inmune que juega un papel fundamental en la progresion de la enfermedad
(Kinter y col., 2004; Freguja y col., 2011). Esto resulta en la generacion de células T activadas que
son blanco para el virus, promoviendo la replicacion viral y la eliminacion de células TCD4+ (Douek y

col., 2003).

Como consecuencia de la alteracion en el sistema inmune, estos pacientes son mas
susceptibles a enfermedades oportunistas, entre ellas la Tuberculosis. Aunque la vacuna BCG ha
demostrado cierta eficacia para proteger contra la forma diseminada de la enfermedad, ésta es
disminuida en pacientes con el VIH (Andersen y Doherty, 2005; Trunz y col., 2006), e incluso, se ha
observado mayores complicaciones asociadas a la vacunacion, produciendo una alta tasa de

morbilidad en adultos y nifios (Hesseling y col., 2007).
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No obstante, el uso de antirretrovirales ha mejorado enormemente la calidad de vida de
estos pacientes. Estudios epidemioldgicos indican que el uso de estos medicamentos influye sobre
la respuesta no sdlo contra el VIH sino también contra BCG. Algunas evidencias sugieren que el
aumento en el nimero y en las funciones de los linfocitos T pueden ser los responsables en la
disminucion de enfermedades oportunistas en estos pacientes (Kirk y col., 2002; Resino y col.,

2004).

Por otra parte, los linfocitos T reguladores (Treg) juegan un papel importante en regular la
respuesta inmune. Las Treg previenen una respuesta a antigenos propios y estan especializadas en
suprimir la respuesta contra una variedad de patdgenos. Sin embargo, el papel de estas células en
la infeccion por el VIH se encuentra en debate. Algunos estudios (Andersson y col., 2005; Nilsson y
col., 2006; Li y col., 2008) sugieren un papel perjudicial ya que suprime la respuesta inmune
especifica contra el VIH, mientras que otros (Kinter y col., 2004; Card y col., 2009; Moreno-
Fernandez y col., 2011) proponen un papel beneficioso al disminuir la hiperactivacion del sistema

inmune.

Es por ello nuestro interés en el laboratorio, el de estudiar algunos parametros
inmunoldgicos de los linfocitos TCD4+, como también el posible papel de los linfocitos Treg en el
establecimiento de la respuesta inmune contra la vacuna BCG antes y durante 22 meses del TAAE

en nifos infectados con el VIH.

Cuando medimos las subpoblaciones linfocitarias en sangre de los nifios infectados con VIH,
los resultados mostraron una disminucion importante, tanto en porcentajes como en valores
absolutos de linfocitos TCD4+ (Figura 4A y Figura 4B respectivamente). Se han desarrollado dos
hipotesis para explicar la eliminacion de estos linfocitos TCD4+ inducida por el VIH, principal

caracteristica de esta infeccion viral. Una de ellas basada en que el VIH infecta directamente a estas
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células, por lo tanto, la eliminacion de las mismas es consecuencia de efectos citopaticos mediados
por la replicacion viral (Pantaleo y Fauci, 1995; Pantaleo y Fauci, 1996). Los estudios pioneros en
VIH demostraron mediante experimentos “in vitro” que el VIH infectaba preferencialmente a estas
células, uniéndose al receptor CD4, a través de las glicoproteinas gp120 y gp41 (Poranen y col.,
2002). Sin embargo, la segunda hipétesis describe la eliminacion de los linfocitos TCD4+ de manera
indirecta. Se demostrd que el VIH tenia mecanismos para afectar al sistema inmunitario de manera
independiente a los efectos citopaticos directos, por ejemplo, la infeccién in vivo de tejidos linfoides
con VIH resulta en un incremento de la apoptosis de células del sistema inmunitario (Pantaleo y
Fauci, 1995; Pantaleo y Fauci, 1996). Otros estudios apuntaron que probablemente cuando el VIH
ingresa al organismo, estos se concentran en los 6rganos linfoides, promoviendo el reclutamiento de
células T circulantes (McCune, 2001) y una vigorosa proliferacion de estas células (Wang y col.,
1999), conllevando a una activacion exacerbada del sistema inmune. La activacion del sistema
inmune ha sido asociada con la destruccion acelerada de linfocitos Ty con ello, a la progresion de la
enfermedad (Grossman y Herberman, 1997; Hazenberg y col., 2000); la cual puede ser llevada de
forma directa, ya que el virus infecta “preferencialmente” a los linfocitos TCD4+ activados (Douek y
col., 2002), o indirecta, mediante la expresion de moléculas inductoras de apoptosis (Benedict y col.,

2002).

El uso de antirretrovirales en pacientes adultos y pediétricos infectados por el VIH ha
conllevado a una disminucion en la morbilidad y mortalidad asociada al virus. La principal
caracteristica del uso de antirretrovirales en estos pacientes estd asociada a una disminucion en la
carga viral y un incremento en el numero de células TCD4+ en sangre y nddulos linfaticos (Carcelain
y col., 2001; Resino y col., 2004; Resino y col., 2006a; Violari y col., 2008). Podemos observar la

confirmacion de estos trabajos con nuestros resultados que ya al segundo mes de tratamiento hay
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un aumento significativo de linfocitos TCD4+ en sangre tanto en porcentaje (Figura 4A) como en
valor absoluto (Figura 4B). La reconstitucion del nimero de células T ha sido caracterizado como un
proceso bifasico: una primera fase de corta duracion, donde se observa un rapido incremento de
linfocitos T en sangre, y una segunda fase de mayor duracion donde el incremento de estas células
es menor pero estable en el tiempo (Lederman, 2001). El rapido incremento del numero de células
TCD4+ observado en los primeros dos meses de tratamiento, con una reduccion en la carga viral
(Figura 5), ha sido propuesto como el inicio de la reconstitucion del sistema inmune en estos
pacientes, y refleja una recirculacion de células T desde los tejidos linfoides. La infeccion por el VIH
promueve un reclutamiento de células TCD4+, sin embargo, la disminucion en la carga viral, origina
la redistribucion de estas células desde los tejidos linfaticos hacia la periferia (Carcelain y col., 2001;

McCune, 2001).

Se ha descrito que la tasa de expansién de células TCD4+ comienza a decaer a partir del
tercer mes de tratamiento, pero persiste durante afos (Autran y col., 1997; Carcelain y col., 2001;
Lederman, 2001). Esta segunda fase esta fuertemente correlacionada con la reduccion en la carga
viral y su estabilidad en el tiempo (Renaud y col., 1999; Connick y col., 2000). Nuestros resultados
concuerdan con lo antes descrito, podemos observar que sigue aumentando el nimero de células
TCD4+ (Figura 4A y Figura 4B), a medida que disminuye la carga viral en estos pacientes (Figura
5). Como se discutira mas adelante, el aumento del numero de células TCD4+ totales podria
explicarse por un incremento en la produccién de nuevas células en el timo, en conjunto con la

proliferacion de células ya existentes.

Cuando analizamos las subpoblaciones de linfocitos TCD4+ virgenes, se evidencié una
disminucion en los linfocitos TCD4+ virgenes en nifios VIH* antes del tratamiento con respecto a los

nifos sanos (Figura 4C y figura 4D). Una de las posibles explicaciones es que el timo posee una
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gran cantidad de linfocitos TCD4+ en diferentes niveles de maduracion (McCune, 1991). El analisis
del timo en nifos y adultos VIH+ ha revelado una reduccién del mismo, lo que sugiere un dafio
directo por el virus. Al respecto, se ha documentado que el VIH induce una supresion de la
proliferacion de timocitos (Dion y col., 2004), mientras que por otra parte, el VIH es capaz de infectar
y destruir timocitos (Burke y col., 1995; Su y col., 1995). Ademas la infeccion del epitelio timico
ocasiona un dafio en el tejido parénquimal y la consecuente involucion de este drgano que es
independiente de la tipica involucion asociada a la edad (Gaulton y col., 1997). Basandonos en estas
evidencias, podemos decir que la pérdida de células TCD4+ virgenes que encontramos en estos
pacientes pediatricos se podria explicar no solo por una infeccion directa del virus, sino posiblemente
por una disfuncionalidad en el timo que es caracteristica de la infeccion del VIH en nifios y que ha
sido propuesta como una de las posibles causas de la progresion rapida de la enfermedad (Resino y

col., 2006b).

Sin embargo, en nuestros resultados podemos observar un aumento en el numero de
células TCD4+ virgenes a medida que avanza el tratamiento (Figura 4C y figura 4D). La TAAE ha
probado inducir una parcial restauracion del sistema inmune que se correlaciona con un incremento
en el volumen del timo (Vigano y col., 2000). La recuperacion de los niveles de células TCD4+ totales
en ninos se debe principalmente a un aumento en la produccidn de células T virgenes en el timo.
Esto se ha evidenciado mediante numerosos estudios, donde se demostraron que existe un
aumento importante en el nimero de células que migran desde el timo, y que poseen el fenotipo de
linfocitos virgenes (Douek y col., 2000; Carcelain y col., 2001; McCune, 2001; Resino y col., 2004;
Resino y col., 2006b). Douek y col. (2000) describieron que en nifios con una carga viral elevada,
que no respondian a los antirretrovirales, el dafio en el timo era mayor que los demas pacientes,

incluso, el uso de antirretrovirales no ayudd a recuperar la funcién timica de estos nifios. Esto nos

91



indica que posiblemente, los pacientes pediatricos involucrados en este estudio respondieron a los
antirretrovirales, mejorando la produccion timica de nuevas células TCD4+ y con ello recuperando

parcialmente los niveles de estas células en sangre periférica.

Por otra parte vemos una disminucion de linfocitos TCD4+ memoria en estos pacientes antes
del TAAE en comparacion a lo observado en nifios sanos, se ha comprobado que en la infeccion
pediatrica por el VIH, los linfocitos TCD4+ memoria se encuentran muy comprometidos, ya que el
VIH infecta preferencialmente a estas células (Resino y col. 2001a). También es interesante
observar en nuestros resultados que el nimero de células TCD4+ memoria también aumenta con el
TAAE (Figura 4D). Posiblemente el incremento de esta subpoblacion viene dada por el aumento en
la proliferacion de estas células, la cual ha sido comprobada en estudios previos (Lederman, 2001).
De igual manera, el incremento de esta subpoblacion pudiera ser atribuido a una disminucion de la
expresion de moléculas pro-apoptotéticas, como lo demostramos con nuestros resultados de Fas
(Figura 7) y PD-1 (Figura 9) en conjunto con un aumento de moléculas que inducen sobrevivencia

celular (Figura 11), resultando en una disminucion de la apoptosis de esta células.

En otro orden de ideas, numerosos reportes han descritos cambios en las células TCD8+ de
pacientes infectados por el VIH. Se ha demostrado que el numero total de linfocitos TCD8* en
sangre se encuentra elevado en nifios VIH+ (Rabin y col., 1995). Lo antes expuesto concuerda con
nuestros resultados, donde se ve que hay una mayor cantidad de estas células con respecto a los
nifos sanos (Figura 4A y 4B). Diversos estudios han evidenciado que la respuesta citotoxica es
eficiente en eliminar el virus, a través de la produccion de Perforina y granzimas que destruyen las
células infectadas por el virus (Prendergast y col., 2012). El sistema inmune al reconocer el virus,
establece diversos mecanismos para su eliminacion, entre ellos, la proliferacion y activacion de

linfocitos TCD8+; dando como resultado, un aumento en esta poblacién con respecto a los nifios
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sanos. Ademas se ha sugerido que durante la infeccion por el VIH en pacientes sin tratamiento, los
linfocitos TCD8+ activados se mantienen en circulacién periférica, conllevando a un incremento de

estas células con respecto a los linfocitos TCD4+ (Bujdoso y col., 1989; Bishop y col., 1990).

Igualmente, pudimos observar que a medida que avanza el tiempo del TAAE, hay un
aumento en el porcentaje (Figura 4A) y valor absoluto (Figura 4B) de linfocitos TCD8+. Como
sucede con las células TCD4+, el incremento de la poblacion de células TCD8+ podria deberse a un
aumento en la produccion de células virgenes como indican nuestros resultados (Figura 4E y
Figura 4F), esto debido a la disminucion en la carga viral (Figura 5) y a una posible mejora en las
funciones timicas, como demuestran trabajos previos (Vigano y col., 2000; Douek y col., 2000;
Carcelain y col., 2001; McCune, 2001; Resino y col., 2004; Resino y col., 2006b). Asimismo, como
sucede en el caso de las células TCD4+ memoria, nuestros resultados de células TCD8+* memoria
(Figura 4E vy figura 4F) indican que esta subpoblacion también contribuye con el aumento

generalizado de células TCD8+.

Como se describid previamente, una de las posibles causas de la destruccién de linfocitos
TCD4+ es a través de mecanismos indirectos, donde se genera una mayor expresion de moléculas
inductoras de apoptosis a medida que disminuyen moléculas asociadas a la sobrevivencia celular
(Pantaleo y Fauci, 1995; Westendorp, 1995; Pantaleo y Fauci, 1996; McCune, 2001; Petrovas y col.,
2006; Sharma y col., 2008). Es por ello que en este trabajo especial de grado quisimos estudiar la
expresion de moléculas pro-apoptdticas: CD95 (Fas) y CD279 (PD-1), como también la molécula

CD127 (IL-7Ra), asociada a la sobrevivencia de linfocitos T.

La molécula Fas, también conocida como CD95 o APO-1, fue originalmente descrita como
una molécula de superficie que podia mediar el proceso de muerte celular o Apoptosis en células

malignas y benignas (Lynch y col., 1995). Esta molécula es un glicoproteina de membrana de 319
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aminodcidos, cuya interaccion con su ligando (Fas-L) induce activacién de caspasas y condensacion
nuclear, lo que conduce finalmente a la célula a apoptosis (ltoh y col., 1991). El aumento en la
expresion de CD95 que ocurre en las células T durante la infeccion por el VIH-1, fue uno de los
primeros mecanismos descritos causales de la alta frecuencia de apoptosis en adultos (Katsikis y
col., 1995; Mitra y col., 1996) y en nifios VIH+ (Baumler y col., 1996). Cuando analizamos nuestros
resultados de expresion ex vivo de CD95 (Fas) (Figura 7), evidenciamos que la misma se encuentra
aumentada en los linfocitos TCD4+ de pacientes pediatricos VIH+ antes del tratamiento, con respecto
a lo encontrado en nifios sanos. Asimismo, demostramos que hay una alta expresion de esta
molécula en la subpoblacion de células TCD4+ memoria de nifios sanos y nifios VIH+ (antes del

tratamiento).

Existen dos vias para explicar la sobreexpresion de CD95 en las células T; la primera de
ellas, atribuye que la misma se da en respuesta a la activacion linfocitaria, como un proceso
fisioldgico que contribuye a eliminar el exceso de células T efectoras durante la respuesta inmune
(Lynch y col., 1995). En éste sentido, se ha propuesto que en infecciones cronicas como el VIH,
donde existe una constante activacion de células T y re-estimulacion de las mismas (via RCT), el
mecanismo favorece la eliminacién de las células especificas a VIH (Baumler y col., 1996).
Asimismo, se demostré que las células T virgenes expresan en bajas cantidades esta molécula,
contrario a las células T memoria, las cuales fueron previamente activadas y que expresan una
cantidad relativamente elevada de Fas (Miyawaki y col., 1992). La segunda via es mediante la
induccion directa a través de proteinas del VIH, que tienen el efecto de incrementar la expresion de
CD95 en las células T no infectadas (Westendorp y col., 1995). Se ha demostrado que el gen Nef del

VIH es esencial para la patogenicidad de este virus ya que induce la apoptosis (Xu y col., 1999).
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Asimismo, la expresion del gen Tat del VIH y la glicoproteina viral gp120 sensibiliza a las células T al

proceso de apoptosis a través de la CD95 (Westendorp y col., 1995).

Sin embargo, pudimos observar que existe una tendencia muy marcada en disminuir la
expresion de CD95 en las células TCD4+ (totales, virgenes y memoria), a medida que avanza el
TAAE (Figura 7), confirmando resultados previos (Badley y col., 1998; Nasi y col., 2005). Si estos
resultados son aplicados en nuestras observaciones, implicaria que la disminucién en la carga viral
de estos pacientes (Figura 5), promueve un decremento en la expresion de CD95 en estas células
TCD4+, evidenciando que procesos directos e indirectos del virus estan interviniendo de manera

simultanea en este fendmeno.

Por otra parte, la molécula PD-1 también conocida como CD279, es un receptor
transmembrana que posee 288 aminoacidos y su expresion puede ser inducida en células T, células
B, células NK, monocitos activados y en células dendriticas. Este receptor fue originaimente
purificado desde una linea de células T que exhibian alta sensibilidad a apoptosis y la interaccion del
mismo en conjunto con sus ligandos (PD-L1 y PD-L2) produce sefales inhibitorias que regulan el
balance entre la activacion de células T, tolerancia e inmunopatologia (Keir y col., 2008).
Actualmente el papel de esta molécula en la inmunopatologia del VIH se encuentra en un intenso
estudio, los cuales la mayoria de estos se han realizado en las células TCD8+ de adultos infectados
(Day y col., 2006; Keir y col., 2008; Kaufman y col., 2009). Sin embargo, la relacion entre la
expresion de PD-1 en células TCD4+y la infeccion por el VIH es importante de entender, porque el
mal funcionamiento de estas células durante la infeccidn crénica ha sido estrechamente relacionado
con la replicacion viral y la progresion de la enfermedad (D’Souza y col., 2007). Es por esto que
quisimos estudiar el posible papel de esta molécula en pacientes pediatricos VIH+ antes y durante

22 meses del TAAE.
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Analizando nuestros resultados de la expresién ex vivo de PD-1, pudimos observar que hay
una alta expresion del receptor en las células TCD4+ total, virgen y memoria en los nifios infectados
(Figura 9). Se ha encontrado que en adultos infectados por el VIH hay una mayor expresion de PD-
1 en las células TCD8+ especificas contra el VIH, la cual se correlaciona positivamente con la carga
viral, resultando en una mayor deficiencia de estas células en controlar la replicacion del virus (Day y
col., 2006; Petrovas y col., 2006; Trauttman y col., 2006, Zhang y col., 2007). Asimismo, se ha
descrito un aumento de esta molécula en células TCD4+ en pacientes adultos infectados por el VIH
(D’Souza y col., 2007). Una de las principales caracteristicas de la infeccion por el VIH, es la
activacion generalizada de células del sistema inmune, entre ellas, células T (Pantaleo y Fauci,
1995; Pantaleo y Fauci, 1996). Esto conlleva a la activacion de mecanismos reguladores, entre ellos
la expresion de moléculas como la PD-1 (Keir y col., 2008). Sin embargo, se ha demostrado que en
la infeccion por el VIH, la expresion de este receptor es mucho mayor a la encontrada en otras
infecciones crdnicas virales (Trauttman y col., 2006). Recientemente, se ha descrito que el VIH
ademas podria inducir la expresion de PD-1 a través de proteinas virales Nef, indicando que el virus
podria promover mecanismos inmunosupresores, aumentando la replicacion viral y con ello a la

progresion en la enfermedad (Muthumani'y col., 2008).

Igualmente, nuestros resultados evidencian que el VIH posee un papel importante en la
sobreexpresion de PD-1 en las células TCD4+ (Totales, virgenes y memoria) de estos pacientes
pediatricos. Pudimos observar una disminucion importante en la expresion ex vivo de este receptor
en los pacientes pediatricos bajo el TAAE hasta alcanzar niveles similares a lo encontrado en nifios
sanos (Figura 9), a medida que disminuye la carga viral (Figura 5). Trabajos previos demostraron
que el uso de la TAAE en pacientes pediatricos y adultos infectados por el VIH, disminuye la

expresion de PD-1 en linfocitos TCD8+ y TCD4+ (Trauttman y col., 2006; Day y col., 2006). Sin
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embargo, Prendergast y col. (2012), demostraron que el aumento en la expresién de PD-1 en nifios
viene dado principalmente por la activacion cronica producto de la infeccién por el VIH y no por la
carga viral, como se observa en adultos. Aunque se han reportado numerosas disyuntivas en los
valores de carga viral en nifios progresores lentos y progresores rapidos (Shearer y col., 1997),
todavia la carga viral en conjunto con los valores de células TCD4+ siguen siendo los parametros
utilizados para describir la progresion de la enfermedad en los pacientes VIH+ (Panel on
Antiretroviral Therapy and Medical Management of HIV-Infected Children, 2012). Por ultimo, nuestros
resultados en conjunto con trabajos previos, indican que el uso de la expresion ex vivo de PD-1,
podria ser usado como un posible marcador para predecir la recuperacion de los nifios infectados

por el VIH.

Siguiendo este mismo orden de ideas, quisimos evaluar la expresion de la molécula CD127
(IL-7Ra) durante este estudio, ya que puede jugar un papel importante en la inmunopatologia del
VIH en nifios. El sistema inmune posee un control muy estrecho para el desarrollo y mantenimiento
de las subpoblaciones de células T, el cual es esencial para la defensa del organismo. Desde su
descubrimiento en 1988, muchas de las investigaciones han dado con dilucidar, casi por completo, el
papel que ejerce la citocina IL-7, y su funcién clave para el desarrollo de los linfocitos T (Fry y col.,
2005). El efecto de la IL-7 es controlado mediante la expresion de la subunidad alfa de su receptor
(IL-7Ra), ubicada en la superficie de linfocitos TCD4+y TCD8*. La unién de estos desencadena una
serie de cascadas de sefalizaciones que promueve la division celular (Bradley y col., 2005); por lo
que su expresion durante la respuesta inmune estd finamente regulada con cambios que
dependeran de la madurez de la célula y de su estado de activacion (Fry y col., 2005). El hecho que
la sefalizacion de la IL-7 sea criticamente dependiente de la expresiéon de CD127, nos sugiere que

la regulacion de la expresion del mismo juega un papel importante en la sobrevivencia celular y
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funcionalidad de células T. Segun nuestros resultados, los pacientes pediatricos presentaron niveles
disminuidos y generalizados de expresion ex vivo de CD127 para todas las subpoblaciones de
linfocitos TCD4+ (totales, virgenes y memoria), en comparacion con el grupo control (Figura 11). La
pérdida en la expresion de este receptor, implica una disminucion en la sobrevivencia, ya que se ha
descrito la existencia de una relacion entre el incremento de apoptosis y la disminucion en la
expresion de CD127 (Rethi y col., 2005; Dunham vy col., 2008; Zhang y col., 2009). Ademas, la
disminucion de este receptor en pacientes VIH+ ha sido asociado con el grado de disminucion de
células TCD4+ en el organismos, incremento elevado de IL-7 en suero y disminucion en la expresion
de la molécula antiapoptética BcL-2 (Fry y col., 2005; Rethi y col., 2005; Dunham y col., 2008; Zhang
y col., 2009). Por ultimo, se ha demostrado que la proteina Tat puede disminuir la expresion de este

receptor (Faller y col., 2009)

Asimismo, en nuestro trabajo encontramos un aumento en la expresién ex vivo de CD127 en
células TCD4+ (totales, virgenes y memoria) de nifios infectados por el VIH bajo el TAAE, lo que
indica claramente que la disminucion de la carga viral (Figura 5), normaliza los niveles de estos
receptores, conllevando a una mayor sobrevivencia de células T. La disminucion de la carga viral por
efecto del TAAE, promueve una reduccidn en la activacion crénica del sistema inmune,
contribuyendo a la normalizacion en la expresion de este receptor el cual ha sido confirmado en
trabajos previos realizados en adultos (MacPherson y col., 2001; Mojumdar y col., 2011). Por otra
parte, el aumento de este receptor en las células TCD4+ memoria, le conferird a estos pacientes una
mayor probabilidad de sobrevivencia, pudiendo restituir, por la via no dependiente del timo, la
cantidad de linfocitos TCD4+ sanguineo, manteniendo la homeostasis de su inmunidad celular

(Resino y col., 2004).
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Por ultimo, nuestros resultados demuestran que hay un incremento en la frecuencia de
apoptosis en las células TCD4+ de pacientes pediatricos antes del TAAE (Figura 13). El VIH
promueve la destruccion de células T mediante apoptosis por mecanismos directos (a través de
proteinas virales) 0 mecanismos indirectos (activacion crénica del sistema inmune) (Badley y col.,
2000; Bell y Dockrell; 2003; Février y col., 2011). Como hemos visto, las células de estos nifios
presentan un aumento en la expresion ex vivo de moléculas inductoras de apoptosis (Fas y PD-1) en
conjunto con una disminucidn de moléculas asociadas a la sobrevivencia de células T (CD127), lo
que podria explicar la alta frecuencia de apoptosis en esto nifios antes del TAAE. Es interesante
observar que al segundo mes de tratamiento, los niveles de apoptosis alcanzan valores similares a
los nifios sanos, 1o que nos permite confirmar que efectivamente, el TAAE juega un papel muy
importante durante la inmunopatologia, al disminuir la carga viral y normalizando la expresion ex vivo
de moléculas asociadas a la apoptosis. Asimismo, se ha demostrado que los inhibidores de la
proteasa inhibe la apoptosis linfocitaria mediada por Fas, a través de la inhibicion de los mecanismos
apoptéticos mitocondriales (Sloand y col., 1999), ratificando la importancia del uso de estos
antirretrovirales en la reconstitucion del sistema inmune en estos pacientes. Finalmente, nuestro
trabajo confirma que la apoptosis en esta infeccion viral es un proceso complejo, donde se
involucran numerosos mecanismos que pueden estar actuando de manera simultanea, y que nos

permite comprender de mejor manera la inmunopatologia de la infeccion pediatrica por el VIH.

El otro enfoque que tiene nuestro trabajo es el estudio de los linfocitos Treg en el
establecimiento de la respuesta inmune contra la vacuna BCG. Conocer los niveles de estas células
en sangre periférica es por lo tanto necesario para tratar dar respuesta a esta interrogante. En
nuestro trabajo no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de Treg

en nifos VIH+ antes del tratamiento y nifios sanos, posiblemente por la alta variabilidad en los datos
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a consecuencia del bajo ndmero de muestras; sin embargo, en promedio se observa una mayor
cantidad de estas células en los pacientes pediatricos (Figura 15). Conociendo que esta
subpoblacion celular presenta funciones supresoras de la respuesta inmune, estos niveles elevados
de Treg podrian darse como respuesta a la activacion linfocitaria exacerbada en los pacientes VIH*,
confirmando resultados previos (Caro y col., 2009; Bi y col., 2009; Freguja y col., 2011). Asimismo,
se ha descrito que el VIH puede promover la activacion de células Treg en estos pacientes, siendo
estos susceptibles a la infeccién por el virus ya que también expresan el receptor CD4 y
correceptores CCR5 y CXCR4 (Antons y col., 2008; Moreno-Fernandez y col., 2009). En este mismo
orden de ideas, numerosos autores han demostrado que la administracion del TAAE normaliza los
niveles de linfocitos Treg en los pacientes infectados por el VIH (Bi'y col., 2009; Montes y col., 2011),
lo que nos indica que los niveles de células Treg se correlacionan estrechamente con la carga viral y

con el nivel de activacion en el sistema inmune.

Para conocer si las células Treg generan algun impacto sobre el establecimiento de la
respuesta inmune contra BCG, se procedio a realizar diferentes ensayos in vitro con el fin de evaluar
algunos mecanismos efectores de linfocitos TCD4. La infeccion por el VIH como hemos descrito,
genera numerosos cambios fenotipicos en las células T de estos pacientes, pudiendo entonces
modificar la eficiencia en la purificacion de estas células. Como se observa en la figura 17, el
protocolo planteado nos permitid purificar las Treg. Asimismo, cuando analizamos la fraccion
enriquecida con células Treg, encontramos que la mayor parte de la misma expresaba el factor de
transcripcion FoxP3 (resultados no mostrados). De acuerdo con nuestros resultados, un creciente
numero de trabajos han demostrado que el uso del fenotipo CD4+CD25hghCD127'w permite la
purificacion e identificacion de células Treg en pacientes VIH+, en diferentes estados de la

enfermedad (Seddiki y col., 2009; Venet y col., 2010; Hunt y col., 2011; Saison y col., 2012). Esto
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ultimo es importante, ya que nos permite confirmar que el uso de este fenotipo puede ser utilizado
para el estudio de estas células en la inmunopatologia del VIH, tomando en cuenta que es una

técnica estandarizable y reproducible.

Cuando analizamos nuestros resultados de proliferacion celular, encontramos que los
linfocitos TCD4+ de los pacientes pediatricos VIH+ antes del tratamiento presentan una capacidad
parcialmente disminuida de proliferar en presencia de la vacuna BCG y la proteina viral Gag (Figura
19). Se ha observado que la infeccion por el VIH produce alteraciones funcionales en las células T
de los pacientes infectados (Appay y col., 2000; Palmer y col., 2004). Numerosos estudios afirman
que la pérdida en la capacidad proliferativa se debe principalmente a los efectos citopaticos del virus
in vivo, ya que las células TCD4+ especificas contra el VIH son infectadas “preferencialmente”,
asimismo, la replicacion viral en los cultivos pueden promover la destruccion de estas células
(Palmer y col., 2002). Sin embargo, recientes trabajos sugieren que mecanismos directos e

indirectos estan involucrados en este fendmeno.

Numerosos autores han reportado que las células T de pacientes en fase cronica del VIH
exhiben una pobre capacidad proliferativa in vitro contra antigenos del VIH (Lyasere y col., 2003;
Palmer y col., 2004). En este mismo orden de ideas, el grupo de Arrode y col. (2005) demostraron
que células TCD8+ exhiben una vigorosa proliferacion contra antigenos de otros virus como el CMV,
EBV y FLU, mas no contra antigenos del VIH, indicando una posible pérdida clonal durante la
infeccion. EI mecanismo exacto por el cual el VIH inhibe la replicacion de células TCD4+ se
desconoce y se cree que es multifactorial, algunos de estos incluyen: (1) Reduccién de moléculas
coestimuladoras como CD28, debido a la hiperactivacion producto de la alta carga viral, (2)
Proteinas virales como Nef, los cuales se han encontrado en mayores cantidades en pacientes con

alta carga viral, la cual ha demostrado inhibir la produccion de la IL-2 en células TCD4+ y (3)
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Aumento en la expresion de moléculas CTLA-4 (Palmer y col., 2002; Kaufmann y col., 2007). En
relacion a este punto, nuestros resultados comprueban que las células de estos nifios presentan una
sobreexpresion de moléculas PD-1, que podria resultar en una pobre produccion in vitro de IL-2,

como lo demostrd Trauttman y col. (2006).

La disminucion en la carga viral en los pacientes VIH+ deberia mejorar la capacidad de
proliferacion de las células T. Como se muestran en nuestros resultados la administracion del TAAE
en estos pacientes pediatricos VIH+ aumenta la respuesta proliferativa contra la vacuna BCG vy la
proteina viral Gag (Figura19). La supresion de la replicacion viral producto del TAAE, ha demostrado
aumentar este mecanismo efector de las células TCD4+ de pacientes VIH+ (Palmer y col., 2002;
Palmer y col., 2004). Aunado a esto, nuestros resultados demuestran una disminucién en la
expresion ex vivo de PD-1 con el TAAE, lo que podria explicar parcialmente el incremento

exacerbado en la proliferacion de células TCD4+ contra estos antigenos.

Para caracterizar de mejor manera el establecimiento de la respuesta inmune contra la
vacuna BCG, se procedi6 a medir las citocinas Th1y Th2 en plasma y cultivos de células. En plasma
no encontramos diferencias significativas en la produccion de las mismas, posiblemente debido a
que en el plasma hay una mayor dilucion de las citocinas producidas localmente en los sitios de
infeccion viral del organismo. Sin embargo, en cultivos de CMSP encontramos cambios en la

produccion de ciertas citocinas entre los grupos de estudios.

Se ha descrito que la pérdida en la funcionalidad de células TCD4+ que se observa en
pacientes con VIH, ocurre de manera relativamente rapida después de la infeccion del virus. La
infeccion por el VIH estd asociada con una alteracion en la produccion in vivo de citocinas.
Disminucion en la secrecion de citocinas especificas e incremento de otras, contribuyen a la

progresion de la inmunodeficiencia asociada al VIH (Clerici y Shearer, 1993), indicando que la
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infeccion viral y la replicacion in vivo e in vitro se encuentra bajo una continua regulacién de una
compleja red de citocinas producidas por numerosas células (Kedzierska y Crowe, 2001). En este
mismo orden de ideas, se ha demostrado que un perfil dominante de citocinas Th1 genera una
mayor proteccién contra el VIH, cuando se compara con la respuesta Th2, por lo que ha sido
descrito como un elemento critico en la progresion de la enfermedad. Se ha descrito que en adultos
VIH+ hay un cambio en el perfil de citocinas que producen, desde un perfil Th1 a Th2 (Clerici y
Shearer, 1994). No obstante, otros trabajos han demostrado que aunque existen alteraciones en la
produccion de citocinas en pacientes VIH+, poca es la evidencia que sugiere un cambio de perfil de
citocinas Th1 a Th2 (Graziosi y col., 1994), indicando alteraciones en la produccion de ambos grupos

de citocinas.

La IL-2 se ha identificado como un potente factor de crecimiento de las células T y ha sido
considerada ampliamente como la citocina clave en las respuestas inmunes dependientes de los
linfocitos T. Tanto las células T activadas como las células T reguladoras, expresan niveles elevados
del receptor de la IL-2, el IL-2R, y la interaccion con su ligando natural es responsable de la
proliferacion de las células T que se han activado por un antigeno (Mallek y Bayer, 2004). Como
podemos observar en la figura 23C, la produccion de esta citocina fue similar entre los pacientes
pediatricos (antes y durante el TAAE) y el grupo control, bajo todas las condiciones de cultivo. Esto
podria deberse, en parte, a cuestiones técnicas, debido a que los resultados observados en todas
las condiciones in vitro son similares. Diversos trabajos realizados para la determinacion de esta
citocina se han realizado en cultivos de 48h e incluso en menor tiempo (Lee y col., 1996; Clerici y
col., 2000). Posiblemente en nuestro protocolo, donde se mide a las 72 horas de cultivo esta citocina
sea el factor que determina la diferencia en la produccion de la misma comparada con la obtenida de

esos trabajos. Sin embargo, numerosos trabajos han demostrado que hay una menor produccién de

103



esta citocina en pacientes pediatricos VIH+ sin tratamiento (Lee y col., 1996; Resino y col., 2001b).
Asimismo, se ha demostrado que en nifios VIH* bajo el TAAE, hay un incremento en la produccion
de esta citocina, conllevando a una mejora en la proliferacion celular y una disminucion en la
frecuencia de apoptosis. De igual manera, se ha observado una correlacion positiva entre el nimero
de células TCD4+ y la produccion de IL-2 (Fan y col., 1997; Resino y col., 2001b). Esto ultimo
podemos comprobarlo con nuestros resultados de proliferacion, donde se observa un aumento en la
proliferacién de células TCD4+ especificas contra la vacuna BCG y Gag, a medida que incrementa el
numero de células TCD4+ (totales, virgenes y memoria) y disminuye la frecuencia de apoptosis,
indicando que el TAAE podria aumentar la produccion in vitro de esta citocina en pacientes

pediatricos VIH*.

EL TNF-a es una de las moléculas mas estudiadas en la infeccion por el VIH. Esta citocina
con actividad proinflamatoria se ha encontrado en niveles muy altos, en cultivos in vitro de CMSP y
células TCD4+, y este aumento se ha relacionado con altas tasas en la replicacion viral (Kedzierska y
Crowe, 2001), por su capacidad de inducir la activacion celular y la replicacion viral mediante una via
autocrina (Munoz-Fernandez y col., 1997). Se ha encontrado que esta citocina induce fuertemente la
transcripcion de genes virales, a través de la activacidon y subsiguiente unién de factores de
transcripcion celulares, especificamente NF-kB, a secuencias consenso presentes en la region
promotora de la repeticion terminal larga del genoma del VIH (Duh y col., 1989; Giriffin y col., 1991;
Mufoz-Fernandez y col., 1997). Sin embargo nuestros resultados muestran una menor produccion
(pero no significativa) de esta citocina en los pacientes antes del TAAE, en todas las condiciones de
cultivo (Figura 23D). Esto pudiera ser contradictorio con lo antes expuesto, sin embargo, las
funciones citotdxicas de los linfocitos TCD8+ dependen en parte de la produccion de TNF-a. Se ha

observado que la TNF-a promueve una mayor produccion de perforina en células TCD8+ especificas
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contra el VIH, por lo que su alta produccion puede aportar una mayor proteccion a través de estos
linfocitos (Appay y col., 2000; Badovinac y Harty, 2000). Asimismo, esta citocina promueve la
activacion y reclutamiento de la quimiocina RANTES que bloquea la infeccion de células TCD4+ por
el VIH (Moriuchi y col., 1996). Esta contradiccién obliga a realizar mayores estudios al respecto,

aumentando el nimero de individuos a estudiar.

Asimismo, pudimos observar que al segundo mes del TAAE, aumentd la produccion de esta
citocina, pero seguidamente disminuye con el tiempo de administracion del TAAE (Figura 23D). Una
de las posibles explicaciones para estos resultados consiste en que la infeccion por el VIH genera
alteraciones en la capacidad cooperadora de células TCD4+, conllevando a una disfuncion en el
establecimiento de los mecanismos citotoxicos de células TCD8+ (Pantaleo y Fauci, 1996). Por lo
tanto el incremento en la produccién de esta citocina durante los primeros meses del TAAE,
posiblemente se debe a una mejor activacion de estos mecanismos citotéxicos. Sin embargo, la
disminucion de carga viral producto del TAAE, disminuye la activacion de estas células y por lo tanto,

promueve el decremento en la produccion de esta citocina proinflamatoria.

Por otra parte, se ha demostrado que el TNF-a es una citocina importante para el control de
M. tuberculosis, a traves de la activacion de células T mediada por esta citocina (Nicod, 2007). Al
analizar nuestros resultados de produccion de TNF-a en presencia de la vacuna BCG, pudimos
percatarnos que posee la misma tendencia observada en las demas condiciones de cultivo. Se han
reportado la produccion impar de esta citocina contra BCG en nifios VIH+ (Mansoor y col., 2009), sin
embargo, hasta ahora no existe ningun trabajo que haya estudiado la produccion de esta citocina en
nifos VIH+ bajo el TAAE. Nuestros resultados podrian indicar que la produccién de esta citocina se

normaliza con lo observado en nifios sanos, no obstante, seria interesante seguir estudiando este
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fendmeno, aumentando el nimero de pacientes y el tiempo de estudio, para asi confirmar lo antes

descrito.

El IFN-y es producido principalmente por las células TCD4+, TCD8+ y por las NK (Alfano y
Poli, 2005). La literatura provee de evidencias contradictorias acerca de los efectos de la infeccion
por el VIH sobre la produccion de IFN-y. Por un lado se ha visto que esta citocina puede promover la
replicacion del VIH (Biswas y col., 1992; Vitale y col., 2003), sin embargo, hay un mayor numero de
evidencias que sugieren que esta citocina posee efectos inhibitorios sobre el virus (Clerici y Shearer,
1993; Fan y col., 1997; Bailer y col., 1999). Pudimos observar que la produccion in vitro de esta
citocina en CMSP (Figura 23E) y células TCD4+ (Figura 21) en presencia de Gag es similar a lo
encontrado en cultivos sin estimulo, pudiendo indicar que el establecimiento de este mecanismo
efector contra este antigeno es deficiente en los pacientes pediatricos VIH+ antes y durante 22
meses del TAAE. En este mismo orden de ideas, se ha demostrado que en nifios hay una menor
produccion de IFN-y en comparacion con los adultos, asimismo, la respuesta especifica contra la
proteina viral Gag incrementa en magnitud con la edad (Huang y col., 2008). Igualmente, se ha
demostrado que las células TCD8+ son la subpoblacién linfocitaria que posee una mayor capacidad
de produccion de IFN-y, mucho més que la subpoblacién de linfocitos TCD4+ (Prendergast y col.,
2012), por lo que seria interesante estudiar como se encuentra la produccion de esta citocina en
linfocitos TCD8+ de pacientes pediatricos VIH* antes y durante el TAAE, y comprobar si la misma se

encuentra afectada en los nifios VIH+y si se recupera con la administracion del TAAE.

Asimismo, pudimos observar que la produccion de esta citocina en presencia de la vacuna
BCG es similar entre los pacientes VIH+ (antes del tratamiento) y el grupo control. Una respuesta
inmune contra micobacterias que protege eficazmente involucra principalmente a los linfocitos T que

activan a macrofagos y su funciones microbicidas, a través de la produccion de IFN-y (Flynn 'y Chan,
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2001), por lo tanto, esta citocina juega un papel importante en la respuesta inmune contra la
tuberculosis. Nuestros resultados evidenciaron una pobre produccién de esta citocina en las CMSP
(Figura 23E) y en células TCD4+ (Figura21) de nifios VIH* antes y durante el TAAE, como también
en nifos sanos. Una posible explicacion es que es bien conocido que la vacuna posee una eficacia
relativa de 0-80%, debido principalmente a las diferentes variantes de la cepa (Andersen y Doherty,
2005; Trunz y col., 2006), por lo que nuestro resultado podria indicar que estos nifos no establecen
una respuesta inmune efectiva contra esta cepa de la vacuna. Pero también la edad influye en la
respuesta celular del sistema inmune, el cual estd inmaduro a corta edad y se desarrolla durante el
crecimiento del individuo. Un trabajo que refuerza estas ultimas afirmaciones fue realizado por el
grupo de Weir y col. (2008), quienes demostraron que la respuesta inmune contra la vacuna BCG
aumenta con la edad, por lo que hace necesario extender este trabajo y estudiar la produccion de

esta citocina en ninos con mas edad.

En cuanto a la produccion de citocinas Th2, algunos investigadores, a diferencia de lo
encontrado en nuestro estudio, han reportado un aumento de estas citocinas producidas por las
CMSP de cultivo de pacientes infectados por el VIH (Clerici y Shearer, 1994). En relacion a la IL-4,
se ha demostrado que es sintetizada predominantemente por células TCD4+ activadas, pero también
por células NK y basdfilos. Estimula la activacion y diferenciacién de células B, secrecion de 1gG1 e
lgGE, y expresion del CMH-Il en células B y macrdfagos (Kedzierska y Crowe, 2001). Numerosos
estudios han demostrado un aumento en la produccion de esta citocina en pacientes que viven con
el VIH (Barcellini y col., 1994; Maggi y col., 1994). Asimismo, se ha descrito que la administracion del
TAAE, disminuye la expresion del ARNm de la IL-4 (Imami y col., 1999). Sin embargo, nuestros
resultados muestran una produccién basal de esta citocina en todas las condiciones de cultivos de

CMSP de nifios sanos y en pacientes pediatricos VIH+ antes y durante el TAAE (Figura 23F). En

107



este mismo orden de ideas, Ordway y col. (2004), lograron medir la produccion de IL-4 después de 6
dias de cultivo, lo que nos podria indicar que nuestro planteamiento metodoldgico no es el mas
apropiado para el estudio de esta citocina en las condiciones planteadas. Tomando los resultados
previos en conjunto, podemos suponer que estos pacientes pediatricos antes del tratamiento
presentaron mayores niveles de IL-4 que en nifios sanos, y posiblemente se normalizé con la
administracion del TAAE, sin embargo, es necesario replantear el protocolo establecido en este
trabajo, realizando ensayos de mayor tiempo de cultivo para lograr estudiar de manera correcta la

produccion de esta citocina en estos nifios.

La IL-6 es una citocina pro-inflamatoria producida por una variedad de células, incluyendo
células T, células B, macrdfagos, fibroblastos y células endoteliales, en respuesta a infecciones
bacterianas o virales. Posee un gran espectro de funciones incluyendo la estimulacion de células B,
diferenciacion de monocitos e induccién de células productoras de IL-4 (Rincén y col., 1997). Se ha
observado que el VIH puede promover el incremento en la produccién de IL-6 en pacientes adultos
VIH+ (Birx y col., 1990), asimismo, la estimulacion con glicoproteinas virales gp120 y gp40
incrementa la produccion in vitro de esta citocina (Takeshita y col., 1995; Capobianchi, 1996).
Nuestros resultados muestran incongruencia con lo antes expuesto; pudimos observar que hay una
menor produccion in vitro en las CMSP de los nifios VIH+ antes del TAAE en comparacion a lo
encontrado en el grupo control (Figura 23G). Numerosos autores han encontrado que la funcién de
esta citocina depende casi exclusivamente de la TNF-a (Poli y col., 1990; Poli y col., 1994), lo que
podria explicar la baja produccidn de esta citocina en estos pacientes, tomando en cuenta nuestros
resultados de TNF-a (Figura 23D). Asimismo, observamos que incrementa al segundo mes del
TAAE vy tiende a disminuir en el tiempo, siguiendo un comportamiento similar a la produccion de

TNF-a. Es necesario reconocer que el incremento de esta citocina también se ha asociado a una
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respuesta exacerbada en pacientes VIH+ debido a la presencia de patégenos oportunistas como el
Citomegalovirus (CMV) (Humar y col., 1999) y Mycobacterium avium (Haas y col., 1998). Aunado a
esto, se ha visto un aumento de esta citocina en individuos bajo el TAAE y con el Sindrome de
Reconstitucion Inmune (Stone y col., 2002), indicando que estos pacientes posiblemente producen
grandes cantidades de esta citocina debido a la infeccion primaria del virus y las diferentes
alteraciones en el sistema inmune que esto acarrea, entre ellos, poca capacidad inmunoregulatoria
(Freguja y col., 2011). Por lo pudiéramos decir que los pacientes incluidos en este estudio no

desarrollaron tal sindrome, reflejado por las bajas cantidades de IL-6.

La IL-10 es una citocina producida por células T y B activadas, monocitos y macrofagos.
Inhibe la proliferacion de células T, predominantemente mediante la supresion de la sintesis de
citocinas Th1 e inhibe la activacion de macréfagos (Moore y col., 2001). La produccion de IL-10 es
inducida in vivo e in vitro durante la infeccion por el VIH (Clerici y Shearer, 1993; Clerici y col., 1994).
Asimismo, la gp120 y gp41 estimula el incremento en la secrecién de IL-10 en macrdfagos y
monocitos, pero no en células T (Borghi y col., 1995; Schols y De Clerq, 1996; Barcova y col., 1998).
Nuestros resultados indican que los pacientes pediatricos poseen una menor capacidad de
produccion de esta citocina (Figura 23H) en comparacion al grupo control, sin embargo, aumenta su
produccion con el TAAE. Pantaleo y Fauci en su revisién del afio 1996, la clasifican como una
citocina que suprime la expresion del virus; porque si bien la IL-10 usualmente limita la produccion
de citocinas Th1, su actividad realiza un balance entre la proteccién y el dafio en el sistema
inmunoldgico, ya que regula la respuesta que se activa en la infeccion crénica del VIH. Aunado a
esto, la IL-10 inhibe la apoptosis (Taga y col., 1993), un beneficio potencial en estos pacientes, por lo
que su incremento con el TAAE puede inducir una mejora generalizada en estos pacientes. Por

ultimo, el aumento en la produccion de esta citocina en presencia de la vacuna BCG, podria indicar
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que el TAAE ayuda a normalizar la produccion frente a este antigeno, beneficiando a estos

pacientes con una mejor proteccion contra a la tuberculosis.

Finalmente, en ninguno de nuestros ensayos in vitro pudimos observar diferencias en los
cultivos de CMSP sin Treg y con Treg de nifios VIH* y nifios sanos. Numerosas evidencias sugieren
que las células Treg de nifios sanos promueven la disminucion en la activacion de la respuesta
inmune frente a diversos antigenos (Karlson y col., 2004; Lee y col., 2007; Harris y col., 2008), lo que
nos podria indicar que nuestros resultados se deben principalmente al bajo nimero de nifios sanos
incluidos en nuestro trabajo. Sin embargo, la infeccion por el VIH ha demostrado generar
alteraciones en las funciones inmunorreguladoras de los linfocitos Treg. Como hemos descrito
previamente, la infeccion en nifios por el VIH genera una mayor disfuncion del sistema inmune en
comparacion a lo observado en adultos, inclusive, se ha determinado que en nifos infectados por
transmision vertical hay un mas rapido desarrollo de la enfermedad, en comparacion a nifos con
infeccién post-natal, indicando que el desarrollo del sistema inmune después del nacimiento podria
jugar un papel importante en mejorar el control viral y retardar la progresion de la enfermedad
(Prendergast y col., 2012). Asimismo, las células Treg expresan el receptor CD4 y los co-receptores
virales CCR5 y CXCR4 (Oswald-Richter y col., 2004; Antons y col., 2008), por lo tanto su actividad
podria verse comprometida por esta infeccidn, resultando en una reduccion en la funcién supresora
con negativas consecuencias en el paciente pediatrico. Aunado a esto, nuestros resultados han
demostrado que el TAAE normaliza algunos mecanismos efectores en estos pacientes, sin embargo,
la funcién supresora de las células Treg contra PHA, BCG y Gag aparentemente no se recuperan
totalmente. Esto nos indica que el aumento en la probabilidad de desarrollar el Sindrome de

Reconstitucion Inmune, observada en pacientes VIH+ debido a la administracién del TAAE, podria
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deberse en parte a una pobre funcidn supresora de estas células, conllevando a un incremento en la

morbilidad producto a la vacunacion por BCG.

Nuestros resultados en conjunto con trabajos previos demuestran que la infeccién por el VIH
induce fuertes cambios en el numero, fenotipo y funcionalidad de células TCD4+ de nifios infectados,
haciéndolos méas susceptibles a enfermedades oportunistas. Sin embargo, la administracion del
TAAE normaliza algunos de estos factores, conllevando a una mejora cualitativa y cuantitativa del
sistema inmune. Asimismo, la recuperacién de los linfocitos TCD4+ que observamos en nuestro
estudio nos permite deducir que la vacunacion junto con el TAAE permite conferirle una mayor
proteccion contra M. tuberculosis a través de una mejor respuesta inmune contra la vacuna BCG que
observamos en los ensayos in vitro. No obstante, es necesario establecer protocolos estrictos sobre
el seguimiento clinico de estos pacientes pediatricos, ya que la infeccion por el VIH podria inducir
alteraciones en la funcién supresora de células Treg, con posibles consecuencias negativas en la

salud de estos nifos.
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7. CONCLUSIONES

Nuestros resultados han demostrado que la administracion del TAAE genera profundos
cambios en la cantidad, fenotipo y funcionalidad de las células TCD4+ de nifios infectados por el VIH.
En este mismo orden de ideas, la infeccion pediatrica por el VIH produce una disminucion importante
tanto en valores absolutos como en porcentajes, de los linfocitos TCD4+ (totales, virgenes vy
memoria) con respecto al grupo de nifios sanos. Sin embargo, la administracion del TAAE induce un
incremento de estas subpoblaciones celulares a partir de los 2 meses del tratamiento antirretroviral.
Asimismo, nuestros resultados confirman un aumento en las células TCD8+ (totales, virgenes y
memoria) de nifios VIH+ antes del TAAE en comparacion al grupo control e incrementa con la

administracion del TAAE en el tiempo.

En conjunto, se observé una mayor frecuencia de apoptosis en células TCD4+ de nifos VIH*
antes del TAAE, posiblemente debido al incremento de moléculas pro-apotéticas (Fas y PD-1) en
conjunto con una disminucién de CD127. Sin embargo, pudimos comprobar que la administracion
del TAAE, induce un rapido decremento en la apoptosis de células TCD4+, posiblemente debido a la
disminucion que se observd en nuestros resultados en la expresion ex vivo de Fas y PD-1, y la

normalizacion en la expresion de CD127.

Asimismo, encontramos alteraciones en algunas funciones efectoras de las células TCD4+.
Los nifios VIH* poseen una disminuida capacidad proliferativa en las células TCD4+ en presencia de
la vacuna BCG y la proteina viral Gag. No obstante, la administracion del TAAE promueve un
incremento en la capacidad de proliferar de estas células, indicando fuertemente que la infeccién por
el VIH genera alteraciones importantes en este mecanismo efector y que la terapia antirretroviral

mejora algunos pardmetros inmunoldgicos especificos contra el antigeno BCG en estos pacientes.
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En este mismo orden de ideas, encontramos una reduccion generalizada en la produccion
basal de citocinas Th1y Th2 en los sobrenadantes de CMSP en cultivo. La produccion deficiente de
estas citocinas podria ser una de las causas en el aumento de morbilidad ocasionada por la
vacunacion con BCG. No obstante, la administracion del TAAE normaliza la produccién de IL-6, IL-
10 y TNF-a en el tiempo, lo que podria conferirles a estos pacientes mayor proteccion contra la
infeccidn por Mycobacterium tuberculosis. Por otra parte, no se observd cambios en la produccion
intracelular de IFN-y en linfocitos TCD4+ y en sobrenadantes de CMSP, indicando que la
recuperacion de este mecanismo en estos pacientes pediatricos es mucho mas complejo, lo que
hace necesario mas estudios para determinar el papel de esta citocina en la vacunacion por BCG en

ninos VIH*.

Nuestros resultados indican que la infeccion pediétrica por el VIH induce un aumento en la
cantidad de células Treg en sangre periférica, posiblemente debido a la hiperactivacién del sistema
inmune gracias a la infeccion viral. Sin embargo, la disminucion en la carga viral producto del TAAE
induce un decremento en la cantidad de estas células, alcanzando valores similares a lo observado
en nifios sanos. Asimismo, el protocolo utilizado para la purificacion de estas células en nifios VIH+y
nifios sanos, nos permitio realizar diferentes ensayos in vitro con el fin de estudiar estas células en la
infeccion pediatrica por el VIH. Sin embargo, nuestros resultados indican que la infeccion vertical del
virus genera una profunda disfuncién en esta subpoblacion celular, incluso después de 22 meses del
TAAE. Asimismo, podria influenciar a largo plazo en la respuesta inmune contra BCG, aumentando

la probabilidad de morbilidad asociada a esta vacunacion.

Por ultimo, nuestros resultados sugieren que la vacunacion por BCG puede ser
contraproducente en nifios VIH+ debido a una pobre respuesta inmune contra la vacuna producto de

la infeccion viral. Sin embargo, la administracion del TAAE en estos pacientes puede normalizar
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algunas funciones efectoras de células TCD4+, con la posibilidad de cierta proteccion a largo plazo
contra M. tuberculosis en estos pacientes. Confirmamos junto con trabajos previos la necesidad de
seguir vacunando a los nifios VIH*, siempre y cuando tengan acceso temprano a los antirretrovirales,
manteniendo protocolos estrictos en el seguimiento clinico de estos pacientes. Asimismo, la
disfuncion constante de las células Treg encontradas en nuestro trabajo incentiva a la investigacion
en pro de desarrollar terapias que busquen mejorar la funcidon de esta importante subpoblacion
celular para la regulacion de aquellos mecanismos inmunoldgicos alterados por la infeccién viral , lo

que aumentaria la calidad de vida de los nifios infectados por el VIH.
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9. ANEXOS

9.1. Formulario de Consentimiento

Proyecto Hospital de Ninos/Escuela J. M. Vargas (UCV)
EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE CONTRA BCG EN PACIENTES PEDIATRICOS CON INFECCION VIH+
BAJO TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL DE ALTA EFICIENCIA: MECANISMOS INMUNOREGULATORIOS
INVOLUCRADOS

He leido el documento de informacion relativo a este estudio donde observé bien el caracter

puramente cientifico y por el cual yo no obtendré ningun beneficio econémico.

Pude discutir lioremente con el Doctor quien me explico la naturaleza y los objetivos

de este estudio.

Yo acepto que los datos registrados en este protocolo puedan ser objeto de un tratamiento informatizado. Yo
estoy consciente que tengo derecho el acceso a la informacién de los mismos y puedo pedirlo en todo

momento ante el Dr. la informacién pertinente.

Yo doy mi consentimiento para que participe mi representado (a) en este estudio en las condiciones descritas
en la nota de informacion y yo acepto someterme con frecuencia a las visitas médicas y a los examenes
previstos por el protocolo. Yo me reservo el derecho de interrumpir el seguimiento sin tener que justificar mi

decisién, pero me comprometo en ese caso de informar al Dr.

Nombres y apellidos del paciente

Nombre del médico investigador

Fecha

Firma:
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9.2. Formulario de Informacidn

Proyecto Hospital de Ninos/Escuela J. M. Vargas (UCV)
EVALUACION DE LA RESPUESTA INVUNE CONTRA BCG EN PACIENTES PEDIATRICOS CON INFECCION VIH+
BAJO TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL DE ALTA EFICIENCIA: MECANISMOS INMUNOREGULATORIOS
INVOLUCRADOS

El médico tratante de su representado (a) le propone participar en este estudio. Esta nota de informacion es
dirigida a Ud, para que le permita obtener orientacion antes de decidir su aceptacion en que participe su
representado (a) participar y de firmar el formulario de consentimiento.

Este estudio es de naturaleza cientifica. La investigacion persigue el objetivo de estudiar pacientes pediatricos
seropositivos para el VIH, los cuales fueron vacunados con la BCG y queremos evaluar de manera
longitudinal si la respuesta inmunoldgica contra BCG se establece adecuadamente cuando estos pacientes
son tratados con la terapia antirretroviral de alta eficacia (TAAE). Para esto se va estudiar por un maximo de
dos afios a través de tomas sanguineas de 5 ml (maximo) cada cuatro (4) meses para determinar una serie
de pardmetros inmunoldgicos, a medida que se va administrando la terapia antiviral. Este estudio es
importante para poder determinar cdmo la TAAE permite que el sistema inmune tenga las condiciones
adecuadas para desarrollar una respuesta inmune eficaz bajo la administracion de una vacuna como la BCG,
aun en presencia de la inmunodeficiencia adquirida por la infeccion por el VIH. Es importante que conozca
que con este estudio, Ud. no tendrd beneficio econdmico alguno de este estudio

Porqué proponer este estudio?

Los pacientes pediatricos seropositivos para el VIH son expuestos al riesgo de desarrollar
infecciones oportunistas por microbios, de las cuales la poblacion general estd normalmente
protegida. Se han encontrado que el deterioro de sus sistema inmune es de tal nivel, que ciertas
vacunas de uso rutinario en bebes son generalmente ineficaz para conferir proteccién al vacunado,
ya que no se establece adecuadamente una respuesta inmune especifica para la vacuna
administrada. Con el advenamiento de la TAAE, esta situacion se ha revertido, debido a que el
sistema inmune se comienza a restablecer con la terapia, pero los mecanismos responsables de
esta mejoria, y especialmente en la respuesta inmune inducida por la vacuna, son desconocidos o
incompletamente comprendidos, por lo que se requiere investigar con mayor intensidad para
identificar aquellos factores del sistema inmunoldgico que son mejorados por la TAAE y permiten la
mencionada inmunidad especifica contra BCG. Con esto, se puede establecer factores de mejoria
con la administracion de | TAAE, aparte del numero de linfocitos T CD4 y la carga viral, y establecer
estrategias terapéuticas con un criterio mas racional. Esto conllevaria a una mejor calidad de vida de
estos pacientes pediatricos.

Descripcion y obligaciones del estudio
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Si Ud da su consentimiento para participar en este estudio, su participacion consistira en una visita
medica donde se le realizara su historia familiar y clinica, donde se determinara ciertos parametros
inmunoldgicos: el porcentaje y numero de células T CD4 (El primer examen se hard en nuestros
laboratorios).

* Debe tener un cuadro clinico donde hay una ausencia de infecciones oportunista

* Su representado (el paciente pediatrico) debe donar entre 4-5 ml de sangre total
(dependiendo del peso y estado clinico del paciente) para realizar la serie de experimentos en las
instalaciones de nuestros laboratorios. Ud. tendra informacién de los resultados clinicos y estudios
inmunoldgicos de su estado clinico. Igualmente, se le hara un seguimiento de la condicion del
sistema inmune por un maximo de dos afos, donde cada cuatro (4) meses, por lo cual, para esto se
tomard la misma cantidad de sangre.

* Asimismo, el paciente pediatrico debe tener la condicion de que aun no se le haya tratado
con ninguna terapia antiretroviral, sino después del inicio del estudio, si el médico tratante decide
que lo amerita, por lo que tendrd consecuentemente un seguimiento clinico.

* El paciente debe ser vacunado con la BCG, si aun no ha sido aplicada

Confidencialidad y anonimato

Todas las informaciones obtenidas de este estudio relativas a ud mismo quedaran estrictamente
confidenciales y anénimas: Sdlo los médicos que se ocupan directamente de la gestion de este
estudio tendran acceso a su historia médica, y estaran bajo las reglas muy estrictas del secreto
médico.

Los datos registrados en este estudio seran tratados y analizados en un sistema de informatica y Ud
tendra derecho acceder a los mismos en todo momento ante el médico que lo sigue en este estudio.

Otras disposiciones

Conforme al reglamento de la Comision de Bioética del Hospital de Nifios J. M. De Los Rios, este
estudio ha sido objeto de un examen de esta comision quien dond una opinion favorable. Si Ud
desea obtener informaciones complementarias antes de decidir de participar con su representado en
este estudio, en ese caso ud puede solicitarlas al responsable cientifico. Ud es libre de rechazar su
participacion en este estudio en todo momento, retirar su consentimiento sin tener que justificarse y
sin que esta decision de ninguna forma afecte la calidad de cuidado que se le dard por el médico
tratante. Se le comunicara los resultados a futuro y se les transmitira toda informacion nueva en el
curso del estudio que pudiera influir sobre la disponibilidad de su participacion.
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