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Resumen. En el presente trabajo, estudiamos la expresion ex vivo e in vi-
tro de los receptores CD95/Fas y CD127 en linfocitos T CD8+ totales, virge-
nes y de memoria de pacientes infectados con VIH con diferentes concentra-
ciones sanguineas de linfocitos T CD4+. Ademas, a estas células se les deter-
mind la apoptosis espontinea ¢ inducida por antigenos virales (Env) y su ca-
pacidad proliferativa especifica. Los resultados mostraron que los pacientes
con una baja densidad de linfocitos T CD4 sanguineos (CD4 < 250/ulL), mani-
festaban ex vivo una alta expresion de CD95/Fas y una baja expresion de
CD127 en todas las subpoblaciones de linfocitos T CD8+ en relacion a los pa-
cientes con una densidad mayor de linfocitos T CD4+ en sangre (CD4 >
250/uL). En ensayos in vitro usando el antigeno Env, los linfocitos T CD8+
totales presentaron una expresion similar de ambos receptores con una mayor
incidencia de apoptosis espontdanea y una disminuida capacidad proliferativa
en relacién a los controles. Estos resultados sefialan como el desarrollo pro-
gresivo de la infeccion por VIH en pacientes no tratados esta asociado con una
disminucion de linfocitos T CD8+ sanguincos, caracterizados por fallas en su
capacidad proliferativa y en la frecuencia de apoptosis, lo cual se evidencia
por una expresion alterada de CD127 y CD95/Fas.
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Abstract. We studied the ex vivo and in vitro expression of CD95/Fas
and CD127 receptors in total, naive and memory CD8+ T cells from VIH in-
fected patients with different blood counts of CD4+ T cells. In addition, spon-
taneous and induced apoptosis were determined in vitro using a viral antigen
(Env), along with an evaluation of their specific proliferative capacity. The ob-
tained results demonstrated that patients with low counts of CD4+ T cells
(CD4 < 250/ul), showed ex wivo, a high expression of CD95/Fas and a low
expression of CD127 in all CD8+ T cell subgroups, as compared with patients
with bigger counts of CD4+ T cells in blood (CD4> 250/ul.). In vitro analyses
using Env antigen showed that CD8+ T cells displayed a similar expression of
both receptors, with a higher incidence of spontaneous and induced apoptosis
and a diminished proliferative capacity as compared with controls. Results in-
dicate how the progression of VIH infection in non-treated patients is related
to a decrease of CD8+ T cells in blood, characterized by failures in their
proliferative capacity and apoptosis frequency, which is demonstrated by the

altered expression of CD127 and CD95/Fas expression.

Recibido: 21-02-2007. Aceptado: 30-07-2007.

INTRODUCCION

El papel fundamental que juegan los
linfocitos T CD8+ en el control de la repli-
cacion viral en las infecciones por el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) esta
bien establecido desde 1986 (1,2). Durante
la fase aguda de la infeccion viral se desa-
rrolla una respuesta vigorosa de linfocitos T
CDS8 oligoclonal (3, 4), la cual alcanza su
valor maximo cuando la viremia primaria
comienza a descender (5, 6). Por otra par-
te, estudios con pacientes no progresores,
quienes pueden controlar la infeccién, mos-
traron que sus linfocitos T CD8+ poseen
una alta capacidad citotéxica frente al VIH
(7). Ademas, la lenta progresion de la enfer-
medad en estos pacientes se correlaciond

con una respuesta vigorosa anti-VIH de lin-
focitos T CD4+ y CD8+ (8, 9). La rapida
aparicion de mutantes virales que escapan
de la respuesta citotoxica sugiere la fuerte
presion que ejercen los linfocitos T CD8+
sobre el virus (10, 11). Trabajos realizados
en primates no humanos infectados con el
Virus de la Inmunodeficiencia Simia (SIV)
muestran el papel protector de la respuesta
citotoxica frente al virus (12, 13).

Sin embargo, a pesar de la presencia
de una respuesta citotoxica frente al VIH,
en pacientes no tratados se observa una re-
plicacion sostenida del virus, la cual inevita-
blemente conduce a una profunda inmuno-
deficiencia y muerte. No esta claro atn por-
que los linfocitos T CD8+ a pesar de pro-
veer una proteccién parcial, son incapaces
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de prevenir la progresion a la fase SIDA en
estos pacientes. Varios posibles mecanis-
mos han sido planteados, tales como la eva-
sion de la respuesta inmunolégica por parte
del virus a través de mutaciones de sus pro-
teinas, principalmente Nef (14, 15); la dis-
minucién de la expresion del complejo ma-
yor de histocompatibilidad clase I sobre la
superficie leucocitaria (16); la baja densi-
dad y participacion de los linfocitos T
CD4+ (17); la alta susceptibilidad de los
linfocitos T CD8+ a la apoptosis inducida
por CD95/Fas debido a la baja expresion de
Bel-2 y Bel-xLl (18), y la presencia de la mo-
lécula PD-1 (programmed death) asociada
con apoptosis y baja capacidad proliferativa
de linfocitos T CD8+ especificos al VIH
(19, 20).

La homeostasis de las c¢élulas T de me-
moria es mediada por un balance entre un
bajo nivel de proliferacion de estas células
con su supervivencia y una baja tasa de
muerte apoptoética (21-23). Se conoce que
la renovacion y supervivencia de las células
T CD8 memoria no requieren ni de antige-
nos ni del complejo principal de histocom-
patibilidad (CPH) (21, 24-27), aunque las
interacciones del complejo TCR/CPH son
necesarias para mantener la funcién de las
células T de memoria (25). En los tltimos
afios se ha demostrado que la citocina IL-7
es un factor importante de supervivencia de
los linfocitos T, tanto de las células memo-
ria como las virgenes. Se conoce que la IL-7
juega un papel critico en el control de la
homeostasis de los linfocitos T CDS8 (28).
Esta citocina es capaz de actuar sobre linfo-
citos T aumentando su supervivencia y su
proliferacion homeostatica (29-31), me-
diante la inducciéon de la sintesis de la pro-
teina antiapoptotica Bel-2 (32, 33), la cual
juega un papel muy importante sobre la lin-
fopoyesis, la regulacion de la respuesta in-
munitaria y la apoptosis (34). Todos estos
efectos de la IL-7 dependen de la expresion
de su receptor sobre la célula blanco, el

cual presenta en su estructura proteica una
subunidad no compartida con otros recep-
tores de citocinas, la denominada cadena
alfa (CD127/IL-7alfa), expresada en la ma-
yoria de los linfocitos T (35, 36).

La homeostasis de las células T se pier-
de durante la infeccion con el VIH. Este vi-
rus es capaz de producir un aumento de la
destruccién de los linfocitos T, una dismi-
nucién de la produccion de los mismos y
graves defectos en la inmunidad mediada
por células (37, 38). El papel que juega la
IL-7 y su receptor en la inmunopatogénesis
de la infeccion VIH estd atin bajo investiga-
cion. Se han encontrado altos niveles plas-
maticos de IL-7 en pacientes VIH+, y en al-
gunos estudios esto se correlaciona con la
pérdida de los linfocitos T CD4 (30, 39,
40). Ademas, se ha observado una reduc-
cién de la expresién de la molécula CD127
en linfocitos T CDS8 en pacientes infectados
(41-43). Sin embargo, se conoce poco como
se encuentra la expresion de esta molécula
CD127 en las subpoblaciones memoria y
virgenes de los linfocitos T CDS8 en la infec-
cion VIH y sus posibles implicaciones en la
supervivencia de estas células.

En este contexto, nuestro trabajo se
enfoco en el estudio simultaneo de la expre-
sion de la molécula CD127 y la molécula
CD95 (Fas) (ensayos ex vivo e in vitro) en
las subpoblaciones virgenes y de memoria
de linfocitos T CD8 provenientes de pacien-
tes infectados con VIH. Estos pacientes fue-
ron divididos en dos grupos: grupo 1 pa-
cientes VIH+ con > 250 células T CD4/uL
sangre, y grupo 2 con < 250 células T
CD4/uL sangre. El grupo control consistio
en donadores sanos. También analizamos la
capacidad de proliferaciéon especifica al VIH
de estas subpoblaciones de linfocitos T CD8
y la frecuencia de apoptosis espontanea e
inducida por antigenos virales en estas cé-
lulas mediante ensayos in wvitro. Nuestros
resultados en los ensayos ex wvivo indican
una disminucién dristica de la expresion de
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la molécula CD127 y un aumento significa-
tivo de la expresion de Fas en las subpobla-
ciones virgenes y de memoria de linfocitos
T CDS8, en ambos grupos de pacientes, pero
observandose mayores cambios en el grupo
de los pacientes VIH+ con menos células
CD4 sanguineas (< 250 CD4/ul. sangre).
Sin embargo, esta expresion alterada de
ambas moléculas CD127 y Fas, no depen-
den de los niveles sanguineos de células T
CD4 en los pacientes infectados, sugiriendo
otros factores involucrados en este fen6me-
no. Igualmente, esta misma alteracion de la
expresion de ambas moléculas fueron en-
contradas en los ensayos in vitro, tanto en
ausencia de estimulacién como en presen-
cia de antigenos del VIH. Finalmente, se de-
tecté una disminucién en la capacidad de
proliferacion en estas células en presencia
de antigenos del VIH y de PHA (phytohema-
Sglutinn), y un aumento de la apoptosis es-
pontinea ¢ inducida por antigenos virales.
Todos estos resultados sugicren un desequi-
librio en la homeostasis de las células T
CDS8 en pacientes VIH+ por alteraciones de
su capacidad de proliferacion y de su fre-
cuencia de apoptosis, posiblemente causa-
dos por cambios en la expresién de las mo-
léculas CD127 y Fas en su superficie celu-
lar, ocasionando un mayor compromiso con
el sistema inmunoldgico de los pacientes
infectados con VIH.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes

Se incluyeron en este estudio dos gru-
pos de pacientes crénicamente infectados
con VIH evaluados en el Servicio de Infecto-
logia del Hospital Vargas de Caracas, Vene-
zuela, El primer grupo (n = 11) presentaba
un namero menor a 250 células T CD4/ul.
sangre (11-247 CD4/ul. sangre) y el segun-
do (n = 9) estaba conformado por pacien-
tes con un namero mayor a 250 células T

CD4/ul. de sangre (258-797 CD4/ul. san-
gre), ambos sin tratamiento antiretroviral y
sin ningan tipo de sintomatologia de infec-
ciones oportunistas. Donantes sanos, no in-
fectados con VIH, fueron incluidos en el
protocolo como controles (n= 14). El estu-
dio fue aprobado por la comisién de Bioéti-
ca del instituto hospitalario y los pacientes
dieron su consentimiento por escrito de
participar en el mismo.

Cuantificacion del ARN-VIH-1

Los niveles plasmaticos de ARN-VIH
fueron medidos mediante la técnica de la
RT-PCR (reverse transcriptase-polymerase
chain reaction) con un kit comercial (Ro-
che). Estas mediciones fueron realizadas en
el Banco Municipal de Sangre de Caracas,
Venezuela.

Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales usados en
este estudio fueron: CD3-PerCp/CDS-APC,
CD4-APC, CD45RA-FITC, CD45RO-PE, anti-
BrdU-FITC, CD95/Fas-FITC, CD127-PE (Bec-
ton Dickinson, BD).

Analisis del fenotipo de las
subpoblaciones de linfocitos T

A partir de 100 uL. de sangre total, el
fenotipo de las subpoblaciones celulares de
linfocitos T de los individuos fue analizado
por citometria de flujo. Los linfocitos T CDS8
fueron marcados con anticuerpos especificos
CD3-PerCp/CD8-APC, mientras que las res-
pectivas subpoblaciones virgenes y de me-
morias fueron identificadas con la combina-
cion de anticuerpos conjugados con dife-
rentes fluorocromos: antiCD45RA-FITC y
antiCD45RO-PE, respectivamente. Las célu-
las fueron incubadas con los anticuerpos
conjugados por 30 min a temperatura am-
biente, en oscuridad, se lavaron las células y
se lisaron los globulos rojos mediante una
solucion de lisis (BD) por 15 min. Poste-
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riormente, se lavaron las células y se resus-
pendieron en 500 ul. de PBS (Santa Cruz,
USA) para ser analizadas en un citémetro
de flujo FACS ExCalibur (BD), donde se se-
lecciond la poblacién de leucocitos vivos,
segun las caracteristicas de dispersion fron-
tal (side scatter) y lateral de la luz (forward
scarter). Por cada muestra, se adquirieron y
analizaron 10.000 eventos.

Ensayo de proliferacion de linfocitos
in vitro (PLs)

A partir de células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) aisladas de sangre
fresca heparinizada mediante un gradiente
de densidad de Ficoll (Histopaque, Sigma,
USA) fueron cultivadas en placas de cultivo
de 96 pozos a una densidad de 1x103 célu-
las/pozo en 0,2 mL de medio de cultivo
RPMI-1640 (GIBCO, USA) suplementado
con antibiéticos y 10% de suero fetal bovino
(GIBCO, USA) en ausencia o presencia de 5
ug/1 de PHA (Sigma), 1 ug/mL de un céetel
de péptidos de envoltura (Env) de VIH
(BD). La PLs fue cuantificada a las 72 horas
de estimulacion por la incorporacion de
Bromodeoxiuridina (BrdU, Sigma) en culti-
vos triplicados de las células, las cuales fue-
ron incubadas por 4-5 horas con BrdU e in-
mediatamente permeabilizadas con saponi-
na (0,5%) con el fin de marcar las células
que hubiesen incorporado BrdU, mediante
un anticuerpo anti-BrdU-FITC con DNasa.
La incubacién con este anticuerpo se reali-
z6 por 30 minutos a temperatura ambiente
y en oscuridad en conjunto con una serie de
otros marcadores para células T CDS8, virge-
nes y memoria mediante una bateria de an-
ticuerpos: CD3-PerCp/CDS-APC/CD45RO-PE.
Después de haber sido lavadas, las muestras
fueron analizadas por citometria de flujo,
seleccionando para su andlisis en la
poblacién de leucocitos vivos, las poblacio-
nes de linfocitos T totales (CD3) y de
linfocitos T CDS8. Por cada muestra, 10.000

eventos fueron adquiridos. Los resultados
fueron expresados como porcentajes de
células positivas para el marcaje de BrdU.

Cuantificacion de apoptosis

El marcaje con annexina V fue desarro-
llado para detectar los cambios de la mem-
brana plasmatica que ocurren en las prime-
ras fases del proceso apoptético. El marcaje
fue realizado en cada condicion del cultivo
de CMSP a las 72 horas de estimulacion. Las
células fueron recolectadas y marcadas con
Annexina V- FITC y con ioduro de propidio
(PI), para identificar las células apoptéticas
y necroticas respectivamente, de acuerdo a
las instrucciones del fabricante (BD). Ade-
mas se incluyeron en la incubacién los anti-
cuerpos respetivos para identificar a los lin-
focitos T CD8 (CD3-PerCp/CDS-APC). Des-
pués de 15 min de incubacion se lavaron las
células y se resuspendieron en PBS y se ana-
lizaron en el citémetro de flujo.

Determinacion de la expresion ex vivo e
in vitro de Fas (CD95) en las
subpoblaciones de los linfocitos T

Se determiné la expresién ex vivo de
la molécula CD95/Fas en la superficie de
diferentes subpoblaciones linfocitarias me-
diante el marcaje selectivo de esta moléecula
con un anticuerpo anti-CD953-FITC y con
una serie de anticuerpos (CD3, CD4/CDS,
CD45R0O). Se incubaron 50 ul. de sangre
periférica con estos anticuerpos por 30 min
en oscuridad, se lavaron las células y se lisa-
ron los glébulos rojos mediante una solu-
cion de lisis por 15 min. Posteriormente, se
lavaron las células y se resuspendieron en
500 uL de paraformaldechido al 1% para ser
analizadas en el citémetro de flujo. La ex-
presion in vitro de la molécula CD95/Fas,
se determind en las células cultivadas y esti-
muladas por 72 h mediante ¢l marcaje se-
lectivo utilizando el mismo protocolo des-
crito para el analisis ex vivo.
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Determinacion de la expresion ex vivo e
in vitro de IL-7alfa (CD127) en las
subpoblaciones de los linfocitos T

Se cuantificé la expresion ex vivo de
esta molécula CD127 en la superficie de di-
ferentes subpoblaciones linfocitarias me-
diante el marcaje selectivo de esta molécula
por un anticuerpo anti-CD127-PE y con una
serie de anticuerpos (CD3, (CD4/CDS,
CD45R0O). Se incubaron 50 ul. de sangre
con estos anticuerpos por 30 min en oscuri-
dad, se lavaron las células y se lisaron los
globulos rojos con una solucién de lisis por
15 minutos. Posteriormente, se lavaron las
células y se resuspendieron en 500 ul de
paraformaldehido al 1% para ser analizadas
en el citometro de flujo. La expresion in vi-
tro de la molécula CD127 se determiné en
las células cultivadas y estimuladas por 72 h
por el marcaje selectivo de esta molécula y
utilizando el mismo protocolo descrito para
el analisis ex vivo.

Anilisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron
mediante el uso del programa SIGMASTAT
(version 9.2 para Windows, SIGMA, USA).
Los resultados fueron expresados como el
promedio = la desviacién estdndar. Se veri-
fico la distribucién normal de los datos, por

lo que las diferencias en los promedios fue-
ron comparados por el método t de Student
para datos no pareados. Los anilisis de re-
gresion fueron realizados por la prueba es-
tadistica de Pearson para determinar las co-
rrelaciones entre los niveles sanguineos de
linfocitos T CD4 y de linfocitos CDS8 virge-
nes y de memoria con la expresion de
CD95/Fas y CD127 en linfocitos T CDS8. Se
consideraron significativos las diferencias
cuando p < 0,05.

RESULTADOS

Las concentraciones sanguineas de lin-
focitos T CDS8 virgenes y memoria se corre-
lacionan con el niimero de linfocitos T CD4
en sangre en la infeccion por VIH. La pre-
sencia de la infeccion VIH ocasiona una al-
teracion en el nimero de linfocitos T CDS8
totales y sus subpoblaciones virgenes y de
memoria sanguineos con respeto a los valo-
res del grupo de individuos sanos. Efectiva-
mente, se encontré que los pacientes con
mas linfocitos CD4 en sangre (CD4 >
250/ul) presentan un namero significativa-
mente mayor de linfocitos T CDS totales
(p < 0,01), virgenes (p < 0,01) y de memo-
ria (p < 0,05) en relaciéon a los valores del
grupo control (Tabla I). Sin embargo, en

TABLA I
CONTAJE DE SUBPOBLACIONES CELULARES EN SANGRE, CARGA VIRAL PLASMATICA Y EDAD
DE LOS INDIVIDUOS

Grupos CD3CD4+ CD3CD8+ CDS8CD45RA+ CD8CD45RO+ Carga viral Edadf
Pacientes 420 = 210%¢ 1261=% 759¢ 511 = 298¢ 524 + 213¢ 19.871 = 39 =10
(CD4>250) (258-727)b  (457-3212) (191-1042) (215-757) 10.215¢ (29-58)
(n=11)

Pacientes 144 = 87¢  738= 650 221 = 1654 321 = 237 103.967 = 36 9
(CD4<250)  (11-247) (87-2324) (29-598) (59-757) 149.968 (24-63)
(n=9)

Controles 1111 =367 620 = 418 289 = 203 194 = 168 ND 33 + 12
(n=14) (615-1830)  (19-1297) (49-713) (39-670) (19-52)

aLos promedios absolutos son expresados como célula/uL = DS.  bLos valores encerrados entre paréntesis repre-

sentan el minimo y méximo del conjunto de datos.

¢p < 0,01 ws control.

dp < 0,05 vs grupo (CD4 > 250).

¢Los valores son expresados como N° copias ARN viral/mL plasma. fEdad en afios.
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aquellos pacientes que presentan un niime- La presencia de la infecciéon por VIH
ro mas bajo de linfocitos T CD4 sanguineos ocasiona un aumento de la expresion ex
(CD4 < 250/ul.), muestran una disminucion vivo de Fas en linfocitos T CDS8, indepen-
en el namero de linfocitos T CDS totales, de diente de los niveles sanguineos de linfoci-
memoria y virgenes, esta tltima subpobla- tos T CD4. La molécula CD95/Fas es uno
cion estadisticamente diferente (p < 0,05) a de los factores inductores de la apoptosis
los valores de los pacientes con mayor ni- celular mediante la unién de su ligando na-
mero de células T CD4 (CD4 > 250/ul). tural, Fasl, cuyo papel en la inmunopatolo-
Aunado a esto, analizamos la correlacion gia del VIH es de gran importancia. Se in-
que existe entre el nimero de linfocitos T vestigd la expresion ex vivo de esta molécu-
CDS virgenes y de memoria en sangre y el la, encontrando aumentada su expresion de
namero de linfocitos T CD4 sanguineo que manera significativa (tanto en porcentaje
presentan los pacientes infectados con VIH, como en promedio de intensidad de fluores-
encontrandose una correlacién positiva cencia, MFI) en la superficie de los linfoci-
para ambas subpoblaciones (p < 0,001) tos T CDS totales y virgenes de los pacien-
(datos no mostrados), es decir, a un menor tes infectados tal como se puede observar
namero de linfocitos T CD4 hay una reduc- en la Figs. 1A, 1B y 1C. Las células T CDS8
cion del namero de células T CDS8 virgenes de los pacientes con menos CD4 sanguineos
y memoria en sangre. Por otra parte, los va- (CD4 < 250/ul)) expresaron valores prome-
lores de la carga viral fueron mayores pero dios muchos mas altos de CD95/Fas con
sin diferencia estadisticamente significativa respecto a los del grupo control al analizar-
en ¢l grupo de pacientes con menos linfoci- los como poblaciéon total (P < 0,0005), y
tos CD4 sanguineos (CD4 < 250/ul.) en re- como subpoblacion virgen (P < 0,005). No
lacion al grupo con mayor cantidad de lin- fue significativa la diferencia en la subpo-
focitos T CD4 en sangre (CD4 > 250 ul). blacién de memoria. Se pudo observar que
A B C
& 110 N Controln =14 %0 NN Control n =14
[ Control (23%) 100 _P<0.0008 = oo < s0me 12 s B oot oo o2

= CD4 >250 (76%)
[ CD4 < 250 (93%)

P <0.0005
P <0.005

P < 0.005

Cuentas

P <0.001
P <0.0001

P <0.005

Linfocitos T CD95+ (%)

Linfocitos T CD95+ (MFI)

=

10° 10! 102 10° 10t 0
CD95/ Fas CcD8 CD8RA CD8RO CcD8 CD8RA CD8RO

Fig. 1. Expresion ex vivo de CD95/Fas en linfocitos T CDS8 en la infeccién VIH. Se determiné la ex-
presion ex vivo de la molécula CD95/Fas en linfocitos T CD3CDS totales, virgenes y de me-
moria a partir de sangre total. (A). Histograma de resultados de un experimento tipico por
cada grupo estudiado (controles, voluntarios sanos; CD4 > 250, pacientes VIH+ con mas de
250 células T CD4/uL sangre; CD4 < 250, pacientes con menos de 250 células T CD4/uL
sangre) (B). Resultados totales en porcentaje (%) de la expresion ex vivo de CD95/Fas en las
diferentes subpoblaciones de linfocitos T CD8 (C) y en promedio de la intensidad de fluores-
cencia (MFI). Las barras representan el promedio * la desviacion estandar. Las diferencias en
los promedios fueron comparados por el método t de Student para datos no pareados (p <
0,05) vs control.
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los pacientes con mayores niveles sangui-
neos de linfocitos T CD4 (CD4 > 250/uL)
presentaban un aumento de la expresion de
CD95/Fas en los linfocitos T CDS8 totales (P
< 0,05) en relacion al grupo control pero
con menores valores en relacion al grupo de
pacientes infectados (CD4 < 250/ul) (P <
0,005 vs grupo control).También se pudo
observar que el aumento de la expresion de
CD95/Fas sobre la supertficie de los linfoci-
tos T CDS8 de los pacientes infectados es in-
dependiente de los niveles sanguineos de
linfocitos T CD4 (P = 0,80), (datos no mos-
trados).

La expresion de CD95/Fas en linfoci-
tos T CD8 de pacientes infectados con VIH
estd aumentada tanto en ausencia de esti-
mulo como en presencia de antigenos del
VIH (Env). Se estudié en diferentes condi-
ciones de cultivo la expresion de CD95/ Fas
en los linfocitos T CDS8 totales provenientes
de ambos grupos de pacientes infectados
con VIH. Observamos que estas células pre-
sentaron una mayor expresion de Fas tanto
en ausencia de estimulo como en presencia
de Env con respecto al control (Fig 2A),

siendo estadisticamente significativa la di-
ferencia entre los pacientes con menos lin-
focitos T CD4 en sangre (CD4 <250/ul) y
el grupo control: Sin estimulo: (58,0 =
26,4 vs 34,0 = 18,9, P < 0,05) y Env (55,6
+ 23,0 vs 38,2 = 16,5, P < 0,05). Sin em-
bargo, cuando se analiz6 la expresion de
CD95/Fas en las subpoblaciones virgenes y
de memoria de las células T CDS8 cultiva-
das por 72 horas en presencia de Env, se
pudo observar que ambos grupos de pa-
cientes VIH+ expresaron un aumento de la
expresion de esta molécula con respecto a
los valores del grupo control, pero sin dife-
rencia significativa entre ambos (Figs. 2B y
20).

La expresion ex vivo de la moléculas
[L-7alfa (CD127) estd disminuida en los lin-
focitos T CDS8 en la infeccion por VIH y es
independiente del ntiimero de linfocitos T
CD4 sanguincos. La molécula IL-7alfa
(CD127) es una de las sub-unidades del re-
ceptor de membrana de la citocina IL-7, la
cual es otra de las citocinas responsables de
la supervivencia de los linfocitos T, virgenes
y de memoria (28). Cuando se midio la ex-
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Fig. 2. Medicion de la expresion in vitro de CD95/Fas en linfocitos T CDS8. Se determiné la expresion

in vitro de la molécula CD95/Fas en linfocitos T CD3CDS8 totales (A), virgenes (B) y memoria
(C) de los diferentes grupos experimentales (controles, voluntarios sanos; CD4 > 250, pa-
cientes VIH+ con mds de 250 células T CD4/ul. sangre; CD4 < 250, pacientes con menos de
250 células T CD4/ul sangre), en presencia de diferentes condiciones de estimulos (PHA
5 ug/mLyEnv 1 ug/mL) después de 72 horas de cultivo de PBMC. Los resultados fueron obte-
nidos mediante la adquisicion de 10.000 eventos, cuyas barras representan el promedio = des-
viacion estdandar. Las diferencias en los promedios fueron comparados por el método t de Stu-
dent para datos no pareados (p < 0,05) vs control.
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presion ex vivo de la molécula CD127 sobre
la supertficie de linfocitos T CD8 de pacien-
tes infectados, se pudo constatar una signi-
ficativa disminucién con respecto a la del
grupo control, tanto en porcentaje como en
densidad de receptores por célula (Figs. 3A
y 3B, respectivamente). Al analizar si este
comportamiento en la expresion ex vivo de
CD127 tanto en linfocitos T CD4 como en
CDS8 presentaba alguna correlacion con los
valores de linfocitos T CD4 sanguinecos de
estos pacientes, encontramos que no existia
tal correlacion (P = 0,52 y P = 0,25, res-
pectivamente) (datos no mostrados).

Se investigd también la expresion de la
CD127 en linfocitos T CDS8, en las subpobla-
ciones virgenes y de memoria, en ensayos in
itro, tanto en ausencia como en presencia
de estimulaciéon con PHA o péptidos del
VIH (Env). Los resultados obtenidos indican
claramente que la expresion de esta molé-
cula esta disminuida en todas estas subpo-
blaciones celulares de pacientes infectados
con VIH, siendo mayor la diferencia en
aquellos pacientes con menos células CD4
sanguineas en comparacion a los valores del
grupo de individuos sanos (Figs 4A, 4B y
4C), presentando una diferencia estadisti-
camente significativa (p < 0,05) la subpo-
blacién virgen comparandola con el control
en ausencia de estimulo (Fig 4B).

La apoptosis en linfocitos T CDS8 se en-
cuentra aumentada en pacientes VIH+. Se
conoce que una de las causas de la inmuno-
patologia de la infeccion por el VIH es la
alta tasa de apoptosis en los linfocitos T.
Medimos la tasa de apoptosis espontinea e
inducida en linfocitos T CD8 cultivados por
72 horas en ausencia o en presencia de esti-
mulacion con PHA y Env. Se pudo observar
que la infeccion viral produjo un aumento
de la apoptosis espontdnea en estas células
con respecto al control (Fig. 5). Asi mismo,
se observo que los pacientes con menos lin-
focitos CD4 sanguineos (CD4 < 250/u)
presentaban un mayor porcentaje de apop-
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Determinacion de la expresion ex vivo
de IL-7alfa (CD127) en linfocitos T CDS8
en la infeccién VIH. Se determind la ex-
presion ex vivo de la molécula CD127
en linfocitos T CD3CDS8 totales, virge-
nes y memoria a partir de sangre total.
(A). Resultados totales en porcentaje
(%) de la expresion ex vivo de la CD127
en las diferentes subpoblaciones de lin-
focitos T CD8 (B) y en promedio de la
intensidad de fluorescencia (MFI). Las
barras representan el promedio * la
desviacion estandar. Las diferencias en
los promedios fueron comparados por el
método t de Student para datos no pa-
reados (p < 0,05) vs control.
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Fig. 4. Cuantificacion de la expresion in vitro de CD127 en linfocitos T CDS. Se determiné la expre-

sion in vitro de la molécula CD127 en linfocitos T CD3CDS8 totales (A), virgenes (B) y memo-
ria (C) de los diferentes grupos experimentales (controles, voluntarios sanos; CD4 >250, pa-
cientes VIH+ con mas de 250 c¢élulas T CD4/uL sangre; CD4 < 250, pacientes con menos de
250 c¢élulas T CD4/ul. sangre), en presencia de diferentes condiciones de estimulos (PHA 3
wg/mLy Env 1 ug/mL) con 72 horas de cultivo de PBMC. Los resultados fueron obtenidos me-
diante la adquisicion de 10.000 eventos, cuyas barras representan el promedio * desviacion
estandar. Las diferencias en los promedios fueron comparados por el método t de Student

para datos no pareados (p < 0,05) ws control.

tosis con respecto al control (P < 0,01).
[gualmente, cuando se estimularon las célu-
las T CD8 con péptidos virales Env se pro-
dujo un aumento de la apoptosis, en este
caso inducida, en ambos grupos de pacien-
tes infectados. Este aumento fue estadisti-
camente significativo con respeto al grupo
de pacientes con menos células CD4 en san-
gre (P < 0,05). Sin embargo, estos valores
no fueron mayores que los encontrados
para la apoptosis espontdnea. Finalmente,
en presencia de PHA, se evidencié un ligero
aumento de la apoptosis inducida con res-
peto al control. Este no fue estadisticamen-
te significativo.

La capacidad proliferativa especifica
de linfocitos T CDS8 esta afectada en la in-
feccion por VIH. Se estudi6 la capacidad de
proliferacién de los linfocitos T CDS8, inclu-
yendo a las subpoblaciones virgenes y de
memoria, en ausencia o en presencia de es-
timulos (PHA y Env) mediante la medicién
de la incorporacion de BrdU. Se midi6é por
citometria de flujo utilizando un anticuerpo
anti-BrdU-FITC. En la Fig. 6, podemos ob-
servar que los linfocitos T CDS8 totales de
ambos grupos de pacientes infectados per-
dieron parcialmente su capacidad de proli-
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Fig. 5. Apoptosis de Linfocitos T CDS8. Se de-

terminé la apoptosis de linfocitos T
CDS8 en presencia de diferentes estimu-
los, PHA 5 ug/mL y Env 1 ug/mlL des-
pués de 72 horas de cultivo de PBMC.
Los diferentes grupos estudiados fue-
ron: (controles, voluntarios sanos; CD4
> 250, pacientes VIH+ con mas de 250
células T CD4/ul sangre; CD4 < 250,
pacientes con menos de 250 células T
CD4/ul sangre). La medicion se realizé
a través del marcaje con annexina V y
yoduro de propidio que fue analizada
por citometria de flujo. El promedio
esta representado con una barra de co-
lor negro y la dispersion de los resulta-
dos representada por cada simbolo. Las
diferencias en la media fueron
comparadas por el método t de Student
para datos no pareados (p < 0,05).
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Fig. 6. Proliferacién de Linfocitos T CDS8. Se determiné la proliferacion de linfocitos T CDS8 totales
(A), virgenes (B) y memoria (C) en presencia de diferentes estimulos PHA 5 pg/mL y Env 1
ug/mL después de 72 horas de cultivo de PBMC, a través de la medicion de la incorporacion
de Bromodeoxiuridina (BrdU), gracias a un anticuerpo monoclonal anti-BrdU-FITC que fue
analizada por citometria de flujo. El promedio estd representado con una barra de color negro
y la dispersion de los resultados esta representada por cada simbolo. Las diferencias en la me-
dia fueron comparadas por el método T de Student para datos no pareados (p < 0,05).

feracion, en presencia del mitégeno PHA, el
cual es capaz de producir una mayor proli-
feracion en las células del grupo control
(P < 0.05). En presencia de antigenos espe-
cificos del VIH, estas células no fueron ca-
paces de proliferar, obteniéndose valores si-
milares a los del grupo control (Fig 6A). De
igual forma, cuando se estudiaron las sub-
poblaciones virgenes y de memoria, se ob-
servé una disminucion de la proliferacion
pero ésta no fue estadisticamente significa-
tiva al compararla con el grupo control
(Figs. 6B y 6C).

DISCUSION

La respuesta celular de los linfocitos T
CDS8 juega un papel esencial en la habilidad
de los individuos infectados con el VIH para
controlar la replicacién viral (5, 44), donde
el balance de senales positivas y negativas
moduladas por citocinas y por sus recepto-
res en estas células parece ser critico para
su homeostasis y por ende, para el destino
altimo de esta respuesta celulaR (4). En
este sentido, en el presente trabajo estudia-
mos la expresién ex vivo e in vitro de recep-
tores de muerte (CD95/Fas) y de supervi-
vencia (CD127) en linfocitos T CDS totales,

virgenes y de memoria de pacientes infecta-
dos con el VIH, asi como la capacidad de
proliferacion especifica y la frecuencia de
apoptosis espontanea ¢ inducida que pre-
sentaban estas células en presencia de anti-
genos de la envoltura viral (Env). Los resul-
tados muestran claramente una alteracion
en la expresion ex vivo e in vitro de ambos
tipos de receptores, ademas de una respues-
ta proliferativa deficiente y una alta fre-
cuencia de apoptosis espontanea ¢ inducida
por estimulacién antigénica, siendo mayo-
res estos cambios en los pacientes con me-
nores concentraciones sanguineas de linfo-
citos T CD4 (CD4 < 250), sugiriendo que
durante el transcurso de la infeccion por el
VIH se producen numerosos y profundos
cambios en los mecanismos homeostaticos
y funcionalidad de los linfocitos T CD8 que
pudiesen llevar a la fase de SIDA de la enfer-
medad.

Cuando se estudiaron las proporciones
de las subpoblaciones linfocitarias sangui-
neas en diferentes grupos, los resultados
muestran que los dos grupos de pacientes
infectados presentan cambios importantes
con respecto al grupo control, destacando
una disminucién de los linfocitos T CD4 en
ambos grupos, y un aumento de los linfoci-
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tos T CDS totales, virgenes y de memoria
en el grupo de pacientes con mayor canti-
dad de linfocitos T CD4 en sangre (CD4 >
250/ul.), mientras que en los pacientes con
niveles mas bajos de linfocitos T CD4 san-
guineo (CD4 < 250/ul) presentaron una
disminucion de estos linfocitos T CD8 y de
sus subpoblaciones respectivas. Estos resul-
tados sugieren que a medida que transcurre
la infeccion, comienza a ocurrir una pérdi-
da de linfocitos T CDS8 en las etapas mas
avanzadas. Hecho que es confirmado con
las correlaciones positivas que encontramos
entre el nimero de linfocitos T CD4 sangui-
neos y los niveles sanguineos de linfocitos T
CDS virgenes y de memoria (datos no mos-
trados). Es decir, a medida que van dismi-
nuyendo los linfocitos T CD4 en sangre du-
rante la infeccion, lo cual se utiliza como
un indicador del progreso de la infeccion,
se van perdiendo las células T CDS8 virgenes
y memoria en estos pacientes.

Existen numerosas evidencias de que
la infeccién VIH produce pérdida de los lin-
focitos T CDS8 y que ésta esta asociada a la
progresion de la enfermedad (45-47). Se ha
encontrado que en todas las etapas de la in-
feccién, principalmente en las iniciales,
predomina una cepa del virus denominada
R5, que es mucho menos agresiva que otra
cepa, denominada X4, la cual comienza a
predominar en las fases finales de la enfer-
medad y ha sido propuesta como un agente
causal de la fase de SIDA (48). Ademas, se
ha observado que los linfocitos T CD8 son
mas susceptibles a su destruccion por cepas
X4 del VIH (4, 14).

Por otra parte, se han propuesto nu-
merosos mecanismos relacionados con la
apoptosis para explicar también la pérdida
de los linfocitos T CDS8 en la infeccion VIH:
apoptosis espontdnea, apoptosis inducida
por activacion (AICD) por CD95/Fas, por
los receptores TNFR1 y TNFR2 (4, 45,
49-52) y recientemente, se ha descrito una
nueva via que involucra la molécula PD-1, la

cual induce una fuerte apoptosis en las cé-
lulas T CD8 (19, 23). En nuestro caso, se
pudo observar un aumento en la expresion
ex vivo de CD95/Fas en la superticie de lin-
focitos T CDS8 totales y virgenes de los pa-
cientes. Este aumento fue estadisticamente
significativo con respecto a los individuos
sanos en los pacientes con menos linfocitos
T CD4 sanguineos (CD4 < 250/ul)). Asimis-
mo, cuando se estudié la expresion de esta
molécula en ausencia o en presencia de an-
tigenos virales (Env), se pudo observar que
los niveles de linfocitos T CDS8 totales de los
pacientes se encontraban elevados, siendo
este efecto mayor en los pacientes con me-
nos CD4 sanguineos (CD4 < 250/ul). Es-
tos altos valores en la expresion de CD95/
Fas en estas condiciones de cultivo coinci-
dieron con altos porcentajes de apoptosis.
Efectivamente, se observé que los linfocitos
T CDS totales de ambos grupos de pacien-
tes infectados presentaban una alta fre-
cuencia de apoptosis espontanea, en donde
los valores mas altos se encontraron en el
grupo de pacientes con menos linfocitos T
CD4 sanguincos. Estos resultados sugicren
que la induccion de la muerte por apoptosis
sea el resultado del aumento de la expre-
sion de CD95/Fas. En efecto, se conoce que
la unién de su ligando, FasL sobre el recep-
tor (CD95/Fas) induce apoptosis por via de
la activacién de las caspasas en linfocitos T
CDS8 (53). Sin embargo, el hecho de que no
encontramos correlacion alguna entre la
expresion in vitro de CD95/Fas en los linfo-
citos T CDS8 totales con la sensibilidad para
la apoptosis espontanea ¢ inducida antigé-
nicamente (datos no mostrados), sugiere la
posibilidad que una alta expresion de
CD95/Fas no sea responsable exclusivamen-
te de una alta frecuencia de apoptosis en
estas células. Trabajos anteriores en la in-
feccion VIH (53) y en la infeccion SIV (54)
confirman esta hipétesis. Estos autores su-
gieren que la alta frecuencia de apoptosis
encontrada no depende de la alta expresion
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de CD95/Fas, sino posiblemente se deba a
danos de la senalizacion intracelular de la
via CD95/Fas o defectos en la maquinaria
antiapoptdtica intrinseca de los linfocitos T
CDS8 especificos al VIH.

En este orden de ideas, se ha encontra-
do que el aumento de la sensibilidad para la
apoptosis en linfocitos T CD8 es especifico
a la infeccion con VIH. Pacientes co-infecta-
dos con VIH/CMV, presentan linfocitos T
CDS8 especificos al VIH mucho mas sensi-
bles a la induccion de la muerte celular a
través del receptor CD95/Fas que los linfo-
citos T CDS8 especificos al CMV (53). Ade-
mas, se ha demostrado que los linfocitos T
CDS8 anti-VIH presentan bajos niveles intra-
celulares de la proteina anti-apoptética
Bel-2 y son incapaces de sobreexpresar la
molécula anti-apoptética Bel-xL, hechos
que son contrarios en los linfocitos T CDS8
anti-CMV (18).

Otro de los mecanismos propuesto
para explicar la pérdida de los linfocitos T
CDS8 durante la infecciéon VIH, es la reduc-
cion de la expresion en la superficie celular
de la sub-unidad alfa del receptor para la ci-
tocina IL-7 (CD127) (8, 9, 43, 55), la cual
juega un papel muy importante en la super-
vivencia de los linfocitos T (37). Cuando
cuantificamos la expresion ex vivo de este
receptor en la superficie de los linfocitos T
CDS8 totales, virgenes y de memoria, pudi-
mos observar que existe una reduccion sig-
nificativa de la expresion, especialmente en
el grupo de los pacientes con menos linfoci-
tos T CD4 en sangre con respecto a los indi-
viduos seronegativos. Se pudo observar que
esta disminucion de la expresion ex vivo de
la CD127 en los linfocitos T CDS8 totales no
depende de los niveles plasmaticos de linfo-
citos T CD4 ni de CD8 (datos no mostra-
dos), sugiriendo que las causas son otras, lo
cual requiere de estudios posteriores para
profundizar en este aspecto.

Otro hecho interesante de nuestros re-
sultados es que se pudo constatar que la ex-

presiéon mas baja de CD127 se encontraba
en los linfocitos T CDS8 virgenes, coincidien-
do con una cantidad reducida de esta sub-
poblacion en sangre en esta cohorte de pa-
cientes. Esto sugiere que la CD127 pudiese
estar jugando un papel en la supervivencia
de estas células. Se ha demostrado que la
IL-7 es capaz de aumentar la supervivencia
de los linfocitos T y su proliferacion regula-
da (29-31), induciendo la sintesis de la pro-
teina antiapoptotica Bel-2 (32,33).

En el caso de los linfocitos T CDS8 de
memoria, nuestro trabajo se limité a estu-
diar la expresion de CD127 en células T
CDS8 de memoria totales, ya que la discrimi-
nacion por marcadores de superficie abarco
solamente la expresion de CD45RO. Sin
embargo, podemos decir que esta subpobla-
cion presenta un defecto notable en la ex-
presion de esta molécula. Estos resultados
coinciden con los de la literatura (8, 9,
21-23, 42, 43). Asi mismo, se ha encontra-
do que la supoblacion efectora de los linfo-
citos T CD8 expresa una reduccion marcada
de la expresion de este receptor simulta-
neamente con un incremento en los niveles
plasmaticos de IL-7 (42, 43, 56). Esto su-
gicre la posibilidad de que la baja expresion
del receptor se deba a un mecanismo de au-
torregulacion por la alta concentracion
plasmatica de su citocina, la cual se en-
cuentra aumentada en estos pacientes in-
fectados como un posible mecanismo de
compensacion por la pérdida de linfocitos
que se observa durante el progreso de la en-
fermedad. No obstante, recientemente, se
ha podido evidenciar que el defecto puede
radicar en una alteracién en los mecanis-
mos de regulacion del receptor por la pre-
sencia de la infecciéon VIH, independiente-
mente de la presencia o ausencia de la IL-7
(20, 23), v se ha propuesto que la carga vi-
ral esté asociada con la disfuncion del
receptor CD127.

En relacion a los resultados obtenidos
en la expresion in wvitro de la CD127, se
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pudo observar nuevamente que los pacien-
tes con niveles sanguineos mas bajos de
CD4 (CD4 <250/ul) presentaban una dis-
minucion en dicha expresion en todas las
poblaciones de linfocitos T CDS8, especial-
mente en la subpoblacién virgenes, y esto
condiciones de estimulacion o no, sugirien-
do que las poblaciones virgenes son mas
susceptibles a presentar este defecto duran-
te el curso de la infeccion.

Cada dia cobra mas fuerza la impor-
tancia que tiene la IL-7 en la inmunopatolo-
gia del VIH. Se conoce que la IL-7 es capaz
de inducir la produccion de Bel-2 y Bel-xL
(33, 41) y que una alteracion de su recep-
tor puede ocasionar que sus efectos sean
defectuosos. En este orden de ideas, Colle y
col. (57), realizando incubaciones de linfo-
citos T CD4 y CDS8 de pacientes infectados
con VIH, con o sin tratamiento antiretrovi-
ral con IL-7, pudieron constatar un mayor
aumento de la produccion intracelular de
Bel-2 y de la capacidad proliferativa de lin-
focitos T en los pacientes tratados con
HAART que presentaban un mayor contaje
de linfocitos T CD4 plasmaticos (CD4 >
400) en relacion a los pacientes tratados
pero con una menor recuperacionm en el
contaje de estas células (CD4 < 250) o con
respeto a pacientes no tratados. Estos re-
sultados indican que la recuperacion en la
expresion del receptor CD127 en los linfoci-
tos T puede ocasionar que la IL-7 pueda
ejercer mejor sus efectos, por lo que la re-
cuperacion inmunoldgica pueda ser mayor
en los pacientes bajo terapia antiretroviral.
Todos estos resultados indican el enorme
potencial que presenta el uso de la IL-7
conjuntamente con la terapia antirretrovi-
ral para la recuperacion de la homeostasis y
funcionalidad de los linfocitos T en estos
pacientes.

Finalmente, al estudiar la capacidad
proliferativa de los linfocitos T CD8 y de sus
subpoblaciones, encontramos que esta par-

cialmente perdida en los linfocitos T CDS8
totales de ambos grupos de pacientes, evi-
denciandose en los bajos valores de prolife-
racion en presencia de PHA con respecto a
los valores del grupo control. Sin embargo,
encontramos que su capacidad de prolifera-
cion especifica al VIH estaba perdida total-
mente para los antigenos utilizados en este
estudio, debido a que los valores de prolife-
racion fueron similares a los del grupo con-
trol en presencia de antigenos Env. La pér-
dida de esta funcion ya ha sido descrita an-
teriormente (21). Sin embargo, es intere-
sante destacar que a pesar de que los pa-
cientes con mayor numero de linfocitos
CD4 en sangre (CD4 > 250/ul) presenta-
ron alteraciones menos acentuadas en la
expresion de los receptores estudiados, sus
linfocitos T CD8 presentaron una capacidad
proliferativa menor, similar a la del grupo
de pacientes con menos linfocitos T CD4
sanguincos. Esto sugicre que la pérdida de
los clones de linfocitos T CDS8 contra estos
antigenos (Env) ocurrié antes que ocurrie-
ran cambios drasticos en el receptor
CD127. Recientemente, se han reportado
interesantes resultados sobre el papel que
esta jugando la PD-1 sobre la supervivencia,
proliferacion y capacidad de produccion de
citocinas en linfocitos T CD8 en la infec-
cién por VIH (19, 20), en donde los autores
han demostrado que esta molécula influye
en forma negativa en estas funciones de los
linfocitos T CD8 cuando estd expresada al-
tamente sobre la superficie de estas células,
hecho que ocurre en la infeccién por VIH
(20). Al bloquear esta molécula con anti-
cuerpos especificos, ocasiona una recupera-
cion en su supervivencia, en su capacidad
proliferativa y en menor grado en su pro-
duccion de IFN-y y TNF-alfa. Este nuevo me-
canismo abre grandes perspectivas sobre la
comprension de los fenémenos que afectan
a la homeostasis de los linfocitos T CD8 du-
rante la infeccion por VIH.
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En conclusion, nuestros resultados de-
muestran una alteracién simultanea en la
expresion de receptores de muerte y de su-
pervivencia en los linfocitos T CD8 en pa-
cientes infectados con VIH, la cual, a medida
de que avanza mds la infeccién, es mas exa-
cerbada, ocasionando un desequilibrio en la
homeostasis de los linfocitos T CDS8, en su
capacidad proliferativa y en su sensibilidad
para la apoptosis. Estos hechos pueden ser
causas para el progreso de la infeccion hacia
etapas mas graves de la enfermedad.
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