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RESUMEN 

 

La infección por el VIH-1 constituye una pandemia y un serio problema de salud 

pública, ya que no se ha desarrollado una vacuna ni una cura. Existen individuos 

denominados controladores que en ausencia de terapia y por más de un año 

después del diagnóstico se caracterizan por tener menos de 2000 partículas 

virales por mililitro de sangre periférica. El fenotipo de estos individuos indica la 

existencia de mecanismos naturales para controlar la replicación viral. La 

comprensión de estos mecanismos podría llevar al diseño de estrategias 

terapéuticas para esta infección. Por otro lado, se conoce que uno de los 

principales factores asociados a la progresión al sida es la activación inmune 

crónica, que conlleva el desgaste del sistema inmune afectando a todas las 

poblaciones celulares de este y comprometiendo la capacidad de respuesta contra 

otros patógenos. Con el fin de identificar algunas de las diferencias asociadas al 

control de la replicación,se compararon mediante citometría de flujo las 

frecuencias de subpoblaciones de linfocitos (T CD4+, T CD8+, Treg células NK, 

iNKT) y de células dendríticas (mieloides y plasmacitoides), así como las 

frecuencias de las células activadas de éstas, entre individuos no infectados, 

individuos que progresan al sida típicamente y controladores. Se encontró que los 

controladores exhiben un aumento en la población de células NK CD16-CD56high, 

una disminución de las células NK CD16+CD56- y un aumento de células Treg. 

Además, se evidenció en los controladores una menor frecuencia de células LT 

CD4+ activados y una mayor frecuencia de Treg activados. Es necesario aumentar 

el tamaño muestral para lograr una mayor potencia estadística y realizar estudios 

funcionales para comprender mejor las diferencias halladas. 

  

PALABRAS CLAVE: 

 

VIH, control de la replicación, NK CD16-CD56high, activación inmune crónica 
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MARCO TEÓRICO 

 

Introducción 

 

El síndrome de inmunodeficiencia adquirida (sida) se caracteriza por la baja 

cantidad de los linfocitos T (LT) CD4+ (<200/μL de sangre) y por la consecuente 

susceptibilidad a diversas enfermedades: infecciones oportunistas, complicaciones 

neurológicas y neoplasias raramente reportadas en personas inmunocompetentes 

(Hutchinson, 2001).  

En la década de los 80 se publicaron evidencias de que el agente etiológico del 

sida es el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Barré-Sinoussi et al., 1983; 

Popovic, Sarngadharan, Read, & Gallo, 1984), que es transmitido a través del 

intercambio de fluidos, ya sea por vía sexual, vertical o parenteral (Hutchinson, 

2001).  

Se han identificado dos serotipos del VIH: VIH-1 y VIH-2, siendo el primero el 

causante de la actual epidemia mundial (Clavel et al., 1986; Hutchinson, 2001). 

También se ha descrito que la patogénesis ocasionada por ambos tipos es similar, 

pero que la deficiencia inmunológica es menos severa en la infección por el VIH-2.  

Para evaluar el estado de los individuos infectados se utilizan principalmente dos 

parámetros: el recuento de LT CD4+, usado ampliamente como una medida de la 

inmunocompetencia y del riesgo inmediato de sufrir enfermedades oportunistas 

(Hutchinson, 2001; Masur et al., 1989), y el número de partículas virales por 

mililitro de sangre periférica (carga viral o viremia). Entre más baja sea la carga 

viral y más alto el recuento de LT CD4+, mejor es el pronóstico del individuo 

infectado (Moir, Chun, & Fauci, 2011). 

 

Existen individuos que controlan la replicación del VIH y otros que se 

exponen al virus pero no se infectan. 

 

La exposición al VIH-1 no necesariamente conduce a la infección. Así lo 

demuestra la existencia de individuos que clínica y serológicamente no presentan 

evidencias de infección a pesar de exponerse frecuentemente al virus, ya sea por 
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vía sexual, vertical, o parenteral. Por ejemplo: los individuos no infectados que 

tienen sexo sin protección con su parejas seropositivas, las trabajadoras sexuales, 

los hemofílicos que reciben productos sanguíneos contaminados con el VIH y los 

hijos seronegativos de madres seropositivas (Kulkarni, Butera, & Duerr, 2003). 

Estos individuos han sido clasificados como expuestos seronegativos (HESN) 

(Piacentini, Fenizia, Naddeo, & Clerici, 2008). 

Adicionalmente, se sabe que la infección por el VIH-1 progresa hacia el sida a una 

velocidad variable entre los individuos infectados. Los individuos infectados con el 

VIH-1, conocidos como progresores rápidos (~10%), desarrollan el sida  en menos 

de 5 años, mientras que los conocidos como progresores típicos (≈85%) lo hacen 

en un período de 5 a 10 años después de la infección. Existen también personas 

conocidas como no progresores a largo término (LTNP), quienes permanecen 

asintomáticos por más de 10 años con un recuento mayor o igual a 500 LT 

CD4
+
/µL en ausencia de terapia antirretroviral y corresponden entre el5-10% de 

los infectados (Cao, Limo, Linqi, Jeffrey, & Ho, 1995; Haynes, Pantaleo, & Fauci, 

1996). 

La existencia de personas HESN y LTNP sugiere la existencia de mecanismos de 

defensa naturales que confieren resistencia a la infección o que permiten el control 

de la replicación del virus. Sin embargo, la inclusión de estos individuos en las 

investigaciones es cada vez más difícil debido al impacto de las campañas de 

prevención de la exposición, en el caso de los individuos HESN, y al seguimiento 

prolongado que debe hacerse para poder clasificar a los individuos como LTNP. 

Teniendo en cuenta la limitación que esto representa para estudiar los 

mecanismos anti-VIH1, dos nuevos fenotipos de individuos VIH-1 positivos fueron 

descritos recientemente; ambos se caracterizan por el control espontáneo y 

sostenido de la replicación viral al menos durante un año después del diagnóstico 

y en ausencia de terapia antirretroviral. El primer grupo es conocido como 

controladores del VIH-1 élite ya que mantienen una carga viral indetectable (< 50 

partículas virales/mL), mientras que el segundo grupo es conocido como 

controladores del VIH-1 virémicos quienes mantienen una carga viral detectable 

pero menor a 2000 partículas virales/mL (Walker, 2007). 
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Los controladores no pueden ser distinguidos de otros pacientes VIH seropositivos 

con base en su género, grupo étnico, ubicación, profesión ni el modo de infección 

(Thèze, Chakrabarti, Vingert, Porichis, & Kaufmann, 2011).  

Si bien no se han determinado claramente los mecanismos que explican el control 

espontáneo de la replicación del VIH, se acepta que éste es el resultado de 

diversos factores que involucran no sólo los asociados al virus sino también al 

hospedero, particularmente factores inmunológicos y/o genéticos: 

  

Factores virales 

Es posible que en algunos casos la replicación del VIH sea controlada porque la 

cepa infectante es poco virulenta o atenuada (Miura et al., 2010); sin embargo, 

esto no es fácil de demostrar ya que el virus infectante varía rápidamente, entre 

otras, por la presión de selección ejercida por el hospedero (Thèze et al., 2011). 

Sin embargo, hay pruebas de que el control se puede dar sobre cepas plenamente 

patogénicas (Bailey et al., 2008), lo que permitiría diseñar medidas terapéuticas 

para los individuos infectados a partir de los hallazgos en los controladores sin 

importar la cepa infecciosa.  

 

Factores del hospedero 

Los posibles mecanismos de control son todos aquellos que participan en la 

interacción entre el virus y el hospedero. Entre ellos cabe notar: la susceptibilidad 

de los LT CD4+ a ser infectados, determinada por la expresión del receptor CD4, 

correceptores (principalmente CCR5 y CXCR4) y moléculas de adhesión; la 

expresión de proteínas antivirales como APOBEC3G, Trim5α, Teterina, SAM-HD1; 

la combinación de ciertos receptores de células asesinas naturales (NK) o de LT 

CD8+ con productos proteicos de algunos alelos del complejo mayor de 

histocompatibilidad clase I (CMH I) que resulta en una actividad citotóxica más 

efectiva (Miura et al., 2008; Thèze et al., 2011).  
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La activación crónica del sistema inmune se asocia con la progresión al 

sida. 

 

La forma en cómo la infección por el VIH lleva al sida ha sido objeto de intenso 

estudio. En un inicio se pensó que esto podía ser explicado meramente por los 

efectos citopáticos del virus en los LT CD4+, que llevarían a la disminución de esta 

población celular (Ostrowski, 2010). En este mismo sentido se propuso un modelo 

en el cuál la disminución de LT CD4+ se debía completamente a su interacción con 

el virus y la progresión al sida era el resultado de una falla en la homeostasis del 

sistema inmune que impedía contrarrestar la pérdida de estas células (Ho et al., 

1995; Wei et al., 1995). Este modelo permitía explicar el aumento de LT CD4+ 

evidenciado en individuos que iniciaban terapia antirretroviral; no obstante, obtuvo 

fuertes críticas porque no tenía en cuenta la compleja dinámica de las poblaciones 

de LT en respuesta a una infección viral crónica y ofrecía una visión simplista de la 

patogénesis del sida (Ascher, 1988; Grossman, Meier-Schellersheim, Sousa, 

Victorino, & Paul, 2002; Hazenberg, Hamann, Schuitemaker, & Miedema, 2000; 

Hellerstein, 2002; Lempicki et al., 2000; McCune, 2001). 

La importancia de la activación crónica del sistema inmune en la patogénesis del 

sida fue planteada por Ascher y Sheppard, y por Grossman y colaboradores 

(Ascher, 1988; Grossman, Bentwich, & Herberman, 1993; Grossman & 

Herberman, 1997). Más tarde, Giorgi y colaboradores publicaron una serie de 

estudios clínicos como evidencia de que una activación inmune excesiva es un 

factor decisivo en el desarrollo de la disfunción inmunológica asociada al VIH 

(Deeks et al., 2004; Giorgi et al., 1999, 2002; Liu et al., 1997). En estos estudios 

se encontró que el nivel de activación de los LT CD8+, determinado por la 

coexpresión de CD38 y HLA-DR, se correlacionaba de mejor manera con el 

progreso de la enfermedad que la carga viral en sangre. Conjuntamente, estudios 

con el virus de la inmunodeficiencia en simios (VIS) dejan manifiesto que un alto 

grado de replicación viral no es suficiente para inducir la progresión al sida en 

ausencia de niveles aumentados de activación inmune (Broussard et al., 2001; 

Chakrabarti et al., 2000; Silvestri et al., 2003; Sumpter et al., 2007).  
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Entre las consecuencias de la hiperactivación inmune durante la fase crónica de la 

infección por el VIH están las altas tasas de recambio celular, la activación y 

diferenciación de los linfocitos, además de la inducción del agotamiento inmune, 

senescencia y bajo potencial de renovación. 

Se piensa que la activación inmune durante la infección por el VIH es mediada por 

citocinas y quimiocinas proinflamatorias (TNF-α, IL-1, IL-12, IL-6, CXCL10, entre 

otras), interferón tipo I (IFN-α)  y por productos microbianos como el 

lipopolisacárido (LPS), un potente activador del sistema inmune por su capacidad 

de unirse a macrófagos y células dendríticas (DC) e inducir la liberación de 

productos proinflamatorios (Moir et al., 2011). La producción de muchos de estos 

factores se incrementa durante la fase aguda de la infección y para algunos es 

mantenida en la fase crónica (McMichael, Borrow, Tomaras, Goonetilleke, & 

Haynes, 2010). Los niveles de LPS se incrementan en la sangre debido a la 

translocación que ocurre a través de la mucosa intestinal perturbada por el virus y 

sus efectos (Brenchley, 2006). Este incremento de LPS en el plasma sanguíneo 

ha sido evidenciado en las fases crónicas de la infección por el VIH y la infección 

patogénica por el VIS, lo que llevaría a pensar que la destrucción de la mucosa 

intestinal inducida por el virus y la translocación asociada a esto son claves en la 

inducción y mantenimiento de la activación inmune (Brenchley, Price, & Douek, 

2006). 

 

Las subpoblaciones leucocitarias en individuos infectados con el VIH-1 y la 

evaluación de la activación inmune en estas células 

 

El VIH no sólo afecta a los LT CD4+ sino que también induce la disfunción 

inmunológica de los LT CD8+, los linfocitos B, las células NK y células no linfoides; 

todo esto a través de mecanismos que incluyen: la alta tasa de recambio celular, 

la activación, la diferenciación y respuestas homeostáticas. Juntos, estos factores 

llevan a cambios cualitativos y cuantitativos dentro de cada subpoblación 

leucocitaria que finalmente alteran la inmunocompetencia general del organismo 

(Moir et al., 2011). 
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Los linfocitos T CD4+  

Son importantes en la respuesta inmune adaptativa porque producen una gran 

cantidad de citoquinas que permiten la modulación y la interacción con otras 

células del sistema inmune. Son el principal blanco del VIH, pues expresan el 

receptor CD4 y moléculas correceptoras, necesarias en el proceso de entrada a la 

célula (Hutchinson, 2001).  

Tempranamente en el curso de la infección, los LT CD4+, en especial los de 

memoria, disminuyen en la circulación y en el tejido linfoide asociado a la mucosa 

intestinal; a medida que la enfermedad progresa los LT CD4+ de ambos fenotipos,  

vírgenes y de memoria, desaparecen progresivamente de la circulación; en los 

estadios más avanzados de la infección todas las poblaciones de LT CD4+ son 

afectadas  (Roederer, Dubs, Anderson, Raju, & Herzenberg, 1995). La disminución 

de esta población celular se debe a los efectos citopáticos del VIH, la apoptosis 

inducida por la activación, y la actividad citotóxica de los LT CD8
+
 y de las células 

NK.  

La progresión de la infección por el VIH se caracteriza no sólo por anormalidades 

cuantitativas en los LT CD4+, sino también por anormalidades funcionales. Se ha 

evidenciado que in vitro los LT CD4+ de personas infectadas tienen una capacidad 

proliferativa disminuida en respuesta a antígenos o mitógenos; se reportó que hay 

una pérdida secuencial de la capacidad de respuesta a antígenos, seguidos por 

aloantígenos y por último a mitógenos (Clerici et al., 1989). También se encontró 

que los LT CD4+ de individuos infectados expresan interleuquina 2 (IL-2) en menor 

cantidad (Sieg, Bazdar, Harding, & Lederman, 2001), lo cual esté probablemente 

relacionado con la baja proliferación. En contraste, la expresión de interferón gama 

(IFN γ) en estas células no cambia (Sieg et al., 2001), lo que sugiere que la 

capacidad defectuosa de respuesta no es una consecuencia de la disminución de 

células reactivas contra antígenos, sino de una alteración en la respuesta después 

de la unión del TCR con las moléculas del CMH. Además de esto, se ha mostrado 

que los LT CD4+ específicos para el VIH son infectados preferencialmente (Douek 

et al., 2002). 
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Los linfocitos T CD8+ 

Son determinantes en el resultado de las infecciones virales, en procesos 

tumorales y en cualquier fenómeno que involucre la presentación de antígenos 

intracelulares no propios. Se caracterizan por expresar el receptor CD8 y por ser 

alta y específicamente citotóxicas al activarse. En la infección aguda por el VIH se 

presenta un aumento en el número de LT CD8+ concomitante con el descenso de 

la viremia (McMichael et al., 2010). En un inicio los LT CD8+  controlan el virus 

fundador, pero como resultado de esta presión de selección surgen mutantes de 

escape que constituyen posteriormente la cuasiespecie viral que se mantiene en 

cantidades más o menos estables durante la fase de latencia. Las expansiones de 

LT CD8+ persisten hasta estadios avanzados de la enfermedad, en los cuales la 

frecuencia de todos los LT tiende a disminuir (Margolick et al., 1995). 

Como se ha evidenciado con los LT CD4+, los LT CD8+ de personas seropositivas 

que progresan al sida pierden capacidad proliferativa in vitro en respuesta a la 

activación mediada por el TCR (Migueles et al., 2002). Aún es desconocido si esto 

se debe a una anormalidad propia de los LT CD8+, a la baja producción de IL-2 

por parte de los LT CD4+ o a una maduración preferencial de los LT CD8+ hacia un 

fenotipo efector. 

Ahora bien, la evaluación de la activación inmune en los LT puede evidenciarse a 

través de: i) la alta frecuencia de estas células expresando marcadores de 

activación y proliferación (al igual que en los linfocitos CD8+, la coexpresión de 

HLA-DR y CD38 ha sido asociada a la activación de LT CD4+) (Hazenberg et al., 

2000; Kestens, Vanham, Vereecken, Vandenbruaene, & Vercauteren, 1994; 

Orendi et al., 1998; Sachsenberg et al., 1998); ii) altos niveles de apoptosis 

inducida por activación en LT no infectados (Estaquier et al., 1994; Finkel et al., 

1995; Gougeon et al., 1996) y iii)  altos niveles de proliferación de estas células 

medidos por marcaje directo con éster de succinimidil carboxifluorosceína (CFSE) 

(Hersperger et al., 2010; J. a Kovacs et al., 2001; Rosenzweig et al., 1998).  

 

Las células dendríticas  
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Son células presentadoras profesionales que se diferencian a partir de monocitos. 

Las DC son un enlace entre la inmunidad innata y adaptativa , pues ellas 

internalizan los patógenos invasores por endocitosis y los digieren en los 

endolisosomas y proteasomas para después presentar los péptidos antigénicos a 

los linfocitos T, en el contexto del CMH (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2001) Existen 

tres subtipos de DC: mieloides (mDC), plasmacitoides (pDC) y células de 

Langerhans. Estos se caracterizan con base en su ubicación, marcadores de 

superficie y perfil de secreción de citocinas (Coleman & Wu, 2009). La vida media 

y supervivencia de las DC dependen de su subtipo y la ubicación anatómica 

(Merad & Manz, 2009); en general, las DC viven unas pocas semanas, y pueden 

ser reemplazadas mediante la proliferación de progenitores hematopoyéticos, 

monocitos o células residentes del tejido (Merad & Manz, 2009).  

Se ha reportado que el VIH puede infectar directamente (infección cis) DC 

derivadas de monocitos por hasta 45 días (Popov, Chenine, Gruber, Li, & 

Ruprecht, 2005). Sin embargo, la eficiencia de esta infección es muy baja, por lo 

que solo un pequeño porcentaje de las DC circulantes son VIH positivas en 

individuos seropositivos (Wu & KewalRamani, 2006). Es de notar que el VIH-2 

infecta con menor eficiencia las DC que el VIH-1 (Duvall et al., 2007), lo cual 

podría estar relacionado con la menor patogenicidad de éste. 

Se ha evidenciado que dos de las proteínas del VIH, p17 y Nef, causan algunas 

disfunciones en las DC como la maduración sólo parcial de las pDC (Chaudhry et 

al., 2005; Fiorentini et al., 2008) o la inducción de un fenotipo migrante que 

facilitaría el desplazamiento a los nódulos linfáticos pero que carece de la 

expresión aumentada de moléculas como CD80, CD86 o CMH II (Chaudhry et al., 

2005; Fiorentini et al., 2008), así que las DC podrían llegar a los nódulos linfáticos, 

pero no podrían iniciar respuestas eficientes contra el virus. También se ha 

publicado que las pDC pueden inhibir la replicación del VIH en los LT cuando son 

cocultivadas con estos (Groot, Van Capel, Kapsenberg, Berkhout, & De Jong, 

2006; Meyers et al., 2007) y que el VIH puede destruir directamente las pDC 

(Meyers et al., 2007), además de que hay menos pDC circulantes en los individuos 

infectados (Müller-Trutwin & Hosmalin, 2005). 
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Aparte de la infección cis, está la infección trans,  que involucra el tráfico de 

partículas virales completas a través de las DC para infectar los LT CD4+ 

activados, pasando por uniones llamadas sinapsis virológicas (Chang, Panorchan, 

Dobrowsky, Tseng, & Wirtz, 2007; McDonald et al., 2003; Wang, Janas, Olson, & 

Wu, 2007).  

Uno de los marcadores de activación de las DC es el CD86, el cual participa en las 

señales coestimuladoras a través de la unión con CD28 ó CTLA-4, y su expresión 

es inducida durante el procesamiento y la presentación de antígenos (Wieder, 

2003). 

 

Las células NK 

Son linfocitos granulares de gran tamaño con actividad citolítica. Se activan contra 

células que tienen una expresión disminuida de moléculas del CMH clase I, de ahí 

su importancia en respuestas antivirales y antitumorales. Se caracterizan por no 

expresar CD3 y ser CD16+/-CD56+/-; se clasifican en subpoblaciones de acuerdo a 

la expresión de estos dos marcadores: CD16+CD56dim, CD16+CD56bright y CD16-

CD56bright. Estas subpoblaciones difieren fenotípicamente en la expresión de 

varios receptores de células NK (NKR) y de quimiocinas y moléculas de adhesión, 

lo cual tiene como consecuencia una diferencia funcional. Por ejemplo, las células 

NK CD56bright proliferan en gran medida en respuesta a la estimulación con IL-2,  

mientras que las CD56dim no. La población más frecuente en sangre periférica es 

la CD16+CD56dim que constituye un 90% de las células NK totales (Cooper, 

Fehniger, & Caligiuri, 2001). Recientemente se ha evidenciado que las células NK 

revisten gran importancia en la respuesta anti-VIH (Ward & Barker, 2008) Desde 

hace más de 20 años se sabe que las células NK de individuos infectados con el 

VIH exhiben anormalidades funcionales (Rook et al., 1983) que han sido atribuidas 

a una falla en los eventos posteriores a la unión entre la célula infectada y la NK 

(Katzman & Lederman, 1986). Estas anormalidades son reversibles in vitro 

después de cultivar las células NK por una noche o de la adición de IL-2 o IFN γ 

(Lederman, Ratnoff, Schacter, & Shoger, 1985; Rook et al., 1983), lo que sugiere 

que la disfunción de los LT CD4+ podría explicar este defecto. 
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En cuanto a los marcadores de activación de estas células, se encuentra el CD69, 

el cual es una lectina transmembranal tipo C que se expresa temprano en la 

activación linfocitaria y está involucrada en vías de señalización que regulan la 

respuesta inmune (Marzio, Mauël, & Betz-Corradin, 1999; Ward & Barker, 2008). 

 

 

Las células NKT invariantes  

Son linfocitos que expresan CD3 así como marcadores de células NK (CD16, 

CD56, CD161 y NKR). Reconocen glicolípidos presentados en el contexto de las 

moléculas de la familia CD1d. Además su TCR es invariante, formado por la 

cadena α con rearreglo Vα24Jα18 apareada a la cadena Vβ11. Se clasifican en 

tres diferentes grupos: CD4+CD8-, CD8+CD4- y CD4-CD8-. El primer grupo se 

caracteriza por secretar citoquinas del patrón Th2 como la IL-4 y la IL-10, por lo 

que se postula que actúan en el control de las reacciones autoinmunes mediadas 

por linfocitos T, mientras que los otros dos secretan citoquinas del patrón Th1 

como  TNF-α e IFN-γ, además de que producen perforinas en respuesta a la 

estimulación con IL-2 e IL-12 (Godfrey, MacDonald, Kronenberg, Smyth, & Kaer, 

2004; Minton, 2012; Omán, Ugeles, Act, Ci, & Ontoya, 2006). 

 

Las células T reguladoras (Treg)   

Son LT CD4+ que cumplen una función importante en la regulación y modulación 

de la respuesta inmune.  Su fenotipo ha sido controvertido; el criterio más 

ampliamente aceptado para caracetrizar estas células es la expresión del factor de 

transcripción FOXP3. Otras evidencias sugieren que la alta expresión de la 

molécula CD25 y la baja de CD107 es otro marcador de esta población celular. El 

papel de las Treg en la infección por el VIH es bastante controversial y se ha 

considerado que podría ser dual; por un lado puede ser negativo ya que las Treg 

reducen la respuesta anti-VIH, y por el otro puede ser beneficioso gracias a la 

disminución de la activación inmune generalizada que como ya dijimos es el 

principal mecanismo de daño. Estudios previos indican que durante la fase crónica 

de la infección, hay una mayor frecuencia y un menor número absoluto de Treg en 

comparación con controles sanos, lo que sugiere que estas células podrían están 
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involucradas en la respuesta ineficiente anti-VIH-1 a pesar de ser también un 

blanco del virus (Presicce et al., 2011). Uno de los principales mecanismos por los 

cuales las Treg regulan la respuesta inmune es la inhibición de la activación 

linfocitaria a través de la señalización mediada por CTLA-4 y CD28; es por esto 

que la expresión de CTLA-4 es un indicador de la actividad de estas células 

(Vignali, Collison, & Workman, 2008). También existen otras moléculas asociadas 

a la actividad reguladora como CD39,  

 

Planteamiento del Problema 

 

Se sabe que los individuos controladores del VIH-1 exhiben mecanismos que 

evitan la replicación del virus en diferentes fases de su ciclo de vida. Entre éstos 

se destacan los polimorfismos en correceptores virales, células inmunes con 

características particulares y factores solubles con actividad anti-VIH-1(Taborda-

Vanegas, Zapata, & Rugeles, 2011). Sin embargo, las evidencias de cuál es el 

estado de activación inmune de estos individuos son pocas hasta la fecha y no 

involucran un seguimiento en el tiempo ni una gran potencia estadística. Por esta 

razón se hace necesaria una caracterización más completa de estos individuos 

que incluya la evaluación de los niveles de activación inmune para poder 

determinar si están directamente relacionados con la replicación viral. 

Con base en estos antecedentes, en este trabajo se determinó la frecuencia y el 

estado de activación de mDC,  pDC, células NK, células iNKT, LT CD4+, CD8+ y 

células Treg en individuos controladores del VIH-1, con el fin de avanzar en la 

caracterización de estos pacientes. Cabe anotar que todo esto será comparado 

con mediciones posteriores, que no hacen parte de este trabajo de grado. 
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OBJETIVO  

 

Comparar la frecuencia de diferentes poblaciones leucocitarias y el porcentaje de 

las células activadas en estas, entre individuos controladores del VIH-1, 

seronegativos y seropositivos progresores. 

 

MÉTODOS: 

 

Población de estudio 

Los pacientes que se invitaron a participar en este estudio fueron aquellos 

incluidos en las bases de datos de estudios previos de nuestro laboratorio y de 

aquellos que se captaron en las IPS y fundaciones de apoyo para los individuos 

infectados. Todos los datos epidemiológicos, clínicos y de laboratorio que puedan 

ser de interés en el análisis de los resultados fueron consignados en una base de 

datos.  

 

Controladores del VIH-1: 8 individuos  

Criterios de inclusión: Individuos mayores de 18 años, con diagnóstico de VIH-1+ 

al menos 1 año antes, que no estén recibiendo terapia antirretroviral y que 

presenten carga viral de VIH-1 menor a 2000 copias/mL, en dos determinaciones 

independientes durante el último año.  

Criterios de exclusión: Individuos con hemoglobina ≤ 8.0 g/dl; individuos con 

recuento de neutrófilos ≤ 1,000/mm3; individuos que estén recibiendo algún 

tratamiento inmunosupresor; mujeres en embarazo  o lactancia; individuos con 

cáncer o con alguna infección o enfermedad que requieran hospitalización.  

 

VIH seropositivos progresores: 8 individuos  

Criterios de inclusión: Individuos mayores de 18 años con un diagnóstico de 

infección por VIH-1 de más de seis meses, que presenten carga viral entre10.000 

y 50.000 copias de RNA viral/mL y  un recuento de LT CD4+ mayor a 350 

células/µL y que todavía no hayan recibido tratamiento antirretroviral.  
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Criterios de exclusión: iguales a los del grupo 1 

 

VIH seronegativos: 12 individuos 

Criterios de inclusión: Individuos mayores de 18 años sin infección por VIH-1, 

confirmado por una prueba de ELISA de cuarta generación para detectar 

anticuerpos anti-VIH-1 y antígenos virales. 

Criterios de exclusión: iguales a los del grupo 1 

Todos los individuos incluidos en el estudio firmaron un consentimiento informado, 

aprobado por el comité de bioética de la Sede de Investigación Universitaria de la 

Universidad de Antioquia, elaborado de acuerdo a la legislación colombiana, 

resolución 00843 de 1993.  

 

Muestras 

 

La toma de la muestra fue llevada a cabo por un profesional de la salud. De cada 

individuo se extrajeron 10 mL de sangre periférica en tubos con ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA).  

 

Carga viral  

 

Las muestras fueron remitidas al Laboratorio Clínico de la Congregación Mariana 

para la determinación de la carga viral. Allí, se utilizó el estuche comercial 

“Amplicor PCR assay” (Roche, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

Recuento de leucocitos y diferencial 

 

El recuento de leucocitos totales se realizó en cámara de Neubauer, previa lisis de 

eritrocitos con ácido acético 2%. El recuento diferencial de leucocitos se hizo por 

medio de la identificación morfológica de las células en un extendido de sangre 

periférica sometido a la coloración de Wright. 
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Inmunofenotipificación de leucocitos. 

 

La frecuencia en sangre periférica de las diferentes subpoblaciones leucocitarias, 

así como la expresión relativa de moléculas de activación se determinó por 

citometría de flujo. Para esto se utilizaron 150 µL de sangre periférica 

anticoagulada para cada subpoblación y se adicionarán los siguientes anticuerpos 

dependiendo de la subpoblación a evaluar: anti-CD3, CD4, CD8, CD38, CD25, 

CD127, FoxP3, CD16, CD56, CD69, 6B11, CD86, Linaje, CD11c, HLA-DR y 

CD123 (Becton Dickinson, USA). Se hizo una incubación por 25 minutos a 

temperatura ambiente y posteriormente se lavaron dos veces con 2 mL de 

solución buffer fosfato (PBS). Se adicionó 1 mL de solución de lisis de eritrocitos 

(Becton Dickinson, USA). Posteriormente se centrifugaron y se fijaron las 

muestras con 200 μL de paraformaldehído (2% p/v). Se almacenó la muestra a 

4ºC hasta la adquisición en el citómetro de flujo (FACS CANTO II de Becton 

Dickinson). Los números absolutos se calcularán con base en el recuento absoluto 

y el diferencial. 

 

Análisis de datos 

Para comparar los datos de los controladores vs individuos seropositivos 

progresores o vs los controles sanos se realizó un test no paramétrico (Mann-

Whitney U test). Un valor p<0.05 se consideró estadísticamente significativo. Los 

análisis de correlación se realizaron empleando el coeficiente de correlación de 

Spearman. Los análisis estadísticos se realizarán utilizando el paquete estadístico 

GraphPad Prism versión 6.0. 
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RESULTADOS: 

Porcentaje de células en sangre periférica obtenido a partir de tinción 

diferencial. 

 

A partir de la tinción diferencial con el colorante de Wrigth, se encontró que los 

controladores presentan un menor porcentaje de monocitos que los seronegativos 

y los progresores  (figura 1). En cuanto al resto de las poblaciones de leucocitos 

no se hallaron diferencias 
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Figura 1. Porcentaje de monocitos obtenido a partir del recuento de leucocitos 
teñidos diferencialmente con colorante de Wright. Un asterisco representa un 

p<0,05, dos asteriscos un p<0,01 y tres asteriscos un p<0.001. 

 

Porcentaje y número absoluto de subpoblaciones celulares 

 

Se observó un aumento en el porcentaje (figura 2) y número absoluto (no 

mostrado) de los LT CD3+ en los individuos infectados en comparación con los 

seronegativos,   
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Figura 2. Porcentaje de LT CD3+ obtenido por citometría de flujo. Un asterisco 
representa un p<0,05, dos asteriscos un p<0,01 y tres asteriscos un p<0.001. 
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Hubo una mayor frecuencia de LT CD4+ en individuos seronegativos en 

comparación con individuos infectados (figura 3a). Los individuos progresores 

exhibieron una mayor frecuencia de LT CD4+ activados que los controladores y los 

seronegativos (figura 3b). Hubo un aumento de LT CD8+ en individuos infectados, 

y de las células activadas (figura 3c y d), en comparación con los seronegativos. 
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Figura 3. Frecuencias de LT obtenidas por citometría de flujo. a) LT CD4+, b) LT 
CD4+ activados (CD38+HLA-DR+),  c) LT CD8+, d) LT CD8+ activados (CD38+HLA-DR+). 

Un asterisco representa un p<0,05, dos asteriscos un p<0,01 y tres asteriscos un 
p<0.001.  
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Se evidenció una mayor frecuencia (figura 4) y un mayor número de células NK 

CD16-CD56high (no mostrado) en los individuos controladores en comparación con 

los progresores. 
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Figura 4. Porcentaje de células NK CD16-CD56high  obtenido por citometría de flujo. 
Un asterisco representa un p<0,05, dos asteriscos un p<0,01 y tres asteriscos un 

p<0.001. 

 

También se observó un aumento en la frecuencia (figura 5) y número (no 

mostrado) de células NK CD16+CD56- en los individuos progresores, en 

comparación con los controladores y los seronegativos. 

%  N K  C D 1 6 + C D 5 6 -

%
 N

K
 C

D
1

6
+

C
D

5
6

-

S e r o n e g a t iv o s C o n tr o la d o r e s P r o g r e s o r e s

0

2

4

6

8

1 0

*

*

 

Figura 5. Porcentaje de células NK CD16+CD56-  obtenido por citometría de flujo. Un 
asterisco representa un p<0,05, dos asteriscos un p<0,01 y tres asteriscos un 

p<0.001. 
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En cuanto a las células Treg, se encontró que no hubo diferencias entre individuos 

controladores y progresores, en cuanto a su frecuencia, pero sí en cuanto al 

número absoluto (figura 6a y b), siendo mayor en los individuos controladores 

respecto a los progresores. Se obtuvieron resultados similares para células Treg 

activadas (figura 6c y d).  
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Figura 6. Porcentaje y número absoluto de Treg. a) porcentaje de Treg 

FOXP3+CD25high, b) número absoluto de Treg FOXP3+CTLA-4+, c) porcentaje de Treg 

FOXP3+CTLA-4+, b) número absoluto de Treg FOXP3+CTLA-4+. Un asterisco 

representa un p<0,05, dos asteriscos un p<0,01 y tres asteriscos un p<0.001. 
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En los controladores se encontró una correlación de la carga viral con el 

porcentaje de Treg FOXP3+ y con el número absoluto de Treg activadas. 
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Figura 7. Correlación entre la carga viral y a) el porcentaje de Treg CD4+FOXP3+ y b) 
el número de Treg activadas (CTLA-4+) en individuos controladores. Un asterisco 

representa un p<0,05, dos asteriscos un p<0,01 y tres asteriscos un p<0.001. 

 

En los progresores se encontró una correlación de la carga viral con el porcentaje 

de Treg FOXP3+ y una tendencia al aumento de los LT CD4+ activados a mayor 

carga viral (figura 8a y b). 
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Figura 8. . Correlación entre la carga viral y a) el porcentaje de Treg CD4+FOXP3+ y b) 
el número de LT CD4+ activados (CD38+HLA-DR+) en individuos progresores. Un 

asterisco representa un p<0,05, dos asteriscos un p<0,01 y tres asteriscos un 
p<0.001. 
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DISCUSIÓN 

 

A partir del recuento diferencial de linfocitos se encontró que hay una frecuencia 

menor de monocitos en los individuos controladores respecto a los seronegativos 

y progresores. Dado que los monocitos son los progenitores de macrófagos y 

células dendríticas, esto podría significar una tasa acelerada de diferenciación 

hacia células presentadoras de antígenos en los tejidos, lo cual conllevaría una 

mayor activación de células específicas contra el virus. Sin embargo, para 

confirmar esta hipótesis sería necesario estudiar profundamente el sistema 

fagocítico mononuclear de individuos controladores, tanto en sangre periférica 

como en tejidos linfoides y mucosas, evaluando no sólo las frecuencias de las 

poblaciones sino también su funcionalidad. 

Como era de esperar, la infección se asocia con un número menor de LT CD4
+
. 

Los individuos controladores presentan una frecuencia de LT CD4+ indistinguible 

de la de los progresores. Esto puede explicarse porque el criterio de inclusión de 

estos últimos (LT CD4+>350/μL y carga viral>2000 copias/mL) supone un sesgo, 

ya que los individuos no se encuentran en estadios avanzados de la enfermedad. 

La inclusión de pacientes con menos de 350 LT CD4
+
/μL no es posible, pues la 

mayoría de estos individuos se encuentran en terapia antirretroviral.  

Por otra parte, en concordancia con reportes previos, se evidenció que existe una 

menor frecuencia de LT CD4+ activados en los individuos controladores y 

seronegativos respecto a los progresores; sin embargo no hubo diferencia 

significativa entre controladores y seronegativos, contrario a estudios anteriores 

que reportan una frecuencia más elevada en los controladores. Lo anterior podría 

evidenciar un menor deterioro del tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal en 

los individuos controladores, que no permite la translocación de productos 

microbianos a la circulación sistémica. 
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En cuanto a los LT CD8+, los resultados hallados son similares a los reportados 

previamente en la literatura (Feinberg & Ahmed, 2012). La infección por el VIH se 

asocia con la expansión de los LT CD8+, tanto de la población general como de las 

células activadas. Este aumento de LT CD8+ es tal que se ve reflejado en el 

aumento de los LT CD3+ en individuos infectados, a pesar de la disminución de los 

LT CD4+.  No obstante, no se encontraron diferencias para los parámetros 

mencionados entre individuos controladores y progresores. Si bien la cantidad de 

LT CD8+ es similar en estos grupos, estudios anteriores muestran que su actividad 

citotóxica es mayor en estos últimos (Saag & Deeks, 2010). 

En forma interesante se encontró los individuos controladores presentan una 

frecuencia mayor de células NK CD16-CD56+ respecto a los individuos 

progresores, resultado contrario a lo reportado previamente (Berger & Alter, 2011). 

Esta subpoblación se caracteriza por una alta producción de citocinas, por 

producir IFN-γ en respuesta a concentraciones picomolares de IL-2 y por expresar 

moléculas que permiten la localización en tejidos como CD62L y CCR7. De ahí 

que sería interesante confirmar esta diferencia aumentando el tamaño muestral y 

posteriormente realizar estudios funcionales que determinen la existencia de una 

relación entre esta subpoblación celular y los LT que sea relevante en el control de 

la replicación viral.  

La expansión de las células NK CD16+CD56- ha sido asociada previamente con la 

progresión al sida. Confirmando esto, se encontró que los individuos controladores 

son indistinguibles de los seronegativos en cuanto a la frecuencia de esta 

subpoblación, y que en ambos grupos esta frecuencia es menor que la encontrada 

en individuos progresores. Ahora bien, esta subpoblación celular es casi 

inexistente en individuos sanos y las investigaciones previas reportan una gran 

disfuncionalidad en la producción de citocinas y en la citotoxicidad celular mediada 

por anticuerpos. Estudios de la interacción de esta subpoblación con otras células 

de la inmunidad y con el VIH son necesarios para  caracterizar mejor su relación 

con la progresión al sida. 
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En cuanto a las células Treg, reportes previos muestran una frecuencia igual o 

menor de esta población en individuos controladores (Chevalier & Weiss, 2012). 

En este estudio no se encontraron diferencias en cuanto a la frecuencia, mas sí en 

cuanto al número absoluto de Treg FOXP3+CD25high y de Treg activadas, siendo 

este más alto en los individuos controladores respecto a los progresores. Lo 

anterior podría indicar que las células Treg median el control de la replicación viral 

disminuyendo el número de células susceptibles a la infección.  

Además, se halló una correlación negativa entre la carga viral y el porcentaje de 

células Treg en sangre periférica. Reportes previos indican que la infección por el 

VIH induce la conversión de LT CD4+ convencionales en Treg, así que la 

disminución de estas células en la circulación sistémica asociada a la mayor carga 

viral puede deberse a su reclutamiento en tejidos linfoides y mucosas, que es 

donde ejercen su función reguladora. 

En conclusión, se encontró que las células NK CD16-CD56high y las células Treg se 

asocian con el control de la replicación viral y las células NK CD16+Cd56- con la 

progresión al sida. Estudios posteriores con un mayor tamaño muestral son 

necesarios para confirmar estas diferencias y para realizar investigaciones que 

involucren la funcionalidad y respuesta anti-VIH.  
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