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Resumen 

 

La expresión del alelo HLA-B*35 se ha asociado con progresión lenta y rápida de la 

infección por el virus de inmunodeficiencia humana. Los mecanismos por los cuales se da este 

proceso no son claros. Se ha planteado que la afinidad de unión de epítopos a la molécula HLA-

B*35 puede inducir una mejor respuesta inmune por parte de los LT CD8. Un reciente estudio 

reportó nuevas variantes mutadas de los epítopos HSNQVSQNY y HPVHAGPIA, los cuales son 

presentados por moléculas HLA-B*35. Los estudios bioinformáticos demostraron que las nuevas 

variantes mutadas del epítopo HSNQVSQNY se unen con una baja afinidad de a la molécula HLA, 

mientras que las variantes mutadas derivadas del epítopo HPVHAGPIA se unen con una mayor 

afinidad a la molécula HLA-B*35. Teniendo en cuenta lo anterior, este estudio se centró en la 

caracterización del perfil funcional de LT CD8+ en 12 individuos infectados crónicamente con el 

VIH-1 que expresan alelos pertenecientes al subtipo HLA-B*35 frente al estímulo con epítopos 

silvestres y variantes mutadas de alta o baja afinidad. Los hallazgos de este estudio resaltan que 

variantes con mayor afinidad de unión al HLA inducen un mayor porcentaje de LT CD8+ 

expresando un perfil polifuncional comparado con los epítopos silvestres y con las variantes 

mutadas asociadas con menor afinidad de unión. Sumado a lo anterior, se observó que la variante 

I223V del epítopo HPVHAGPIA induce una co-expresión mayor de granzima B y perforina 

comparado con otras variantes mutadas. Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que las 

variantes mutadas asociadas con una alta afinidad de unión al HLA-B*35 inducen una respuesta 

de LT CD8+ de mayor magnitud, la cual aportaría al control de la replicación del virus y a la 

progresión de la enfermedad. 
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Introducción 

 

Para el año 2019, aproximadamente 38 millones de personas se encontraban conviviendo 

con virus de inmunodeficiencia humana (VIH), el cual es el agente causante del síndrome de 

inmunodeficiencia adquirida (SIDA) [1] . En Colombia, para ese mismo año, se reportaron que 

200.000 personas estaban viviendo con el virus por lo que se considera a la infección por el VIH-

1 como un problema de salud pública a nivel nacional y global [2] . 

En el curso clínico de la infección, los linfocitos T CD8 + (LT CD8 + ) juegan un papel 

importante en el control de la replicación del virus a través de respuestas citotóxicas y no 

citotóxicas, por lo que se considera crucial la activación de dicha subpoblación celular en el control 

de la viremia [3] . Los LT CD8 + se activan al reconocer a través de su receptor (TCR) un epítopo 

presentado por las células presentadoras de antígenos en el contexto del antígeno leucocitario 

humano clase I (HLA-I), asociado con el estímulo proporcionado por las moléculas co-

estimuladoras y las citoquinas [4] . Hasta la fecha se ha determinado que la genética del HLA-I 

específica de cada individuo es crucial para la presentación de dichos epítopos y el curso de la 

infección; dicha asociación se relaciona con la afinidad de unión entre los epítopos y la molécula 

HLA-I en la que son presentados a los LT CD8+ [5] . Varias investigaciones se han enfocado en 

la búsqueda de epítopos que induzcan una respuesta eficaz, que suprima la replicación viral y que 

pueda ser utilizada como componentes de vacuna profiláctica y/o terapéutica [6] . Entre los alelos 

de HLA-I, el más estudiado y mejor caracterizado es el HLA-B, ya que presenta una gran 

variabilidad alélica [7] , aumentando el repertorio de péptidos que pueden unirse y presentarse [8] 

. Los epítopos presentados en estas moléculas, se asocian con la inducción de una respuesta 

funcional de LT CD8+ capaz de controlar la replicación del virus en comparación con el HLA-A 

y HLA-C [5, 6] . Cabe mencionar que los epítopos presentados en el HLA-I que inducen una 

respuesta funcional con actividad antiviral tienden a proceder de proteínas inmunogénicas del VIH, 

las cuales son epítopos derivados de las proteínas Gag, Pol y Nef [9] . Sumado a lo anterior, estos 

epítopos pueden inducir una potente respuesta de los LT CD8+ [10] . 

En Colombia, uno de los subtipos de mayor frecuencia en el locus B es HLA-B*35 (17,8%) 

[11] , el cual ha sido asociado con progresión rápida a sida [12] y altas carga virales en sangre 

periférica [13] . Sin embargo, también se ha observado que este alelo puede asociarse con un mayor 

control de la replicación del virus [14] . En particular, los alelos HLA-B*35:02, –B*35:03 y -



B*35:04 se ha relacionado con una rápida progresión de la infección en pacientes caucásicos, 

mientras que el alelo HLA-B*35:01 y –B*35:08 tiene poco efecto sobre dicha progresión [15] . La 

diferencia en la respuesta ha sido asociada con la secuencia de aminoácidos del epítopo a ser 

presentado. Los alelos denominados HLA-B*35 Px (-B35:02, –B*35:03 y -B*35:04) unen un 

amplio repertorio de aminoácidos ubicados en la posición nueve del péptido, mientras los alelos 

HLA-B*35 Py (-B*35:01 y –B*35:08) unen epítopos con prolina en la posición dos y tirosina en 

la posición nueve [16, 17]. Los individuos que expresan alelos HLA-B*35 Px responden a variantes 

peptídicas en ausencia de respuesta a epítopos silvestres [17] ; sin embargo, los alelos HLA-B*35 

Px se unen con mayor afinidad a ILT4, un inhibidor expresado en células dendríticas, llevando a 

una disfunción de células dendríticas e impactando en la presentación antigénica y la progresión 

en VIH-1 [18] . 

Un estudio in silico realizado en el Grupo de Inmunovirología de la Universidad de 

Antioquia con individuos VIH + [19] , identificó varios epítopos mutados derivados de la proteína 

Gag de cepas circulantes de VIH-1. Tres de estas mutaciones en el epítopo HPVHAGPIA (HA9) 

se asociaron con alta afinidad de unión a la molécula HLA-B*35, mientras dos mutaciones en el 

epítopo HSNQVSQNY (HY9) se asociaron con una baja afinidad de unión a esta misma molécula 

HLA. Dichas mutaciones se encuentran en alta frecuencia en cepas virales que circulan en la 

población, y a la fecha, no se encuentran reportes en la literatura del perfil funcional de los LT 

CD8+ inducidos por estas variantes. Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo del presente 

estudio fue caracterizar el perfil funcional de los LT CD8+ en respuesta a los péptidos mutados de 

los epítopos HA9 y HY9 derivados de la proteína Gag del VIH-1, asociadas con un incremento o 

una disminución en la afinidad de unión al HLA*B35. Este enfoque es crucial al momento de crear 

estrategias terapéuticas basadas en la función efectora de los LT CD8+ en el control inmune contra 

la infección [20] . 

  



Metodología 

 

Tipo de estudio y población de estudio 

Este es un estudio observacional analítico transversal, en el que se reclutaron doce 

individuos crónicamente infectados por VIH-1, que expresan específicamente el alelo HLA-B*35. 

El tamaño de la muestra se determinó teniendo en cuenta la frecuencia alélica de HLA-B*35 en 

Colombia (20%), y el número de personas infectadas por el VIH que asistían al programa de salud 

del VIH de la Corporación para Investigaciones Biológicas -CIB, con confianza. nivel del 95% y 

una precisión del 10%, utilizando el software Epidat 4.2. Los pacientes se seleccionaron con base 

en los siguientes criterios de inclusión: i) ser mayor de 18 años y ii) si estaba bajo tratamiento 

antirretroviral, que el tiempo en tratamiento no sobrepasara los 5 años. De igual forma se 

excluyeron pacientes que i) presenten infecciones oportunistas activas, ii) presenten tuberculosis 

latente, iii) prueba treponémica positiva, iv) uso actual o pasado de fármacos inmunosupresores o 

radio/quimioterapia, v) mujeres embarazadas o lactantes y vi) negación del paciente. Cada 

participante firmo un consentimiento informado, el cual fue elaborado de acuerdo con la resolución 

008430 de la Legislación Colombiana de 1993.  

 

Características de los péptidos derivados de Gag 

En un estudio previo [19] , se identificó diferentes variantes de epítopos derivados de la 

proteína Gag del VIH-1 asociados a una alta o baja afinidad hacia la molécula HLA-B*35. 

Brevemente, la afinidad del complejo péptido-HLA se definió utilizando el software de simulación 

de acoplamiento receptor-ligando AutodockVina 4 y FlexPepDock. La afinidad de unión se 

expresó como la puntuación total de FlexPepDock, donde cuanto más negativo es el valor, más 

afinidad tiene la variante del epítopo por la molécula de HLA-I. Este paso de refinamiento se realizó 

tres veces para cada modelo de acoplamiento. Para cada repetición, se seleccionaron los mejores 

tres modelos de refinamiento de acuerdo con la posición del epítopo respectivo y las interacciones 

moleculares entre los aminoácidos del epítopo y los bolsillos HLA-B*35 (ver Tabla 1).  

 

Carga viral plasmática y conteos de LT CD4+ y LT CD8+ 



Para cuantificar la carga viral plasmática y el conteo de LT CD4+ y LT CD8+, a cada 

participante se le tomó una muestra de sangre periférica con anticoagulante EDTA. La carga viral 

plasmática del VIH-1 se determinó utilizando el estuche comercial COBAS®AmpliPrep/Cobas 

TaqMan HIV-1 Test, versión 2.0 (Roche, Indianápolis, IN, USA), el cual detecta entre 20 a 

10.000.000 de copias de ARN/mL 

El conteo de LT CD4+ y LT CD8+ se realizó por citometría de flujo. Brevemente, se 

incubaron 150 μl de sangre total anticoagulada con EDTA con anticuerpos anti-CD3 FITC, anti-

CD4 PE y anti-CD8 PeCy5 (BD Pharmige, San Diego, CA, USA) durante 30 minutos a temperatura 

ambiente en oscuridad. Los eritrocitos fueron lisados mediante la incubación por 10 min con 2 ml 

de BD FACS Lysing Solution 1X (BD Bioscience, San José, CA, USA). Se adquirieron por lo 

menos 100.000 eventos en la región de linfocitos para cada muestra, en el citómetro LSR Fortessa 

(BD Biosciences, San José, CA, USA). Las subpoblaciones de los LT CD4+ y LT CD8+ fueron 

identificadas como CD3+/CD4+ o CD3+/CD8+ usando el software FACSDiva versión 8.0.1 (BD 

Biosciencies). El número absoluto de linfocitos en sangre periférica fue calculado con base en el 

conteo manual, determinando conteo total de leucocitos y diferencial de células sanguíneas. 

 

Evaluación del perfil funcional de LT CD8+ 

La evaluación funcional de LT CD8+ se realizó a partir de mononucleares de sangre 

periférica (MNSP) de los 12 individuos VIH-1 + que expresan específicamente el alelo HLA-B*35. 

Los MNSP se cultivaron en un plato de cultivo de 96 pozos de fondo en V (Costar, Corning, NY) 

con una densidad de 4 x 10 6 células/ml en medio RPMI-1640 suplementado con suero bovino 

fetal al 10%. Los MNSP se estimularon con 1 μg/ml de anticuerpos anti-CD28 (clon: CD28.2, 

eBioscience) y anti-CD49d (clon: 9F10, eBioscience), más cada uno de los péptidos a evaluar a 

una concentración de 10 μg/mL; como control positivo se estimuló con 1 μg/ml de enterotoxina B 

estafilocócica de Staphylococcus aureus (SEB) (Sigma-Aldrich), o con 12-miristato 13-acetato de 

forbol (PMA) más ionomicina a una concentración de 50 y 500 ng/ml, respectivamente (ambos de 

Sigma-Aldrich). Como control negativo se utilizaron células MNSP tratadas sólo con anticuerpos 

anti-CD28 y anti-CD49d. Todas las condiciones de estimulación se incubaron durante 12 horas a 

37°C en CO 2 al 5%, en presencia de anti-CD107a (clon H4A3, BD) y de brefeldina A y monensina 

a una concentración de 10μg/ml (Thermo Fisher).  



El perfil funcional de LT CD8+ específicos para cada epítopo y sus respectivas variantes 

mutadas, se evaluó por citometría de flujo, utilizando el siguiente panel de anticuerpos: anti-CD3-

AlexaFluor700, anti-CD8-BV450, anti-IL-2-BV506, anti-GranzimaB-FITC, anti- Perforina-PE, 

antiCD107/a-APC, anti-IFN-γ-BV711, anti-TNF-α-PerCP-Cy5.5, anti-IL-10- PE-Cy7 y anti-

MIP1β-APC-H7, y el marcador de viabilidad Fixable Viability Dye 506. Los datos fueron 

analizados utilizando el software FlowJo Software versión 10-4 (Tree Star, Inc, Ashland, OR, 

USA). Para la caracterización de la respuesta específica contra los epítopos silvestre y sus variantes 

mutadas, a cada estímulo se le realizó la resta del porcentaje de respuesta obtenido con el control 

negativo y se definió respuesta en aquellas células donde se observe una producción dos veces 

mayor al control negativo. Los LT CD8+ positivos para varias combinaciones de moléculas 

efectoras fueron analizadas usando la función Booleana del software FlowJo X y graficada con el 

programa SPICE (http://exon.niaid.nih.gov/spice/). La magnitud total de la respuesta de LT CD8+ 

se determinó como la suma de cualquier respuesta a los péptidos individuales evaluados [21] .  

 

Análisis estadísticos 

Mediante la prueba Shapiro-Wilk se determinó el tipo de distribución, resultando en una 

distribución no paramétrica. Los datos se presentan como mediana ± intervalo de confianza (IC) 

del 95%. Se utilizó la prueba U de Mann-Whitney para comparar dos grupos de datos no pareados. 

El conjunto de datos pareados a comparar se analizó mediante la prueba de Wilcoxon. Para los 

análisis de correlación se utilizó el coeficiente de Spearman. Los valores de p &lt;0,05 se 

consideraron estadísticamente significativos.   



Resultados 

 

Características clínicas y demográficas de la población 

Las características clínicas y demográficas de la población se detallan en la Tabla 2. En 

general, en el estudio se incluyeron 12 individuos VIH+ que expresan el alelo HLA-B*35, de los 

cuales el 83% pertenecen al género masculino. La mediana del conteo de linfocitos T CD4+ fue de 

636.8 células/mL y del conteo de LT CD8+ fue de 793.9 células/mL. De los 12 individuos, siete 

se encontraban recibiendo terapia antirretroviral (TAR) (58,3%), con una mediana entre el 

diagnóstico y el inicio de TAR de 14 meses; todos los pacientes en tratamiento tenían carga viral 

indetectable. Los individuos sin tratamiento, tenían una mediana de carga viral de 25500 (IQR 

4535-80522). 

 

Respuesta de LT CD8+ a estímulos policlonales en individuos HLA-B*35 

Inicialmente, se evaluó la respuesta de LT CD8+ frente a estímulos policlonales con el 

objetivo de determinar la competencia funcional de las células obtenidas de pacientes con/sin TAR. 

En este estudio, la evaluación se realizó con dos estímulos policlonales: i) enterotoxina B de 

Staphylococcus aureus (SEB) y ii) PMA/Ionomicina (PMA). Como se observa en la Figura 1, la 

gran mayoría de los individuos respondieron a los estímulos policlonales con la producción de 

diferentes citoquinas y la expresión de moléculas asociadas con un perfil citotóxico (CD107a, 

expresión de novo de Granzima B (GrzB) y Perforina (Perf)). No se encontró diferencias 

significativas en la produción de Rantes en respuesta a los estímulos policlonales comparado con 

el control negativo (ver Figura 1E). 

Teniendo en cuenta que previos estudios han reportado una recuperación parcial del perfil 

funcional de LT CD8+ en pacientes con tratamiento y alteraciones de la respuesta de subpoblación 

celular en pacientes con carga viral alta y sin TAR, en este estudio se analizó los cambios en la 

respuesta funcional de individuos con o sin TAR. En general, no se observan diferencias 

estadísticamente significativas entre la producción de citoquinas y algunas moléculas asociadas 

con citotoxicidad entre pacientes con TAR y sin TAR (ver Figura 2). Sin embargo, en los 

individuos sin TAR se observó una mayor frecuencia de LT CD8+ co-expresando CD107a+GrzB+ 

en respuesta al estímulo con PMA en comparación con los individuos con TAR (ver Figura 2I). 

 



Las variantes mutadas con alta afinidad de unión al HLA-B*35 se asocia con una mayor 

magnitud total de respuesta de LT CD8+. 

Previos estudios han postulado que una alta afinidad de unión del péptido a la molécula 

HLA determina su inmunogenicidad. Teniendo en cuenta lo anterior, se comparó la magnitud total 

de la respuesta de LT CD8+ (definida como la suma de cualquier respuesta frente a péptidos 

individuales evaluados [21] ), la producción de citoquinas y la polifuncionalidad de LT CD8+ 

específicos para los epítopos, definido como la capacidad de las células para producir múltiples 

citoquinas y/o degranular al mismo tiempo [22]  

Al comparar el porcentaje de LT CD8+ que respondían frente a los epítopos silvestres (HY9 

y HA9) y sus variantes mutadas según afinidad se unión, se observó un mayor porcentaje de LT 

CD8+ que responden frente variantes mutadas con alta afinidad de unión al HLA-B*35 en 

comparación con las variantes asociadas con baja afinidad de unión (ver Figura 3).  

 

Variantes mutadas de lo epítopos inducen una respuesta de LT CD8+ independiente de su 

afinidad de unión. 

Al evaluar el perfil funcional de LT CD8+ en respuesta a las variantes mutadas 

NNSQVSQNY (H124N/S125N7N126S) y NNSKVSQNY (H124N/S125N/N126S/Q127K) 

asociadas con baja unión al HLA-B*35 del epitopo HY9, se observó que al igual que el peptido 

silvestre, los peptidos mutados inducen una respuesta funcional de los LT CD8+ (ver Figure 4). La 

mayoría de los individuos expresaban IFN-γ, aunque la expresión del marcador de degranulación 

CD107a, es menor frente al péptido H124N/S125N7N126S en comparación con el péptido silvestre 

(ver Figure 4F). 

Adicionalmente, se observó que el estímulo con las variantes mutadas I223V, I223A y 

V219A/H219Q/I223V del epítope HA9, asociadas con alta afinidad de unión al HLA-B*35, 

inducían una respuesta funcional de los LT CD8+, siendo significativamente mayor la frecuencia 

de LT CD8+ que co-expresan IFN-  TNF-  y Granz / Perf en respuesta a la variante I223V en 

comparación con el péptido silvestre HA9 (ver Figure 5).  

 

Variantes mutadas de alta afinidad de unión al HLA-B*35 inducen un porcentaje mayor de 

LT CD8+ con perfil polifuncional  

 



El perfil polifuncional en el contexto de LT CD8+ se refiere a la capacidad de responder 

mediante dos o más funciones, ya sea una función no citotóxica, citotóxica o la combinación de 

ambas. Al comparar los epítopos silvestres de la proteína Gag con sus variantes de baja o alta 

afinidad, se encontró un mayor porcentaje de LT CD8+ que exhiben dos, tres y cinco funciones en 

respuesta a las variantes asociada con alta afinidad al HLA-B*35 en comparación con las variantes 

asociadas con baja afinidad de unión (ver Figura 6).  

No se observó diferencias en la calidad de la respuesta de LT CD8+ frente a las variantes 

mutadas del epitopo HY9, asociadas con baja afinidad de unión al HLA en comparación con el 

péptido silvestre HY9 (ver Figura 7). Sin embargo, en el caso del epítopo HA9 y sus variantes 

asociadas con alta afinidad de unión al HLA-B*35, se observó un mayor número de LT CD8+ 

expresando cuatro y cinco funciones simultáneas frente al estímulo con la variante I223V 

comparado con la variante mutada V218A/H219Q/I223V y el epítopo silvestre HA9, 

respectivamente (ver Figura 8). 

  



 

Discusión 

 

 Múltiples estudios han demostrado el papel crucial de los LT CD8+ en el control de la replicación 

del VIH-1, reportándose un control en la replicación del virus en la fase aguda de la infección y la 

eliminación de células infectadas en la fase crónica de la enfermedad [23–25] . Los LT CD8+ 

reconocen proteínas virales presentadas en el contexto de moléculas HLA clase I expresadas en la 

superficie celular. El reconocimiento de la proteína viral por el receptor de células T (TCR, por su 

nombre en inglés), junto con otras señales co- estimuladoras, inicia una cascada de eventos que 

permiten la producción y liberación de citoquinas y moléculas citotóxicas [26]  

Los alelos HLA-I pueden presentar múltiples secuencias de péptidos [27] ; sin embargo, 

laactivación, respuesta y expansión de los LT CD8+ se limita a un conjunto determinado 

deepítopos derivados del virus, fenómeno denominado como inmunodominancia [28] . 

Variosestudios han demostrado un limitado número de epítopos inmunodominantes que 

impactanen el control de la progresión de la infección por VIH-1 [29] , por lo que se hace crucial 

laidentificación de estos epítopos para el diseño de vacunas terapéuticas y profilácticas. 

Diferentes mecanismos pueden explicar la asociación del locus B con la progresión de la 

enfermedad. Uno de ellos, se relaciona con el proceso de selección del receptor de células T (TCR) 

a través de la presentación de péptidos propios en el contexto de moléculas codificadas por los 

alelos HLA [30] . Un estudio realizado por Kosmrlj y colaboradores reportó que, el alelo HLA-

B*57:01, presenta pocos péptidos propios en el timo, derivando en una alta frecuencia de LT CD8+ 

que reconocen péptidos a través de un menor número de puntos aminoacídicos sin afectar la 

interacción entre péptidos-HLA-TCR, por lo que la presencia de variantes mutadas no afecta 

sustancialmente la fuerza de unión del complejo inmune. En contraste, los alelos HLA-B*07 y –

B*35 presentan un alto número de péptidos propios, permitiendo la selección de LT CD8+ con un 

TCR más estricto en los puntos de contacto con el complejo péptido-HLA, por lo que mutaciones 

en epítopos puede llevar a pérdida del reconocimiento por parte del LT CD8+ [30] . 

Adicionalmente, se ha observado que la respuesta de LT CD8+ frente a epítopos derivados de la 

proteína Gag es más robusta y frecuente en pacientes con un control de la viremia, en ausencia de 

terapia antirretroviral; en contraste, respuestas restringidas a proteínas derivadas de la envoltura de 

VIH han sido asociadas con cargas virales altas [31–33] . En el caso de los alelos HLA- B*35, se 



reportó que dichas moléculas tienden a presentan epítopos derivados de regiones altamente 

variables del virus como Env y otras regiones no gag [34] . 

Teniendo en cuenta lo anterior, este estudio se centró en la evaluación de la respuesta de 

LT CD8+ estimulados con los epítopos silvestres HA9 y HY9 derivados de Gag, y sus respectivas 

variantes mutadas que se unen con baja o alta afinidad al HLA-B*35. En este estudio se observó 

un mayor porcentaje de LT CD8+ con perfil polifuncional y con expresión de GrzB/Perforina al 

estimular dicha subpoblación celular con variantes mutadas que presentan una alta afinidad de 

unión al HLA, comparado con los epítopos silvestres y variantes mutadas de baja afinidad de unión. 

Inicialmente, se evaluó la respuesta de los LT CD8+ frente a los estímulos policlonales y 

alos péptidos específicos de VIH, con el objetivo de determinar la respuesta funcional de las células 

obtenidas de pacientes crónicamente infectados con y sin tratamiento antirretroviral. Los resultados 

demuestran competencia funcional de la población de LT CD8+ en los dos grupos de pacientes 

evaluados. Este hallazgo, puede estar asociado al inicio temprano de la terapia después del 

diagnóstico de la infección, y a que en los pacientes sin tratamiento no presentaban un deterioro 

clínico, ni inmunológico marcado. Durante la fase aguda de infección por VIH, en individuos que 

se encuentran bajo tratamiento antiretroviral, se ha observado una expansión de LT CD8+ 

específicos de epítopos derivados de nef y gag, junto con una respuesta altamente polifuncional 

[35] . En contraste, la capacidad proliferativa, la producción de citoquinas y la degranulación de 

moléculas citotóxicas en LT CD8+ se encuentra reducida en pacientes crónicamente infectados con 

tratamiento antirretroviral [36] . Sin embargo, otros estudios han sugerido que la terapia 

antirretroviral restaura parcialmente las funciones de los LT CD8+ [45] [46], restaura los conteos 

de LT CD8+ [37] , incrementa la frecuencia de LT CD8+ específicos de VIH con respuesta 

polifuncional y disminuye la expresión de la molécula PD-1, asociada con agotamiento 

inmunológico [38, 39] . 

En este estudio se incluyeron 12 pacientes VIH positivos crónicamente infectados, de los 

cuales sólo el 25% expresan alelos HLA-B*35 Px (HLA-B*35:03 y –B*35:04). El porcentaje de 

LT CD8+ con respuesta específica a variantes mutadas fue heterogéneo sin observarse diferencias 

entre pacientes que expresan los alelos HLA-B*35 Px, -B*35 Py u otros alelos que no se encuentran 

dentro de esta clasificación. En este estudio, se observó respuesta de LT CD8+ a epítopos derivados 

de Gag y sus respectivas variantes mutada, lo cual se ha asociado con control viral en diferentes 

escenarios [40]. 



El epítopo HSNQVSQNY (HY9) se ubica en la posición 124-132 de la proteína p17, siendo 

este reportado como una variante observada en secuencias de VIH pertenecientes al subtipo B [41] 

. La variante NSSKVSQNY es un epítopo perteneciente al subtipo A y presentado en el HLA-

A*01:01. Un estudio realizado por Luo M y colaboradores, evaluó el reconocimiento de variantes 

pertenecientes a subtipos A, B y C del péptido HY9 en pacientes que expresan el HLA-A*01:01, 

observando que el 80% de los pacientes presentaban respuesta específica de LT CD8+ a las 

variantes mutadas con una producción media de IFN-γ de 79 SFU/millón de células, postulando 

tolerancia en los cambios aminoacídicos reportados en las variantes de los subtipos evaluados [42] 

. El epítopo NSSKVSQNY se definió como un epítopo óptimo del subtipo B de VIH, asociado con 

inducción de IL-2 e IFN-γ en LT CD8+ estimulados con dicho péptido [43] . Este es el primer 

reporte en el cual se evalúa la respuesta inducida en LT CD8+ por las variantes mutadas 

NNSQVSQNY (H214N/S125N/N126S) y NNSKVSQNY (H124N/S125N/N126S/Q127K), 

reportadas por Arcia y colaboradores, observándose que más del 1% de los LT CD8+ estimulados 

con los epítopos silvestres y las variantes mutadas presentaban una respuesta funcional asociada 

con producción de IFN-γ, IL-2, TNF-α, MIP1-β, CD107a y GrzB/ Perf. 

El epítopo HPVHAGPIA (HA9) se localiza en la posición 84-92 de la proteína p24 y 

definido como un epítopo optimo observado en secuencias pertenecientes a los subtipos B y D [41] 

. Los LT CD8+ estimulados con el epítopo HPVHAGPIA induce una alta producción de IFN- γ en 

pacientes que expresan el alelo HLA-B*35; sin embargo, se postula que las células restringidas a 

dicho epítopo carecen del potencial proliferativo en individuos crónicamente infectados, dado que 

no se reporta producción de IL-2 [44] , citoquina esencial para la expansión de subpoblaciones de 

linfocitos T [45] . La variante mutada HPVHAGPVA (I223V) fue reportada por Jessen H y 

colaboradores [46] ; sin embargo, no se ha reportado el perfil funcional de LT CD8+ restringido a 

esta variante mutada, al igual que para las variantes mutadas HPVHAGPAA (I223A) y 

HPAQAGPVA (V218A/H219Q/I223V). Este es el primer estudio en el que se evalúa la producción 

de citoquinas y moléculas citotóxicas, observándose LT CD8+ IL-2+ en el 50% de los pacientes 

estimulados con el epítopo HA9; además, la producción de IL-2 no se limitó a epítopos silvestres, 

también se cuantificaron células productoras de esta citoquina al estimular con las variantes 

mutadas derivadas del epítopo HA9. 

La adecuada unión del epítopo a la molécula HLA es requerido para el reconocimiento por 

parte del TCR del LT CD8+ [47] . Un estudio realizado en un modelo murino sugiere que la unión 



estable del epítopo viral a la molécula HLA puede contribuir a la inmunogenicidad del epítopo [48] 

; además, se ha reportado que la afinidad de unión del péptido al HLA correlaciona con 

inmunodominancia [47] . Un estudio realizado por Hebeisen y colaboradores reportó que uniones 

epítopo-HLA dentro de los rangos fisiológicos (KD=100-1 uM) potencian la unión TCR-pMHC, 

relacionándose directamente con la funcionalidad de linfocito T [49] ; además, se ha sugerido que 

la polifuncionalidad en LT CD8+ puede correlacionarse con el control del virus [50] . En este 

estudio se observó una asociación entre el perfil funcional de LT CD8+ y el estímulo con variantes 

mutadas de alta afinidad de unión a moléculas HLA. Las variantes de alta afinidad de unión al 

HLA-B*35, presentan una mayor respuesta polifuncional a expensas de la expresión de dos, tres y 

cinco mecanismos efectores e inducen un mayor porcentaje de LT CD8+ GrzB+ Perf+ comparado 

con los epítopos silvestres. Estos hallazgos plantean la importancia de la afinidad de unión de 

epítopos al HLA en la inducción de una respuesta efectora de LT CD8+ con actividad antiviral.  

La afinidad de unión de los péptidos a moléculas MHC es el resultado de una continua 

asociación y disociación de la molécula HLA [51] , donde sustituciones aminoacídicas en sitios 

críticos de epítopos de VIH puede afectar la presentación antigénica, reduciendo dicha afinidad de 

unión y debilitando el complejo TCR-HLA-epítopo [52, 53] . Las variantes mutadas con alta 

afinidad de unión al HLA-B*35 presentan cambios en el extremo C-terminal del péptido, 

postulando que dichas variaciones en la secuencia de aminoácidos podrían estar aportando a la 

disminución en la tasa de disociación de estos epítopos, y por lo tanto a mantener la estabilidad de 

presentación por un mayor tiempo, lo cual permitiría que clones de LT CD8+ específicos puedan 

reconocer y activarse apropiadamente a través del reconocimiento por parte del TCR [54, 55] . 

La habilidad de LT CD8+ para sintetizar moléculas citotoxicas como la Granzima B y la 

Perforina, posterior al encuentro con un epítopo específico, juega un papel importante en la 

eliminación de células infectadas por virus [56] . La expresión de Granzima B, una de las más 

potentes granzimas proapoptoticas, por LT CD8+ específicas para epítopos de VIH se asocia con 

control de la replicación [57] lo cual se ha asociado con la capacidad de mediar rápidamente la 

eliminación de LT CD4+ infectados con VIH [39] . En el caso de perforina, su expresión se ha 

observado en LT CD8+ específicos para VIH de individuos controladores elites/no progresores a 

largo término, presentando una correlación inversa entre la replicación del virus y la proliferación 

de esta subpoblación celular [58, 59]. 

  



Conclusiones 

 

Los resultados de este estudio indican que variantes mutadas derivadas de los epítopos HA9 

HY9, reportadas por Arcia y colaboradores [19] , inducen una respuesta en los LT CD8+ de 

pacientes que expresan el alelo HLA-B*35. Sumado a lo anterior, se observó que las variantes 

mutadas de alta afinidad derivadas del epítopo HPVHAGPIA inducen un mayor porcentaje de LT 

CD8+ con perfil polifuncional y, los LT CD8+ específicos para I223V presentan una respuesta 

efectora citotóxica, la cual podría participar en la eliminación de células infectadas. Estos hallazgos 

plantean la necesidad de identificar las mutaciones dentro de epítopos restringidos al HLA-B*35 

con el fin de identificar potenciales péptidos que aporten al desarrollo de una respuesta antiviral y 

puedan ser incluidos en el diseño de una vacuna para la región.  



Limitaciones 

 

En el presente estudio, no se realizaron análisis de TCR para definir el repertorio de clones de 

LT CD8+, lo cual podría aportar al entendimiento de la respuesta de esta subpoblación a variantes 

mutadas y su aporte a los mecanismos de co-adaptación del virus frente a respuestas de LT CD8+ 

a nivel del complejo epítopo-HLA-TCR. Sumado a lo anterior, no se realizaron ensayos de 

estabilidad de unión entre epítopos-HLA-B*35. 
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