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ANÁLISIS DE POTENCIALES CORRELATOS INMUNES DE CONTROL EN LA 

INFECCIÓN POR HIV-1 DURANTE LA SEROCONVERSIÓN Y EL PRIMER A O DE 

INFECCIÓN 

 

En los últ im os años, se ha puesto especial énfasis en el estudio de la respuesta T CD8 +  dado 

el rol cent ral que esta j uega en el cont rol de la replicación del virus de la inmunodeficiencia 

hum ana (HIV, human immunodeficiency virus) . Sin em bargo sigue siendo clave la 

ident ificación y com presión de nuevos correlatos inm une de protección. Más aún, la etapa 

de infección aguda representa un escenario propicio para el estudio de las funciones que 

m ejor se correlacionan con cont rol viral. El objet ivo de esta tesis fue analizar la 

especificidad, funcionalidad y el fenot ipo de la respuesta T CD8+  HIV-específica en una 

cohorte de individuos recientem ente infectados y su asociación con el cont rol de la 

replicación viral y de la progresión a la enferm edad (evaluado m ediante la carga viral, 

recuento de células T CD4+  y act ivación inm une) , durante la seroconversión y el prim er año 

de infección. Se obtuvieron m uest ras de sangre de 51 individuos reclutados dent ro de los 

prim eros 6 m eses desde la fecha probable de infección (PHI , Primary HIV infection) ;  22 

sujetos crónicam ente infectados (Crónicos)  y 14 sujetos cont roladores elite (EC, Elite 

Controllers) . Se observó que, a pesar que Nef dom inó la respuesta ant i -HIV durante la 

infección aguda/ tem prana, la aparición tem prana de una alta proporción de células T ant i -

Gag se correlacionó con un ret raso en la progresión. Las células T CD8 +  HIV-específicas 

polifuncionales fueron detectadas en t iem pos tem pranos post - infección pero no se asociaron 

con cont rol viral. Por el cont rario, se observó que los sujetos PHI  que presentaban células T 

CD8+  con una m ayor capacidad de m ediar act ividad ant iviral (VIA, viral inhibitory activity) ,  

en la m uest ra basal, presentaron set points inm unes m ás elevados. Adem ás, los niveles de 

VIA se correlacionaron con la m agnitud de la respuesta T CD8+  ant i-Gag. A su vez, las 

células T CD8+  Gag-específicas m ost raron una m ayor capacidad de mediar la lisis de células 

infectadas ( lo cual se evidenció por una m ayor capacidad de degranulación)  y de producir, 
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de m anera sim ultánea, INF-  lo cual les conferiría una ventaja para ejercer su actividad 

ant iviral. Por ot ro lado, se observó que la dist r ibución de las subpoblaciones de m em oria de 

las células T CD8+ ,  tanto totales com o de las HIV-específicas, se encuent ra sesgada en los 

individuos PHI , pero no alcanza los niveles dram át icos observados en los sujetos Crónicos. 

El análisis de la expresión de PD-1 en los individuos PHI , tanto en las células T CD8+  totales 

com o HIV-específicas, reveló no sólo una asociación con progresión a la enferm edad si no 

tam bién con el perfil de m em oria de la población celular T CD8+ .  Notablem ente, se 

obtuvieron correlaciones directas ent re los niveles de VIA y la proporción de células T CD8+  

con fenot ipo term inal, tanto en la m uest ra basal com o a los 12 m eses post - infección. En 

consecuencia, se estableció una relación ent re la preservación de la ruta de diferenciación 

de las células T CD8+  y la funcionalidad de las m ism as. 

Esta tesis representa el prim er t rabajo donde se realizó una caracterización com pleta de la 

respuesta T CD8+  en una cohorte Argent ina de individuos cursando la infección 

aguda/ tem prana por HI V. El poder descifrar la relación que existe ent re la característ icas 

que definen a las células T CD8+  con los niveles de act ivación inm une, el cont rol viral y la 

progresión a la enferm edad en los dist intos estadíos de la infección (com o son la infección 

prim aria, crónica o en EC) , com o ha sido llevado a cabo en esta tesis, es prim ordial para 

profundizar en el conocim iento que se t iene de la inm unopatogénesis del virus. Adem ás, 

esta inform ación es de sum a im portancia para el desarrollo de nuevas est rategias 

terapéut icas frente al HIV así com o en el diseño y posterior t esteo de vacunas que 

prom uevan una respuesta beneficiosa.  

PALABRAS CLAVES: HIV, seroconversión, infección aguda, respuesta inm une celular, 

linfocitos T CD8+ ,  correlatos de protección.  
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CORRELATES OF IMMUNE CONTROL IN HIV INFECTION DURING 

SEROCONVERTION AND FIRST YEAR POST-INFECTION. 

 

Given the cent ral role that  HIV-specific CD8+  T-cells play in the cont rol of the hum an 

im m unodeficiency virus (HIV)  replicat ion, special em phasis has been focused on this cell 

populat ion. However, correlates of im m une protect ion rem ain elusive. Moreover, the acute 

phase of infect ion represents a proper scenario to delineate the ant iviral cellular funct ions 

that  best  correlate with virus cont rol. The aim  of the present  study was to analyze 

specificit y, funct ionalit y and phenotype of the HIV-specific im m une response in a cohort  of 

acute/ early HIV- infected individuals and their associat ions with viral cont rol and disease 

progression, during the seroconvert ion and the first  year post - infect ion. Blood sam ples from  

51 subjects recruited within 6 m onths from  infect ion (prim ary HIV infect ion [ PHI ] ) ;  22 

chronically infected subjects (Chronics)  and 14 Elite Cont rollers (EC)  were obtained. Results 

indicated that , although Nef dom inated the ant i-HIV response during acute/ early infect ion, a 

higher proport ion of early ant i-Gag T cells correlated with delayed progression. 

Polyfunct ional HIV-specific CD8+  T cells were detected at  early t ime points but  did not  

associate with virus cont rol. Conversely, higher CD4+  T-cell set  points were observed in PHI  

subjects with higher capacity of the CD8+  T-cells to m ediate ex vivo viral inhibitory act ivity 

(VIA) , at  baseline. Im portant ly, VIA levels correlated with the m agnitude of the ant i -Gag 

cellular response. The advantage of Gag-specific cells relied on their  enhanced abilit y to 

m ediate lysis of infected cells (evidenced by a higher capacity to degranulate)  and to 

sim ultaneously produce IFN- . Moreover, it was found that normal maturation of total and 

HIV-specific CD8+  T-cells into m em ory subsets is skewed in PHI , but  not  at  the dram at ic 

level observed in Chronics. Analysis of PD-1 expression, on bulk and HIV-specific CD8+  T-

cells, from  PHI  subjects revealed not  only an associat ion with disease progression but  also 

with skewed m em ory CD8+  T-cell different iat ion. Most  notably, significant  direct  correlat ions 

were obtained between the VIA levels and the higher proport ions of fully -different iated HIV-

specific CD8+  T cells, both at  baseline and at  12 m onths post - infect ion. Thus, a relat ionship 
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between preservat ion of CD8+  T-cell different iat ion pathway and cell funct ionalit y was 

established. 

This thesis represents the first  work were a fully characterizat ion of the CD8+  T-cell 

response have been perform ed in a cohort  of acute/ early HIV- infected individuals from  

Argent ina. Unscram bling relat ionships am ong the CD8+  T- cell characterist ics, im m une 

act ivat ion, viral cont rol, and disease progression in m ult iple set t ings (prim ary infect ion, 

virem ic Chronics and ECs) , such as those observed in this work, are increasingly im portant  

to advance our understanding of HIV pathogenesis. As well,  this inform at ion will be 

inst rum ental for therapeut ic and sterilizing vaccine design in order to boost  our abilit y to 

elicit  beneficial responses.  

KEY WORDS: HIV, seroconvert ion, acute infect ion, cellular im m une response, CD8 +  T 

lym phocytes, correlates of protect ion.  
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I. 1. VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA 

El Virus de la I nm unodeficiencia Hum ana (HIV, Human Inmunodeficiency Virus)  es el agente 

et iológico del Síndrom e de Inm unodeficiencia Adquirida (SIDA) . Las prim eras claves acerca 

de la et iología del SIDA llegaron en 1983, dos años después de su descripción clínica, a 

part ir  del t rabajo de Françoise Barré-Sinoussi [ 1] , en colaboración con un grupo encabezado 

por Luc Montagnier.  El agente aislado por este grupo fue denom inado Virus Asociado a 

Linfoadenopat ía (LAV, Lymphoadenopathy Associated Virus)  ya que fue obtenido a part ir  de 

individuos que padecían esa patología. Durante ese año y el siguiente, Robert Gallo [ 2, 3]  

aisló un ret rovirus citopát ico con t ropism o por células T al que denom inó Virus Linfot rópico 

Hum ano Tipo I I I  (HTLV- I I I ,  Human T Lymphotropic Virus Type III) . Un año después, Jay 

Levy [ 4]  obtuvo un aislam iento viral a part ir de células sanguíneas provenientes de un 

paciente con SI DA al cual denom inó Virus Relacionado al SIDA (ARV, AIDS Related Virus) .  

Posteriorm ente, estudios de m icroscopía elect rónica, ent re ot ros, revelaron que la 

m orfología de estos t res virus era m uy sim ilar ent re sí y con un género part icular de la 

fam ilia Retroviridae,  los Lent ivirus [ 5] . Allí se determ inó que, de hecho, los t res aislam ient os 

correspondían al m ismo agente viral. Finalmente, en 1986, el Com ité I nternacional de 

Taxonom ía Viral nom bró al virus de la m anera que hoy se lo conoce:  HIV.  

En 1986, Françoise Clavel,  Montagnier y colaboradores [ 6]  describieron un t ipo dist into de 

HIV, prevalente en ciertas regiones de África Occidental, al que denom inaron HIV-2 para 

dist inguir lo del virus original. Los individuos infectados con HI V-2 tam bién desarrollan SIDA, 

aunque con un período de latencia clínica m ás prolongado y m enor m orbilidad [ 7] .  

Durante los 33 años que han t ranscurrido desde la descripción de los prim eros casos a la 

actualidad, la problem át ica HIV/ SIDA ha afectado a m ás de 75 m illones de personas y se ha 

convert ido en una de las principales preocupaciones a nivel de Salud Pública m undial. 
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I. 2. EPIDEMIOLOGÍA 

I. 2. 1. Situación Mundial 

Los últ im os datos provenientes de la Organización de la Naciones Unidas para la Lucha 

cont ra el SIDA (ONUSI DA)  y la Organización Mundial de la Salud (OMS)  [ 8]  indican que, 

hasta diciem bre de 2013, ent re 33,2 y 37,2 m illones de personas vivían con SIDA en todo el 

m undo (Figura 1) . Durante 2013, se produjeron 2,1 m illones de nuevas infecciones y el 

núm ero de m uertes asociadas a SIDA alcanzó los 1,5 m illones. El 70%  de todas las 

personas afectadas por el HI V/ SIDA se concent ra en Áfr ica subsahar iana conform ando el 

epicent ro de la pandem ia.  

 

Figura 1: Núm ero est im ado de adultos y niños que vivían con HI V en 2013. Total:  35 m illones (33,2–37,2 
m illones)  [ 8] . 

 

En cuanto a los m odos de t ransm isión, la vía heterosexual es la principal vía de contagio a 

nivel m undial aunque en algunas regiones el uso de drogas int ravenosas es el principal 

com portam iento de r iesgo (Europa oriental, sudeste y cent ro de Asia) .  En el año 2012, la 

cobertura de t ratam iento en m ujeres em barazadas viviendo con HIV alcanzo un 62%  y el 

núm ero de nuevas infecciones en niños fue un 35%  m enor que en el 2009. En 2013, el 

núm ero est im ado de nuevas infecciones por HI V en niños m enores de 15 años fue 240.000. 

En Am érica Lat ina, se produjeron 94.000 nuevas infecciones durante 2013, llevando el 

núm ero total de infectados a 1,6 m illones (1,4 m illones–2,1 m illones)  (Figura 1) . La región 
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se caracteriza principalm ente por una epidem ia concent rada y de bajo nivel con una 

prevalencia regional del 0,4% . 

I. 2. 2. Situación en Argentina 

Los últ im os datos oficiales acerca de la situación epidemiológica en Argent ina, provistos por 

el Program a Nacional de Lucha cont ra los Ret rovirus Hum anos, SI DA y Enferm edades de 

Transm isión Sexual, indican que hasta diciem bre de 2013, 110 m il personas vivirían con 

HIV/ SIDA en Argent ina, de las cuales un 30%  desconocerían su situación serológica [ 9] . 

Argent ina se caracteriza por ser una región con una epidem ia estable y de t ipo concent rada 

con una prevalencia de HIV en la población general (est im ada a t ravés de la serología en las 

m ujeres em barazadas)  m enor al 0,3% , aunque existen algunos grupos en los que esta 

prevalencia es igual o m ayor al 5% . La razón de infectados de acuerdo al sexo es de 2,1 

hom bres por cada m ujer. El 19%  de los nuevos diagnóst icos ocurren en m enores de 24 

años y el 20%  t ienen m ás de 45 años. La proporción de diagnóst icos tardíos alcanza al 

23,2%  en las m ujeres y al 30,7%  en los varones. En los últ im os cinco años, las tasas 

específicas por sexo y edad m ás altas ent re los varones se observan en los grupos de 35 a 

44 años, seguidos por los de 25 a 34 años, m ient ras que en las m ujeres se invierte el orden 

de esos dos grupos. En el año 2013 se diagnost icaron y regist raron alrededor de 6000 casos 

de infección por HIV, se produjeron 100 infecciones por t ransm isión vert ical y fallecieron 

1400 personas por SI DA.  

I. 2. 3. Epidemiología Molecular 

A part ir  de estudios filogenét icos, el HIV se ha dividido en t ipos, grupos, subt ipos y form as 

recom binantes inter-subt ipos. Actualm ente, se acepta que la presencia de los virus HIV-1 y 

HIV-2 en la población hum ana es consecuencia de dos eventos de t ransm isión zoonót icos 

independientes. A su vez, el HIV-1 se ha subdividido en cuat ro grupos:  el grupo M (main)  el 

grupo O (outlier) , el N (new)  y el P [ 10] . El grupo M ( responsable del m ayor núm ero de 

infecciones)  se ha diversificado, a su vez, en al menos 9 subt ipos y 61 form as 
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recom binantes circulantes (CRF, Circulating Recombinant Forms)  [ 11, 12] . La gran 

diversidad m olecular se puede at r ibuir a la alta tasa de replicación viral, a la frecuente tasa 

de int roducción de m utaciones y a la recom binación [ 13] . Los subt ipos presentan ent re sí 

algunas diferencias en su dist r ibución geográfica [ 14]  (Figura 2) .  

 

Figura 2: Esquem a general de la dist r ibución m undial de subt ipos y form as recom binantes m ás prevalentes de 
cada región [ 14] . 

 

En Europa predom ina el subt ipo B. En Áfr ica se encuent ran todos los subt ipos del grupo M y 

se han inform ado casos pertenecientes al grupo O, N y P. Am érica del sur está caracterizada 

por la circulación de subt ipo B en la región noroeste (al igual de lo que se observa en 

Am érica cent ral y Am érica del norte)  m ient ras que la situación en el Cono sur es un poco 

m ás com pleja. En Brasil se encuent ran variantes pertenecientes a los subt ipos B, C y F y 

CRF-BF [ 15, 16] . En nuest ro país, los estudios de caracterización del HIV-1 com enzaron a 

desarrollarse a principios de la década del 90, [ 17, 18]  pero la m ayor cont r ibución fue 

hecha en el año 2001, cuando Carr y col.  inform aron sobre una nueva CRF en pacientes de 

Argent ina y Uruguay, denom inada CRF12_BF [ 19] . Algunos estudios recientes dem uest ran 

una alta prevalencia de los recom binantes BF en la población argent ina infectada por HIV 

[ 20-23] . 
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I. 3. EL VIRIÓN 

I. 3. 1. Morfología y genoma 

I.3.1.1. Morfología 

La part ícula viral m adura presenta las característ icas est ructurales t ípicas de los ret rovirus. 

El virión es una part ícula esférica, envuelta, de aproxim adam ente 100 a 120 nm  de 

diám et ro (Figura 3).  La cápside consta de 60 caras t r iangulares form adas por la proteína 

est ructural p17 (MA, m at riz) . Dent ro de la m ism a se encuent ra la nucleocápside (NC) , 

const ituida por la proteína p24 (CA, cápside) , que cont iene el genom a viral. Asociadas al 

m ism o se encuent ran las proteínas p7 y la t ranscriptasa inversa (RT, Reverse 

Transcriptase) . Ot ras proteínas est ructurales incluyen a la proteasa (PR)  y la integrasa ( IN) ,  

las cuales junto a la RT son codificadas por el gen pol,  así com o tam bién a las proteínas 

accesorias Nef,  Vif y Vpr.  

 

Figura 3: Esquem a de la part ícula viral m adura, donde se indican algunas de las proteínas est ructurales. TM:  
proteína t ransm embrana (gp41) , SU:  proteína de superficie (gp120) , NC:  proteína de la nucleocápside, RT:  
t ranscr iptasa reversa [ 24] . 

 

Las glicoproteínas gp41 (TM, t ransm em brana)  y gp120 (SU, superficie)  se hallan asociadas 

a la envoltura lipídica, de origen celular. La primera es una proteína t ransm em brana 
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m ient ras que la segunda se encuent ra asociada a la prim era en la cara externa de la 

envoltura viral [ 25] . 

I.3.1.2. Genoma 

El genom a del HIV-1 consta de dos m oléculas casi idént icas de ácido r ibonucleico sim ple 

cadena con polaridad posit iva (ARNsc+ ) , cada una de 9,2 kilobases (Kb) . El m ism o codifica 3 

genes com unes a todos los ret rovirus (gag,  pol y env)  j unto a ot ros 6 genes que codifican 

para proteínas regulatorias ( tat y rev)  y accesorias (nef,  vif,  vpr y vpu) . Mediante el 

solapam iento ent re algunos de los genes, el v irus em plea los 3 posibles m arcos de lectura 

para codificar las dist intas proteínas, aprovechando al m áxim o las posibilidades del genom a. 

La región gag codifica las proteínas est ructurales internas del vir ión a t ravés de dos 

precursores, Pr55Gag y Pr160Gag-Pol.  Los m ism os son post - t raduccionalm ente procesados 

m ediante clivaje proteolít ico produciendo las proteínas m aduras MA, CA, NC, p1, p2 y p6.  La 

región pol codifica las enzim as RT (que posee las act ividades ADN-polim erasa-ARN 

dependiente, ADN-polim erasa-ADN dependiente y ARNasa H) , la IN y la PR. La región env 

codifica las glicoproteínas TM y SU, las cuales form an el com plejo que interacciona 

específicam ente con el receptor celular [ 24] . Una vez integrado al genom a celular, el ADN 

proviral se encuent ra flanqueado por repet iciones term inales largas (LTR, Long Terminal 

Repeats)  generadas durante el proceso de t ranscripción inversa. Los LTR están com puestos 

por las regiones U3, R y U5 y son los responsables de regular, al m enos en parte, la 

expresión de los genes virales. Dent ro del genom a se hallan  tam bién int rones. El 

m ecanism o de splicing es ut ilizado com o est rategia para regular, de m anera tem poral, la 

expresión génica. En la figura 4 se m uest ra la organización del genom a proviral . 

 

Figura 4: Genom a proviral del HI V (9,2 Kb) . Cont iene marcos de lectura abiertos (ORFs, open reading frames)  
para 16 proteínas que son sintet izadas a part ir de al menos 10 transcr iptos [ 26] . 
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I. 3. 2. Ciclo de Replicación 

I.3.2.1. Adsorción y entrada 

La ent rada del virus a la célula blanco esta m ediada por la interacción de dos glicoproteínas 

virales con dos m oléculas en la m em brana celular. El receptor es la m olécula CD4 que 

interacciona con la glicoproteína SU, y el correceptor  pertenece a la fam ilia de los 

receptores de quem oquinas, los cuales interaccionan con la glicoproteína TM [ 27] . Los 

correceptores m ás im portantes para el HIV-1 son el CCR5 y CXCR4 [ 28-30] , los cuales 

determ inan el t ropism o viral ( variantes R5- t rópicas y X4- t rópicas) . Luego de la adsorción de 

la part ícula viral se produce la fusión ent re la envoltura viral y la mem brana de la célula 

blanco [ 31] . Posteriorm ente se produce la liberación de la NC al citoplasm a celular y el 

desnudam iento (Figura 5) . 

 

Figura 5: Esquem a sim plif icado del ciclo de replicación del HI V-1. Se resaltan los eventos m ás sobresalientes, 
m odificado de Peterlin et. al. [ 26] . 
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I.3.2.2. Retrotranscripción 

Luego de la liberación de la NC viral al citoplasm a y el desnudam iento, t iene lugar la 

t ranscripción inversa del genom a viral (Figura 5) . Este proceso está catalizado por la enzim a 

viral RT, la cual convierte al genom a viral en una m olécula de ADN doble cadena (ADNdc) . 

La RT no posee act ividad de lectura de prueba (o proof-reading) .  Esto conduce a la 

producción de variantes denom inadas cuasiespecies y a la gran diversidad inter -

aislam ientos que se observa para el HIV [ 24] .  

I.3.2.3. Entrada al núcleo e integración 

Finalizada la t ranscripción inversa, el ADN es t raslocado al núcleo com o parte de un 

com plejo de pre- integración r ibonucleoprotéico que incluye, adem ás del ADNdc, a las 

proteínas virales IN, RT, MA y Vpr [ 32]  (Figura 5) . Al igual que ot ros lent ivirus, HIV t iene la 

capacidad de ent rar al núcleo de células que no se encuent ran en proceso de división 

celular, a t ravés de los poros nucleares, en lugar de esperar a la disgregación de la 

m em brana nuclear durante la m itosis. El m ecanism o de ent rada al núcleo es m uy com plejo 

y aún no está del todo estudiado [ 33] . Una vez que el com plejo está localizado en el núcleo, 

la enzim a viral IN cataliza la reacción de integración [ 25] .  

I.3.2.4. Transcripción y regulación post-transcripcional 

Durante el proceso de t ranscripción, los t ranscriptos virales adquieren la est ructura 

denom inada Cap (com puesto por un residuo 7-m et ilguanosina unido al t rifosfato del 

ext rem o 5´ ) , son poliadenilados en el ext rem o 3´  y son práct icam ente indist inguibles de 

ot ros ARN m ensajeros (ARNm )  celulares. Se generan 3 clases de ARNm  a part ir  de 

t ranscriptos de HIV (9Kb, 4Kb y 2Kb) . La regulación esta m ediada por  la proteína Rev, 

m ediante su interacción con el elem ento RRE presente en los t ranscriptos. A t ravés de esta 

unión dirige el pasaje de los t ranscriptos desde el núcleo hacia el citoplasm a para su 

t raducción [ 27]  (Figura 5) . 
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I.3.2.5. Ensamblado, maduración y brotación 

El objet ivo final del proceso de replicación viral es generar progenie. Para ello, el ARN 

genóm ico ( t ranscripto de 9Kb)  debe ser encapsidado y t ransportado a regiones 

especializadas donde se produce la brotación.  Durante el proceso de brotación, la PR viral 

cliva a los precursores Pr55gag y PR160gag-pol en sus unidades elem entales (Figura 5) . En la 

etapa de m aduración, la part ícula viral cam bia su morfología, adoptando la t ípica est ructura 

esférica y con su cápside cónica ubicada en el cent ro de la m ism a (Figura 3) .  

I. 4. INMUNOPATOGENIA 

Históricam ente, el proceso que conduce al SIDA se consideró com o un proceso paulat ino de 

degradación del sistem a inm une. Sin em bargo, hoy se conoce que la alta tasa de replicación 

viral que se observa en las etapas agudas de la infección dispara el  proceso patogénico que 

culm ina, años m ás tarde, en la progresión a SIDA. La t ransm isión a t ravés de m ucosas 

(vaginal o rectal)  com ienza con la infección de un núm ero pequeño de linfocitos T de 

m em oria efectores CD4+ CCR5+  [ 34] , m acrófagos y células dendrít icas ubicadas en la lám ina 

propia [ 35] . En la gran m ayoría de los casos, las variantes virales responsables de una 

nueva infección son variantes con t ropism o R5.  Las células dendrít icas residentes no sólo 

son sensibles a la infección sino que tam bién facilitan la disem inación viral [ 36] . La prim era 

am plificación viral es m odesta y ocurre en órganos linfát icos regionales (por ej em plo 

nódulos linfát icos drenantes) . A part ir  de allí,  los linfocitos T infectados y vir iones libres son 

volcados al torrente sanguíneo, perm it iendo la colonización de ot ros órganos ( t racto 

gast rointest inal, bazo, m édula ósea)  y la infección m asiva de células suscept ibles [ 37] . Esto 

resulta en un pico de v irem ia (106
 a 107 copias de ARN viral/ m l de plasm a)  que, a veces, 

puede coincidir tem poralm ente con la aparición de síntom as clínicos denom inados, en 

conjunto, Síndrom e Ret roviral Agudo y que incluyen fiebre, linfoadenopat ías, sudoración 

nocturna y art ralgia, ent re ot ros [ 38]  (Figura 6) . El descenso del pico de virem ia y la 

reversión de los síntom as agudos son at r ibuidos a la acción de linfocitos T citotóxicos CD8 +  

(CTLs, cytotoxic T lymphocytes)  y, en m enor m edida, al agotam iento de células blanco. Esto 
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es seguido por el establecim iento del set point viral el cual varía de persona en persona y es 

un potente predictor de la progresión a la enferm edad [ 39] .  

 

Figura 6: Curso natural de la infección por HI V-1. La etapa aguda se caracter iza por alta carga viral ( línea roja) , 
descenso en el recuento de células T CD4+ y ausencia de ant icuerpos específicos. Luego de la infección aguda, la 
carga viral se estabiliza en dist intos niveles en diferentes pacientes (set point, línea roja punteada) . La diversidad 
viral aum enta a lo largo del t iem po m ientras que el r iesgo de t rasm isión es m áximo durante la etapa aguda y hacia 
las etapas finales de la infección. El descenso del pico de virem ia está asociado a la apar ición de linfocitos T CD8 +  
específicos. Los ant icuerpos específicos aparecen luego. La depleción de células T CD4+ que ocurre a nivel de 
m ucosas no se recupera a lo largo del t iem po [ 40] . 

 

La aparición de ant icuerpos específicos en el suero de los pacientes es posterior al cont rol 

de la replicación viral (Figura 6)  por lo que se cree que no desem peñarían un papel 

fundam ental en la m ism a. Los ant icuerpos am pliam ente neut ralizantes (capaces de 

neut ralizar diversos subt ipos de HIV) , son producidos por aproxim adam ente un 20%  de los 

pacientes [ 41] . A t iem pos tem pranos post - infección, la población viral es hom ogénea pero 

luego se diversifica generando una innum erable cant idad de cuasiespecies y dando origen a 

variantes de escape a la neut ralización y a la acción de los CTLs así com o tam bién variantes 

resistentes a drogas ant irret rovirales. El desarrollo de estas m utantes de escape es la causa 

de que los ant icuerpos neut ralizantes no provean un beneficio para el paciente [ 42] . 
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Lo que dist ingue a la infección por HIV es la depleción progresiva de las células T CD4+  [ 43]  

tanto por elim inación directa debido a la infección com o por la form ación de sincisios con 

células bystander,  act ivación inm une, proliferación y senescencia.  Durante la infección 

tem prana se produce una reducción t ransitoria de las células T CD4+  circulantes, seguida 

por una recuperación que alcanza valores cercanos a los norm ales, que luego dism inuyen 

lentam ente hasta llegar el advenim iento de la enferm edad (Figura 6) . El efecto m ás 

im portante en la hom eostasis de las células T ocurre de m anera tem prana en el t racto 

gast rointest inal, donde ocurre una depleción masiva de células T CD4 +  act ivadas. A lo largo 

del t iem po, esta población no se recupera ni siquiera en el m arco del t ratam iento 

ant irret roviral de alta eficiencia (HAART, Highly Active Antiretroviral Treatment)  [ 44] , lo que 

se cont rapone a lo observado para células T CD4+  circulantes en sangre periférica.  

Finalm ente, la gran depleción de células linfoides en el t racto gast rointest inal, j unto con la 

apoptosis de enterocitos y el aum ento de la perm eabilidad en el t racto gast rointest inal, 

conlleva a un aum ento de la concent ración en plasm a de productos m icrobianos, com o son 

los lipopolisacáridos [ 45] ;  lo que cont r ibuiría en gran m edida a la act ivación inm une 

generalizada, t ípica de los individuos infectados.  Los m arcadores de act ivación inm une 

durante la infección por HIV predicen, de una m ejor m anera, la progresión a la enferm edad 

que la carga viral (CV)  plasm át ica. Esta act ivación inm une generalizada y crónica está 

caracterizada por un increm ento en la tasa de act ivación de células T CD4+  y CD8+  y células 

natural killer (NK)  que se encont raban en estado de reposo;  un increm ento en la m uerte de 

células T y NK, act ivación de células B policlonales con un aum ento en los niveles de 

inmunoglobulinas y una producción elevada de citoquinas proinflam atorias [ 46] .  

I. 5. RESPUESTA CITOTÓXICA T CD8+ ESPECÍFICA 

Durante la infección aguda de HIV, la respuesta por parte de los linfocitos T CD8 +  se 

correlaciona con el declive inicial en la replicación del virus (Ver capítulo I. 4.) . Pero a pesar 

de esta dism inución en la virem ia, la gran m ayoría de los individuos infectados no son 

capaces de cont rolar la replicación viral, por debajo de los niveles de detección, en ausencia 
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de la terapia HAART. Está bien establecido que aquellos individuos infectados que 

m ant ienen altos recuentos de linfocitos T CD4+  y se encuent ran clínicam ente sanos por 

largos períodos de t iem po (denom inados no progresores a largo plazo [ LTNP, long-term 

nonprogressors] )  [ 47, 48]  son aquellos que presentan una respuesta T CD8+  robusta de 

m anera tem prana, com parado con aquellos sujetos que progresan a la enferm edad;  

m ost rando claras asociaciones ent re la respuesta celular T CD8 +  y el cont rol viral. Dent ro 

del grupo de LTNP se diferencian a aquellos individuos que cont rolan la replicación viral 

hasta alcanzar niveles bajos (cont roladores virém icos, [ virus controllers] )  o indetectables 

(cont roladores elite, [ EC, elite controllers] ) [ 49, 50] . Por ot ro lado, los prim eros reportes 

provenientes de m acacos infectados con el virus de la inm unodeficiencia sim iana ( SIV, 

simian immunodeficiency virus) , donde se elim inaron de m anera tem prana las células T 

CD8+ ,  m ost raron que en ausencia de esta población celular la replicación viral aum entaba 

hasta unas diez veces, en com paración a los niveles que se observaban en presencia de los 

linfocitos T CD8+  [ 51, 52] , dem ost rando que esta población celular juega un rol crít ico a la 

hora de cont rolar la replicación viral in vivo.  Por lo tanto, una vez que la infección ya se ha 

establecido, la respuesta T CD8+  es crít ica para el cont rol de la replicación tanto del HIV 

com o del SIV;  sin em bargo las células T CD8+  no son ent idades individuales con una única 

función, sino que en conjunto com prenden una población celular , que en el contexto de la 

infección por HIV, presentan una com plicada ruta de diferenciación y poseen una gran 

capacidad de ejercer m últ iples funciones [ 53]  (Figura 7) , de las cuales un gran núm ero de 

ellas pueden afectar la replicación del virus. En este sent ido, la caracterización de esta 

población celular es de sum a im portancia para la definición de los posibles correlatos 

inmunes de protección, es decir las característ icas deseables que una vacuna debería tener 

con el fin de poder generar una respuesta que contenga la exposición al virus.  
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Figura 7: Diferenciación de las células T de mem oria. La expresión posit iva o negat iva de CD45RO, CCR7, CD28 y 
CD95 ident if ican a 6 subpoblaciones de células T. Los m arcadores que cambian según ocurre la diferenciación 
desde una subpoblación a la siguiente están indicados en rojo. A medida que ocurre la diferenciación celular desde 
TSCM hasta TET, las subpoblaciones pierden o adquieren funciones específicas de m anera progresiva. TNaïve:  células 
naïve;  TSCM:  células stem cell de mem oria;  TMC:  células de m emoria central;  TMT:  células de m emoria t ransicional;  
TME:  células de m emoria efectora;  TET:  células efectoras term inales. Modificado de Mahnke et. al. [ 53] . 

 

La intensidad de la respuesta inm une varía según que proteína viral es reconocida com o 

blanco. La respuesta T CD8+  está dirigida directam ente cont ra algunos pocos epítopes con 

pat rones inm unodom inantes [ 54] . Reportes recientes m uest ran que aquellos individuos 

capaces de reconocer ciertos epítopes presentan set points v irales m ás bajos. Más aún, la 

conservación de esta respuesta tem prana ha sido asociada con una progresión lenta a la 

enferm edad y con un recuento de células T CD4+  estable [ 54] . Los individuos EC presentan 

una respuesta T CD8+  dirigida am pliam ente cont ra Gag y con una gran capacidad de m ediar 

act ividad ant iviral [ 55, 56] . Luego del pico de virem ia, estos individuos reducen y 

m ant ienen los niveles de CV plasm át ica por debajo de los lím ites de detección.  

Las funciones ant ivirales de las células T CD8+  no se caracterizan por una única función 

celular, sino que cada célula es capaz de producir un am plio espect ro de m oléculas 
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efectoras. La polifuncionalidad celular se describe com o la habilidad de una célula de 

producir por lo m enos t res m arcadores;  ent re los cuales se encuent ran CD107A/ B, la 

proteína inflamatoria de macrófagos 1  (MIP-1 , Macrophage Inflammatory Protein) , 

interferón  (IFN- ), interleuquina 2 (IL-2) y el factor de necrosis tumoral α (TNF-α, tumor 

necrosis factor alpha)  com o los m ás t ípicos. La polifuncionalidad de la respuesta ha sido 

asociada con la capacidad de m ediar cont rol viral [ 47, 57, 58] . Un reporte reciente, m uest ra 

que los individuos que poseen altos porcentajes de células polifuncionales presentan altos 

niveles de perforinas y un m ayor recuento de células T CD4+  [ 59] , sin em bargo, aún no ha 

sido elucidado si alguna de estas m oléculas secretadas por los linfocitos T CD8 +  es 

enteram ente responsable de m ediar la inhibición viral o si actúan de m anera conjunta, o 

junto a factores no analizados todavía.  

Algunos reportes recientes sugieren que, adem ás de la especificidad y la calidad de la 

respuesta, el fenot ipo seria tam bién determ inante de la habilidad de las células de m ediar 

cont rol. Los linfocitos T CD8+  at raviesan un largo cam ino de diferenciación que com ienza 

con una célula en estado naïve,  pasando por células de m em oria y culm ina con células 

efectoras term inales (Figura 7) . Las células T de m em oria o efectoras poseen la capacidad 

de m ontar una respuesta secundaria de form a rápida en respuesta a la infección, m ient ras 

que las células naïve al no haber estado en contacto con el ant ígeno previam ente no son 

funcionalm ente act ivas de m anera inm ediata. Recientem ente se han postulado ciertas 

asociaciones ent re el estadío de diferenciación de las células T CD8+  HIV-específicas y el 

cont rol viral [ 60, 61] , donde aquellos individuos con m ayor capacidad de inhibir la 

replicación viral, presentan altas frecuencias de células en estadios term inales [ 62] , con una 

m ayor capacidad de proliferación, lo cual cont r ibuiría a un elevado efecto ant iviral.  

Dado que aún no se ha desarrollado una vacuna esterilizante o una cura terapéut ica para la 

infección por HIV, es de sum a im portancia la com prensión de los correlatos inm unes de 

protección que puedan proteger de la enferm edad en un posible caso de infección. Mient ras 

que una vacuna esterilizante sigue siendo la elección ópt im a, m ejorar la calidad de la 
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respuesta inm une una vez establecida la infección, podría tener un t rem endo im pacto en la 

resolución de la pandem ia. La reducción del virus, circulante y en reservorios, puede 

m ejorar la condición de los individuos infectados así com o tam bién dism inuir 

significat ivam ente la disem inación de la infección, al reducir el riesgo de t ransm isión. Por lo 

tanto, sigue siendo fundam ental el estudio del rol que juegan las células T CD8 +  en el 

cont rol de la replicación viral, estableciendo relaciones claras ent re las funciones de la 

población celular y el cont rol viral. 

Dent ro de este contexto, se postulan el objet ivo general, los objet ivos específicos e 

hipótesis de t rabajo, los cuales se describen a cont inuación.  



 

 

II.  OBJETIVOS E HIPÓTESIS 
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Se encuent ra clínicamente bien establecido que, desde el m om ento que una persona 

adquiere la infección por HIV-1, existen dist intas form as en que cada sujeto puede progresar. 

Esto perm ite est rat ificar a los individuos en dist intos grupos, definiendo así a los Progresores 

Rápidos, Progresores Típicos y LTNP ( los cuales incluyen a los Cont roladores Virém icos y a los 

EC) . Los grupos de LTNP son part icularm ente interesantes ya que const ituyen grupos que 

naturalm ente cont ienen la replicación viral desde t iem pos tem pranos post - infección (antes 

del año)  y m ant ienen este estatus a lo largo de m uchos años. Teniendo en cuenta los 

antecedentes en el área, la propuesta de este t rabajo plantea ESTUDIAR LOS DISTINTOS 

ASPECTOS DE LA RESPUESTA INMUNE QUE PERMI TIRÁN CLARIFICAR LOS MECANISMOS 

INMUNOLÓGICOS TEMPRANOS RESPONSABLES DEL CONTROL DE LA REPLICACI ÓN VIRAL 

DURANTE LA SEROCONVERSIÓN Y DEL ESTABLECIMI ENTO DEL SET-POINT VIRAL, ASÍ  COMO 

TAMBIÉN LOS BLANCOS ANTI GÉNICOS DE HI V RESPONSABLES DE DICHO CONTROL. Esto 

tam bién perm it irá aportar nuevos conocim ientos relacionados a la inm unopatogénesis en la 

infección por HIV así com o tam bién un valioso aporte para el futuro desarrollo de vacunas 

tanto prevent ivas com o terapéut icas.  

 

II. 1. OBJETIVO GENERAL 

ESTUDIAR LA ESPECIFI CIDAD, FUNCIONALIDAD Y EL FENOTI PO DE LA RESPUESTA I NMUNE 

(GENERAL Y HIV- ESPECÍFICA)  EN UNA COHORTE DE I NDIVIDUOS RECI ENTEMENTE 

INFECTADOS POR HI V-1 Y LA ASOCIACIÓN DE ESTOS PARÁMETROS CON LOS DIFERENTES 

CURSOS DE LA SEROCONVERSI ÓN Y PRIMER AÑO DE I NFECCI ÓN.  

 

II. 1. 1. Objetivos específicos 

 Analizar la especificidad, funcionalidad y el fenot ipo de la respuesta inm une celular 

(TCD8+ )  específica frente a HI V en m uest ras de sangre periférica.  
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 I dent ificar los blancos ant igénicos frente a los que se ha generado una respuesta 

celular HIV-específica. Determ inar la m agnitud, la am plitud y la calidad de la 

m ism a. 

 Analizar la polifuncionalidad de la respuesta celular HIV- específica en cuanto a su 

capacidad de producción de diferentes citoquinas y quim ioquinas y función de 

citotoxicidad (degranulación) .  

 Determ inar las propiedades ant ivirales de la población celular TCD8+  HIV-

específica. Evaluar la capacidad de los linfocitos T CD8+  de inhibir la replicación viral 

in vitro.  

 Caracterizar el perfil inm unofenot ípico de la población celular T CD8+  ( total y HIV-

específica)  m ediante la determ inación de la dist r ibución de las subpoblaciones de 

m em oria y m arcadores de agotam iento celular. 

 

 Estudiar la correlación ent re los parám et ros de la respuesta inm une planteados y 

parám et ros clínicos, tanto virológicos com o inmunológicos, m arcadores de progresión 

y factores genét icos.  

 Determ inar los parám et ros clínicos:  carga viral plasm át ica, recuento de poblaciones 

linfocitarias y act ivación inm une celular.  

 Determ inar los parám et ros genét icos:  haplot ipo de HLA.  

 Calcular el set point v iral y el set point inm une. Est rat ificar a la población en estudio 

según el curso de la seroconversión e infección prim aria. 

 Determ inar la relación ent re la especificidad, funcionalidad y el fenot ipo de la 

respuesta inm une celular HI V-específica con los m arcadores de progresión. 
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II. 2. HIPÓTESIS DE TRABAJO 

 La especificidad de la respuesta T CD8+  en individuos PHI  está m ayorm ente dir igida 

cont ra la proteína Nef.  

 Las células T CD8+  HI V-específicas polifuncionales y capaces de m ediar act ividad 

ant iviral se detectan a t iem pos tem pranos post - infección.  

 El perfil de diferenciación de m em oria y agotam iento celular de la población celular T 

CD8+  ( total y HIV-específica)  se encuent ra alterado a t iem pos tem pranos, com parado 

con individuos sanos.  

 Una m ayor especificidad ant i-Gag junto con una m ayor frecuencia de células T CD8+  

polifuncionales con m ayor act ividad ant iviral y un fenot ipo conservado;  a t iem pos 

tem pranos post - infección;  se relacionan con una tasa de progresión lenta a la 

enferm edad.  

 



 

 

 

III.  MATERIALES & MÉTODOS 
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III. 1. POBLACIÓN EN ESTUDIO 

Se reclutaron un total de 97 part icipantes para este estudio:  10 donantes seronegat ivos 

(DS)  para la infección por HIV-1 y 87 sujetos HIV+ ,  de los cuales 51 se encont raban 

cursando la etapa aguda/ tem prana de la infección por HIV-1 (PHI , infección prim aria por 

HIV, Primary HIV Infection) , 22 individuos cursaban la etapa crónica de la infección 

(Crónicos)  y 14 EC. Los individuos cursando la etapa aguda/ tem prana de la infección por 

HIV-1 fueron reclutados por el Grupo Argent ino de Seroconversión siguiendo el siguiente 

criterio de inclusión [ 63] :  i)  serología negat iva seguida por una serología posit iva para HIV, 

confirm ada por Western Blot  (WB) , dent ro de los 6 m eses ii)  serología posit iva, WB 

indeterm inado y niveles detectables de ARN viral en plasm a ó iii)  síntom as de infección 

aguda con serología negat iva o indeterm inada y posterior confirm ación de infección. El 

grupo de individuos Crónicos se definió com o sujetos con infección por HIV-1 establecida 

por m ás de 3 años, naïve de HAART y CV plasm át ica detectable m ayor a 4log10 copias 

ARN/ m l plasm a (de aquí en m ás copias/ m l) . El grupo de EC se definió com o individuos con 

infección por HIV-1 establecida por m ás de 5 años capaces de cont rolar la virem ia en 

ausencia de intervención terapéut ica con CV indetectable (< 50 copias/ m l) , naïve de HAART, 

recuento de células T CD4+  m ayor a 450 células/ μl y sin historia de infecciones oportunistas 

o enferm edades m arcadoras.  

Este estudio fue revisado y aprobado por  el com ité de Ét ica Hum ana de la Facultad de 

Medicina, Universidad de Buenos Aires y por el com ité de Bioét ica de Fundación Huésped.  

Todos los individuos reclutados firm aron un consent im iento inform ado aceptando part icipar 

en este estudio al m om ento de la inclusión en el m ism o.  

III. 2. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS 

De cada individuo part icipante en este estudio se tom ó una m uest ra de sangre periférica 

(80 m l)  en tubos conteniendo EDTA y se cent r ifugó a 2500 revoluciones por m inuto ( rpm )  

durante 10 m inutos. El plasm a se separó y se guardó a –80º C hasta su procesam iento. Las 
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células m ononucleares de sangre periférica (PBMCs, Peripheral Blood Mononuclear Cells)  se 

obtuvieron m ediante cent r ifugación en gradiente de densidad Ficoll-Hypaque (GE 

Healthcare)  y se criopreservaron en nit rógeno líquido, en una solución de suero fetal bovino 

(SFB, Gibco BRL)  suplem entada con 10%  de dim et ilsulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich) , 

tom ando todos los recaudos necesarios para conservar su viabilidad. Adem ás, se separaron 

de cada individuo 2x106 PBMCs que se conservaron en seco para la subsiguiente ext racción 

de acido nucléico. Para cada individuo incluido en el estudio, se determ inó la CV plasm át ica 

m ediante el m étodo de ADN ram ificado (branched-DNA, Versant,  HIV-1 RNA 3.0 assay viral 

load system, Siemens Healthcare;  lím ite de detección 50 copias de ARN de HIV-1/ m l de 

plasm a)  y el recuento de las poblaciones linfocitarias (CD3 + / CD4+  y CD3+ / CD8+ )  por 

citom et ría de flujo (sistem a doble plataform a, BD FACSCanto, BD Biosciences) . En las 

m uest ras basales pertenecientes al grupo PHI  se determ inó el estado serológico. En el caso 

de los individuos PHI , adem ás de la m uest ra basal (m uest ra al m om ento de la inclusión) , se 

tom aron m uest ras de sangre periférica a los 3, 6, 9 y 12 m eses posteriores. Para el resto de 

los grupos (Crónicos, DS y EC) , se tom ó una única muest ra al m om ento del reclutam iento.  

III. 3. SUBTIPIFICACIÓN DE HLA 

La detección del ant ígeno leucocitario hum ano clase I  (HLA, Human leukocyte antigen)  se 

llevó a cabo ut ilizando un m étodo casero que consiste en una am plificación  por reacción en 

cadena de la polim erasa (PCR, polymerase chain reaction) , seguido de secuenciación 

nucleot ídica, y posterior análisis de las secuencias.  El exón 2 y el exón 3 del HLA-A se 

am plificaron en un único am plicón. El exón 2 y el exón 3 del HLA-B se am plificaron por 

separado. La am plificación del exón 3 se llevó a cabo m ediante una PCR hemi-nested,  

ut ilizando dos cebadores inversos diferentes. De m anera sim ilar el exón 2 y 3 del alelo C se 

am plificaron por separado ut ilizando la m ism a est rategia pero con dos cebadores directos 

(Ver referencia [ 64]  para m ayores detalles) . Los am plicones fueron secuenciados de m anera 

directa ut ilizando el kit  de secuenciación BigDye Terminator (Amersham)  en un 

secuenciador autom át ico (sequencer Applied Biosystems DNA Sequencer 3100) . Las 
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secuencias nucleot ídicas se analizaron y se ajustaron de m anera m anual ut ilizando el 

software Sequencher 4.10.1 software (Gene Codes Co.) . La interpretación de las secuencias 

se llevó a cabo con el software SBT ( t ipificación por secuenciación, sequencing based 

typing)  del NCBI  (Cent ro Nacional para la I nform ación Biotecnológica;  National Center for 

Biotechnology Information)  disponible online en 

(ht tp: / / www.ncbi.nlm .nih.gov/ gv/ m hc/ sbt .cgi?cm dm ain) . 

III. 4. PÉPTIDOS  

En los ensayos que se describirán a cont inuación se ut ilizaron com o est ím ulos pépt idos 

correspondientes a las proteínas Gag, Env y Nef de HIV-1. Los m ism os se obtuvieron a 

t ravés del program a de provisión de react ivos (AIDS Reference and Reagent Program) de 

los Inst itutos Nacionales de Salud de EEUU (NI H, National Institutes of Health,) .  Los paneles 

de pépt idos que se ut ilizaron (HIV-1 PTE [ potential T cell epitopes]  Gag/ Env/ Nef Peptides)  

presentan 15 am inoácidos (aa)  de longitud e incluyen a todos los potenciales epítopes de 

células T descriptos para diferentes variantes de HIV-1 circulantes a nivel m undial, 

perm it iendo m axim izar la detección de respuestas posit ivas [ 65] . En este t rabajo se 

agruparon los pépt idos en 9 m ezclas o pooles:  uno correspondiente a la proteína Nef (127 

pépt idos) ;  t res pooles que com prenden a la proteína Gag (correspondientes a las 

subunidades p17 =  97 pépt idos;  p24 =  128 pépt idos y p2p7p1p6 [ denom inado de ahora en 

adelante Resto de Gag (RG) ]  =  95 pépt idos) , y cinco pooles correspondientes a la proteína 

Env (Gp120A1 =  73 pépt idos, aa 1 al 154;  Gp120A2 =  73 pépt idos, aa 157 al 284;  Gp120B 

=  105 pépt idos, aa 287 al 511;  Gp41A =  114 pépt idos, aa 513 al 689;  y Gp41B =  115 

pépt idos, aa 689 al 842) . Tam bién, se ut ilizó el pool de pépt idos virales CEF 

(Citom egalovirus, Epstein Barr e I nfluenza) , el cual es una m ezcla de pépt idos derivados de 

los m encionados virus [ 66]  que se ut ilizó com o cont rol posit ivo. Todos los pépt idos llegaron 

al laboratorio liofilizados, fueron cuidadosam ente resuspendidos en DMSO en una 

concentración final de 40 μg/μl, alicuotados y guardados a -20º C hasta su ut ilización. 
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III. 5. ENSAYO DE ELISPOT  

Para realizar un pr im er screening de células HIV-específicas, se evaluó la presencia de 

células T secretoras de I FN- , m ediante el ensayo de puntos por inmunoabsorción unida a 

enzim as (ELISPOT, Enzyme-Linked ImmunoSpot). El m ism o fue puesto a punto en el 

laboratorio por nuest ro grupo [ 67] .  Para ello, se cubrieron placas de 96 pocillos con fondo 

de fluoruro de polivinilideno (PVDF, polyvinylidene difluoride; MultriScreen IP plates, 

Millipore,  EE.UU.)  durante 16 horas a 4°C con una solución 5 μg/ml de ant icuerpo 

m onoclonal ant i- IFN-  hum ano (BD Biosciences,  EE.UU.) , en solución tam ponada de 

fosfatos (PBS, Phosphate Buffer Saline) . Los PBMCs de cada individuo fueron descongelados 

y lavados dos veces (5 m inutos 1500 rpm )  en m edio RPMI  1640 ( Gibco BRL)  suplem entado 

con 10%  de SFB, 2 m M L-glutam ina (Gibco BRL) , 100 U/ m l penicilina (Gibco BRL) , 100 

μg/ml estreptomicina (Gibco BRL) , 10 m M HEPES (Gibco BRL)  (en adelante, m edio RPMI  

com pleto)  con el agregado de 50U/ m l de DNAsa I  (Benzonase,  Sigma-Aldrich) . Las células 

se resuspendieron en RPMI  com pleto sin DNAsa a una densidad de 10 6 células/ m l y se 

incubaron a 37º C en una atm osfera húm eda con 5%  de CO2,  durante toda la noche (ON,  

overnight) . La viabilidad celular se chequeó m ediante el m étodo de exclusión de las células 

m uertas por t inción con azul t r ipán ( trypan blue) tanto luego del descongelado com o de la 

incubación ON. Solam ente las m uest ras con un 95%  de viabilidad celular fueron ut ilizadas 

para el ensayo. 

A la m añana siguiente, las placas recubiertas fueron lavadas 4 veces con PBS y se 

bloquearon durante 2 horas a 37°C con 200 μl/pocillo de medio RPMI completo. Finalizado 

el bloqueo, se rem ovió el m edio de las placas y se dispensaron los PBMCs a una densidad de 

105 células/ pocillo. Los pooles de pépt idos se diluyeron en m edio RPMI  com pleto y se 

añadieron en cada pocillo, alcanzando una concent ración final de 2 μg/ m l. Cada condición 

se ensayó al m enos por duplicado. Para cada sujeto testeado se incluyó un cont rol negat ivo 

(RPMI  com pleto, sin pépt idos, suplem entado con 0,05%  DMSO)  y dos cont roles posit ivos:  

un cont rol de est im ulación policlonal (PMA/ Ionom icina)  consistente en 5 ng/ m l de acetato 
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forbol m iristato (PMA, phorbol myristate acetate, Sigma-Aldrich)  m ás 500 ng/ m l I onom icina 

(Sigma-Aldrich)  y un cont rol de est im ulación específica consistente en el pool de pépt idos 

CEF (concent ración final 2 μg/ m l) . Las placas se incubaron ON a 37°C en una atm ósfera 

húm eda con 5%  CO2.  Luego, se lavaron 4 veces con PBS suplem entado con 0,05%  Tween 

20 (de ahora en m ás PBS-Tween,  Promega, EE.UU.) y se agregaron 100 μl/pocillo del 

ant icuerpo m onoclonal ant i- IFN-  hum ano biot inilado (BD Biosciences)  previam ente diluido 

(2 μg/ml)  en PBS suplem entado con 10%  SFB y filt rado a t ravés de un filt ro de PVDF de 

0,22 μm (Millipore) . Después de 2 horas de incubación a tem peratura am biente, las placas 

se lavaron 4 veces con PBS-Tween y se agregaron 100 μl/pocillo del complejo 

est reptavidina-peroxidasa (SAV-HRP, BD Biosciences)  diluido en PBS. Las placas se 

incubaron 1 hora a tem peratura am biente, se lavaron 4 veces con PBS-Tween seguido de 2 

lavados m ás con PBS sólo.  

Para el revelado de la reacción se ut ilizó el react ivo AEC (3-am ino-9-et il- cabazol, BD 

Biosciences)  siguiendo las inst rucciones del proveedor. Una vez secas, las placas se 

analizaron en el lector de placas de ELISPOT ImmunoSpot (Cellular Technology Ltd.,  

EE.UU.)  y se procedió al contado de los spots ut ilizando el software Immunospot.  El 

tam año, form a y apariencia de los spots observados en los pocillos del cont rol posit ivo 

(CEF)  se ut ilizaron com o referencia de aceptación de aquellos observados en los pocillos 

experim entales. Los resultados se expresaron com o unidades form adoras de spots (SFU, 

spot forming units) / 106 PBMCs, luego de haberse restado el valor de background (es decir, 

el obtenido para el cont rol negat ivo) . El um bral de posit ividad para la respuesta se 

estableció com o al m enos 50 SFU/ 106 PBMCs o com o 3 veces el prom edio de los cont roles 

negat ivos si esto últ im o fuera m ayor a 50 SFU/ 10 6 PBMCs. Adem ás del núm ero de spots,  se 

regist ró el tam año prom edio de los spots frente a un determ inado est ím ulo.  

III. 6. ENSAYO DE SUPRESIÓN VIRAL (VIA, VIRAL INHIBITORY ACTIVITY) 

Con el objet ivo de evaluar la capacidad de las células T CD8+  de suprim ir la replicación viral 

en células prim arias T CD4+  autólogas, nuest ro grupo ha puesto a punto la m etodología 



MATERIALES & MÉTODOS 

27 

 

basada en el t rabajo de Saenz-Cirion y colaboradores [ 68] , con algunas m odificaciones 

m enores (Figura 8) :  Luego de la incubación a 37º C post -descongelación, se procedió a la 

separación de las células CD4+  y  CD8+  a part ir  de los PBMCs m ediante el uso de un kit de 

separación m agnét ica (BD Biosciences)  por selección posit iva.  

 

Figura 8: Esquem a del ensayo de supresión viral. Modificado de Saenz-Cirion et. al. [ 68] . 

 

En prim er lugar, se lavaron las células con una solución de PBS suplem entado con 0,5%  de 

albumina sérica bovina (BSA, bovine serum albumin) , 2m M EDTA y 0,09%  azida (de ahora 

en m ás solución S) . Luego, se procedió a la separación de las células CD4 +  m ediante la 

ut ilización de un ant icuerpo m onoclonal ant i-CD4 (BD Biosciences)  que se encuent ra 

conjugado a nanopart ículas m agnét icas. Para ello, se dispensaron las células en tubos 

plást icos de 3m l apropiados para la separación magnética. Se mezclaron 50μl de 

nanopart ículas por cada 107 PBMCs y se los incubó durante 30 m inutos a tem peratura 

am biente. Finalizada la incubación, se diluyó la m uest ra con solución S y se incubó durante 

10 m inutos depositando el tubo en el im án m agnét ico para de esta m anera poder aislar las 

células que se hayan pegado a las nanopart ículas. Luego sin ret irar el tubo del im án, se 

aspiró el sobrenadante en su totalidad (el cual se reservó para la posterior separación de las 

células CD8+ ) , se ret iró el tubo del im án y se resuspendieron las células en solución S, se 

colocó nuevam ente el tubo en el im án y se realizó el procedim iento dos veces m ás a m odo 
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de lavado. La fracción depletada de células CD4+  fue nuevam ente som et ida a separación 

m agnét ica para recuperar las células CD8+ .  Para ello, se procedió de la m ism a m anera 

m encionada para las células CD4+  pero ut ilizando un ant icuerpo m onoclonal ant i-CD8 (BD 

Biosciences)  que tam bién se encuent ra conjugado a nanopart ículas magnét icas.  La prim era 

fracción recuperada, donde se encuent ran las células CD4+ ,  se resuspendió a una densidad 

de 106 células/ m l en medio RPMI  com pleto suplem entado con 1μg/ml de fitohemaglutinina 

(PHA, phytohemagglutinin, Sigma-Aldrich)  y se cult ivaron durante 3 días a 37º C en una 

atm osfera húm eda con 5%  de CO2.  Las células CD8+  recuperadas fueron cult ivadas en 

m edio RPMI  com pleto durante 3 días, en las m ism as condiciones. Pasados los 3 días, am bas 

fracciones celulares fueron lavadas, contadas y re-plaqueadas en una placa de 96 pocillos 

con fondo en U en una relación 1: 1. La placa se cent r ifugó y se ret iró el sobrenadante para 

proceder con la infección del co-cult ivo con dos cepas virales de laboratorio previam ente 

t ituladas:  la cepa HIV/ LAI  ( cepa con t ropism o X4)  y la cepa HIV/ BAL (cepa con t ropism o 

R5) . La infección se realizó a una MOI  0,001 y en un volum en final de 100μl. Para una 

m ejor eficiencia de infección, se som et ió a las placas a una espinoculación. Para ello, las 

placas fueron cent r ifugadas a 1200 g durante una hora a 22°C. Luego, se procedió con la 

adsorción viral durante una hora m ás a 37°C en atm o sfera húm eda con 5%  de CO2.  

Finalizada la adsorción, se realizaron dos lavados y se cult ivaron las células en m edio RPMI  

com pleto suplem entado con 10U/ m l de IL-2 (BD Biosciences)  durante 7 días a 37º C en una 

atm osfera húm eda con 5%  de CO2.  Al tercer día post - infección, se reem plazó la m itad del 

sobrenadante de los co-cult ivos por m edio fresco. Al día siete post - infección, se recolectaron 

los sobrenadantes y se evaluó la replicación viral m ediante la cuant ificación de ant ígeno p24 

en sobrenadante por la técnica de inm unoabsorción ligado a enzim as (ELISA, enzyme-linked 

immunosorbent assay [ Vironostika kit de ant ígeno p24 para HIV-1;  bioMérieux] ) .  Para cada 

sujeto se incluyó un cont rol negat ivo (células CD4+  sin infectar)  y un cont rol de 100%  

infección (células CD4+  infectadas sin el agregado de células efectoras CD8 + ) . Todas las 

condiciones se ensayaron por t r iplicado. La inhibición de la replicación viral se calculó con la 

siguiente fórm ula:  



MATERIALES & MÉTODOS 

29 

 

 

Se expresa com o el logaritm o en base 10 del porcentaje de ant ígeno p24 que se p ierde 

cuando las células CD8+  están presentes en el cult ivo.  

III. 7. MARCADO DE MOLÉCULAS DE SUPERFICIE E INTRACELULARES 

El fenot ipo y la funcionalidad de las poblaciones celulares T react ivas ident ificadas por 

ELISPOT fueron caracterizadas m ediante el m arcado de m oléculas de superficie e 

int racelulares, por citom et ría de flujo. Los PBMCs fueron descongelados, lavados, 

resuspendidos a una densidad de 4x106 células/ m l en m edio RPMI  com pleto e incubados a 

37°C ON ( com o fue descripto en el capítulo III. 5.) . A la m añana siguiente, las células se 

lavaron y se dispensaron en placas de 96 pocillos con fondo en U a una densidad de 5x10 5 

células/ pocillo. Cada condición se ensayó al menos por duplicado. En caso de contar con 

suficiente cant idad de células, se incluyeron m ás réplicas. A fin de proceder con la 

est im ulación de las células, en cada pocillo se agregaron ant icuerpos co-est im ulatorios 

(ant i-CD28 y ant i-CD49d, 1 μg/ m l;  BD Biosciences) ,  m onensina (Golgistop, 0,7 μl/ m l;  BD 

Biosciences) , brefeldina A (10 μg/ m l;  Sigma-Aldrich)  y el pool de pépt idos correspondiente 

(5 μg/ m l) . Para cada individuo evaluado, se incluyó un cont rol negat ivo (m edio RPMI  

com pleto m ás DMSO y los ant icuerpos coest imulatorios)  y dos cont roles posit ivos (PMA, 10 

ng/ m l m ás ionom icina 500 ng/ m l y el pool de péptidos CEF 2μl/ml final) . En una de las 

réplicas, se agregó una m ezcla de ant icuerpos ant i-CD107A y ant i-CD107B, am bos 

conjugados con el fluoróforo isot iocianato de fluoresceína (CD107A/ B-FITC, BD Biosciences) . 

Luego, se incubó la placa durante 6 horas a 37°C en  atm osfera húm eda con 5%  de CO2.  

Dependiendo el ensayo a realizar se prosiguió de la siguiente m anera (Ver capitulo III.7.1. 

y/o III.7.2.) :  
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III. 7. 1. Evaluación de la funcionalidad de la población celular T CD8+ específica: 

capacidad de degranulación (expresión en membrana de CD107A/B) y 

secreción de citoquinas (IFN-γ, IL-2, TNF-α) 

Luego de las 6 horas de est im ulación a 37°C, las cé lulas se t ransfir ieron a placas de 96 

pocillos con fondo en V y se procedió al m arcado de las m oléculas de superficie CD3 y CD8. 

Para esto, se ut ilizaron ant icuerpos directam ente conjugados a fluoróforos. En el caso de la 

m olécula CD3 se ut ilizó la proteína pteridinclorofila ( PerCP, peridinin chlorophyll protein)  y 

para la m olécula CD8 aloficocianina (APC, allophycocyanin) (BD Biosciences) . Adem ás se 

recurrió al m arcador de viabilidad LIVE/DEAD Fixable NEAR-IR (Invitrogen)  el cual m arca las 

células m uertas y facilita su exclusión al m om ento del análisis. El m arcado se realizó 

durante 30 m inutos en oscuridad y a 4º C. Luego, las células se lavaron dos veces con RPMI  

com pleto, se fij aron y perm eabilizaron ut ilizando las soluciones com erciales 

Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences)  siguiendo las inst rucciones del fabricante. Finalizada la 

fij ación y perm eabilización, las células se lavaron 2 veces ut ilizando la solución comercial 

Permwash (BD Biosciences)  y se procedió al m arcado de las proteínas int racelulares (30 

m inutos, 4º C, en oscuridad) . Para ello, a la réplica que ya poseía la mezcla ant i-CD107A/ B, 

se le agregó los ant icuerpos conjugados ant i- I L-2- ficoerit r ina (PE, phycoerythrin)  y ant i-

IFN- - ficoerit r ina-cianina7 (PECy7, phycoerythrin-cyanine7)  (BD Biosciences) , m ient ras que 

los ant icuerpos ant i- I L-2-PE, ant i-TNF-α-FITC y ant i- IFN- -PECy7 (BD Biosciences)  fueron 

agregados a la ot ra réplica. Luego del m arcado, las células se lavaron 2 veces con la 

solución Permwash,  se fij aron con paraform aldehído 0,5%  (PFA, paraformaldehyde)  y se 

guardaron a 4°C (por no m ás de 24 horas)  hasta su a nálisis en un citóm et ro de flujo BD 

FACSCanto (BD Biosciences) , ut ilizando el program a BD FACSDiva, versión 6.1.3 (BD 

Biosciences)  para el análisis de los datos (Ver capítulo III. 7. 3. y Figura 9) . 
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III. 7. 2. Evaluación del fenotipo (en términos de expresión de marcadores de 

memoria y agotamiento) en las poblaciones T CD8+ total y HIV-específica 

Luego de las 6 horas de est im ulación a 37º C, las células se t ransfir ieron a placas de 96 

pocillos con fondo en V y se procedió en prim era instancia al m arcado en superficie del 

receptor de quim iocinas t ipo 7 (CD197/ CCR7, C-C chemokine receptor type 7)  conjugado a 

PE (BD Biosciences)  durante 30 m inutos a 37°C. Luego de la incubación , las células fueron 

lavadas una vez con RPMI  com pleto y se prosiguió con la t inción con el m arcador de 

viabilidad LIVE/DEAD Fixable NEAR-IR,  durante 30 m inutos a 4º C, para poder excluir las 

células m uertas del análisis;  j unto con la m arcación de superficie de las m oléculas CD3, CD8 

y CD45RO conjugadas a –PECy7, -APC y -PeCy5.5 (BD Biosciences)  respect ivam ente. Para 

el análisis de la expresión del m arcador de m uerte program ada 1 ( PD-1, Programmed Cell 

Death 1) , los PBMCs fueron m arcados con un panel separado de ant icuerpos que incluyó un 

ant icuerpo ant i-PD-1-PE, adem ás de ant icuerpos ant i-CD3-PECy7, ant i-CD8-APC y el 

m arcador de viabilidad LIVE-DEAD.  Luego de la incubación, las células se lavaron dos veces 

con RPMI  com pleto, se fij aron y se perm eabilizaron ut ilizando las soluciones 

Cytofix/Cytoperm siguiendo las inst rucciones del fabricante. Luego, se procedió con el 

m arcado int racelular de las m oléculas IFN- , I L-2 y TNF-α,  todos ellos conjugados a FITC 

(BD, Biosciences)  durante 30 m inutos a 4º C, en oscuridad. Finalizada la m arcación, las 

células se lavaron dos veces con la solución Permwash,  se fij aron con 0,5%  PFA y se 

guardaron a 4°C (por no m ás de 24 horas)  hasta su a nálisis en un citóm et ro de flujo BD 

FACSCanto, ut ilizando el program a BD FACSDiva para el análisis de los datos (Ver capítulo 

III. 7. 3. y Figura 9) .  

III. 7. 3. Análisis por citometría de flujo 

Las células m arcadas fueron adquir idas y analizadas por citom et ría de flujo ( BD FACsCanto 

2- laser, 6-colores;  BD FACSDiva software versión 6.1.3) . Para cada experim ento, se 

llevaron a cabo los cont roles de com pensación y cont roles de isot ipo correspondientes a 

cada sujeto evaluado. Para el análisis de funcionalidad (Ver capítulo III. 7. 1.) , se realizó en 
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prim er lugar un gráfico en función del área y la altura de la dispersión de la luz frontal (FSC-

A, forward scatter area y FSC-H, forward scatter height) )  para rem over dobletes. Luego, la 

selección inicial de eventos se realizó sobre la población de linfocitos en función de los 

valores de dispersión frontal y refracción del láser ( forward scatter y side-scatter light) , 

donde se adquir ieron un mínim o de 80.000 eventos, seguido por la exclusión de células 

m uertas en base a la fluorescencia del LIVE/ DEAD ( las m uest ras que no cum plían el m ínimo 

de eventos adquiridos en esta población no se incluyeron en los análisis posteriores) . Luego, 

se seleccionaron aquellos eventos CD3+ / CD8+  en un citogram a CD3 versus CD8. Sobre esta 

población, se estudió la expresión de citoquinas ( IL-2, IFN- , TNF-α) y la degranulación 

(CD107A/ B)  (Figura 9) . Cada función se estudió por separado y en conjunto;  esto últ im o se 

llevó a cabo ut ilizando las herram ientas disponibles en el software de análisis FACSDiva el 

cual perm ite realizar la intersección de dos poblaciones ( ident ificando así células 

bifuncionales:  IFN- /IL- 2;  IFN- /TNF-α; TNF-α/IL-2;  IFN- /CD107A/B e IL-2/ CD107A/ B)  o 

t res poblaciones (células t r ifuncionales:  IFN- /TNF-α/ I L-2 e IFN- /IL-2/ CD107A/ B) . Una vez 

determ inados los porcentajes de eventos para cada función, el valor de los eventos t r iple 

posit ivos se sust rajo a aquellos eventos dobles posit ivos y los eventos doble y t r iple 

posit ivos fueron restados del total de eventos posit ivos para cada función así determ inando 

el porcentaje de células m onofuncionales. Las m uest ras que m ost raron un background 

inespecífico (valor en el cont rol negat ivo)  m ayor al 0,5%  para cualquiera de las funciones 

estudiadas, fueron re-analizadas a part ir  de una nueva alícuota de PBMCs.  Para el análisis 

de ciertas funciones se calculó la intensidad media de fluorescencia relat iva ( IMFr)  com o la 

relación ent re la I MF correspondiente a la población T CD8+  específica sobre el total de la 

población de células T CD8+ ,  para cada función estudiada. La figura 9 esquem at iza la 

est rategia ut ilizada para la selección y análisis de las poblaciones.  
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Figura 9: Estrategia ut ilizada para la selección y análisis por citom etría de flujo de la población linfocitar ia T CD8 +  
HI V-específica secretora de citoquinas ( I FN- , IL-2 y TNF-α) y/o con capacidad de degranulación (CD107A/B). 

 

Por ot ro lado, se evaluó la expresión de los m arcadores CCR7 y CD45RO (m arcadores de 

fenot ipo de m em oria)  y de la m olécula PD-1 (m arcador de agotam iento)  (Ver capítulo III. 7. 

2.) , tanto en la población total de células T CD8 +  com o en la población HIV-específica. Para 

el prim er caso, se seleccionó la población de células CD3+ / CD8+  com o fue descripto 

anteriorm ente. Luego,  se determ inaron las subpoblaciones de m em oria m ediante un 

citogram a CCR7 versus CD45RO (Figura 10) . Mediante la expresión diferencial de estos dos 

m arcadores se describen cuat ro subpoblaciones de linfocitos T CD8+ :  células Naïve (TNaïve,  

CCR7+ / CD45RO-) ;  células de m em oria cent ral ( TMC,  CCR7+ / CD45RO+ ) ;  células de m em oria 

efectora (TME,  CCR7 - / CD45RO+ )  y células efectoras term inales ( TET,  CCR7 - / CD45RO-) . En el 

caso de PD-1, el análisis se realizó m ediante un histogram a luego de la selección de la 

población CD3+ / CD8+ .  Por últ im o, para ident ificar las células T CD8+  HI V-específicas (células 

productoras de citoquinas o que degranulan en respuesta a la est im ulación con el ant ígeno)  

se realizó un citogram a en base a la fluorescencia de las m ism as en FITC. Cabe destacar 

que, tanto las citoquinas com o CD107A/ B, se m arcaron con el m ism o fluorocrom o para 

opt im izar la detección de las células T CD8+  HIV-específicas, independientem ente de su 
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función. Se consideró una respuesta posit iva cuando la población FITC+  ( citoquinas+  y 

CD107A/ B+ )  en los pocillos est im ulados con pépt idos fue al menos el doble que el 

background;  m ayor a un 0,05%  luego de restado el background y contaba con al m enos 50 

eventos. Este criterio se estableció para m inim izar la posibilidad de error debido a un bajo 

núm ero de eventos cuando se subdividió las células en las subpoblaciones de m em oria.  Para 

ciertos análisis de PD-1, se dividieron los eventos PD-1+  en función de la IMF que expresa 

esta m olécula, definiendo de esta m anera dos poblaciones denom inadas PD-1Low y PD-1High.  

Adem ás se calculó IMFr com o la relación ent re la IMF correspondiente a la población T CD8+  

PD-1+  específica sobre el total de la población de células T CD8 +  PD-1+ .  La figura 10 

esquem at iza la est rategia ut ilizada para la selección y análisis descriptos.  

 

Figura 10: Estrategia ut ilizada para la selección y análisis por citom etría de flujo de las subpoblaciones T CD8 +  en 
base a su fenot ipo de mem oria y expresión de PD-1. 

 

III. 8. ACTIVACIÓN INMUNE 

Para caracterizar el nivel de act ivación inm une celular se analizaron los m arcadores CD38 y 

HLA-DR [ 69]  por citom et ría de flujo. Para ello, de cada individuo se tom ó una alícuota de 

PBMCs sin est im ular y se realizó la m arcación de superficie de las siguientes m oléculas:  
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CD3-PECy7, CD4-PERCP, CD8-PE, HLA-DR-FI TC y CD38-APC (BD Biosciences) , durante 30 

m inutos a 4º C, en oscuridad. Luego de la incubación, las células se lavaron dos veces con 

RPMI  com pleto, se fij aron con 0,5%  PFA y se guardaron a 4°C hasta su análisis en un 

citóm et ro de flujo BD FACSCanto, ut ilizando el program a BD FACSDiva para el análisis de 

los datos. Se llevaron a cabo los cont roles de com pensación y cont roles de isot ipo 

correspondientes. Luego de la adquisición de las m uest ras se procedió al análisis, donde se 

cuant ificó el nivel de act ivación com o el porcentaj e de células T CD8 (o CD4)  que expresan 

el m arcador CD38, HLA-DR o am bos m arcadores en sim ultáneo. 

III. 9. CUANTIFICACIÓN DE FACTORES SOLUBLES EN PLASMA 

La determ inación de la concent ración plasm át ica de 39 citoquinas y quem oquinas se llevó a 

cabo m ediante la técnica de Luminex (MILLIPLEX MAP Human Cytokine/Chemokine; 

Millipore) . Dicha técnica perm ite la determ inación sim ultánea de todos los factores a part ir  

de un pequeño volum en de m uest ra. Las 39 m oléculas evaluadas para este estudio fueron:  

factor de crecim iento epidérm ico (EGF, epidermal growth factor) ,  eotaxina, factor de 

crecim iento de fibroblastos (FGF-2, fibroblast growth factor) ,  ligando de Flt -3, fractaquina, 

factor est im ulante de colonias de granulocitos (G-CSF, granulocyte colony-stimulating 

factor) , factor est im ulante de colonias de granulocitos y m acrófagos (GM-CSF, granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor) , ligando de quem oquina 1-3 (CXCL1-3 o GRO, 

chemokine ligand 1) , IFN-α2, IFN- , IL-1α, IL-1 , IL-1rα, IL-2, I L-3, I L-4, I L-5, I L-6, I L-7, 

I L-8, I L-9, I L-10, I L-12(p40) , I L-12(p70) , I L-13, I L-15, I L-17, proteína 10 inducida por IFN-

 (CXCL10 o IP-10, interferon gamma-induced protein 10) , proteína quim iotáct ica de 

m onocitos 1 (MCP-1, monocyte chemoattractant protein 1) , MCP-3, quim ioquina derivada 

de m acrófago (CCL22 o MDC, macrophage-derived chemokine) , proteína inflam atoria de 

m acrófagos 1-α (MI P-1α,  macrophage inflammatory protein 1α) , MI P-1 , sCD40L, sIL-2Rα, 

factor de crecim iento t ransform ante alfa (TGF-α, transforming growth factor alpha) , TNF-α, 

TNF- , factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF, Vascular Endothelial Growth 
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Factor) . Las m uest ras fueron procesadas y analizadas com o ha sido descripto previam ente 

por Giavedoni et. al. [ 70] . 

III. 10. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Para el grupo PHI  se calculó el set point v iral y el set point inmune com o la m edia 

geom ét rica de las determ inaciones de CV plasm át ica y recuento de células T CD4+ , 

respect ivam ente, obtenidas ent re los 6 y 12 m eses posteriores a la fecha probable de 

infección. No se calculó el valor de set point para aquellos individuos que iniciaron 

t ratam iento dent ro de los 12 m eses post - infección o presentaban determ inaciones con 

valores inestables dent ro de este período (variaciones m ayores a 0,5 log10 para el caso de la 

CV) . A part ir  de un estudio piloto y m ediante el m étodo de Harris, Horvitz, Mood,  se est im ó 

el N m uest ral necesario para proveer una potencia del 80%  con un nivel de significancia del 

5% . El análisis estadíst ico de los datos fue llevado a cabo ut ilizando el program a GraphPad 

Prism 5 (GraphPad Software,  EE.UU.) . Todos los datos, excepto el logaritm o decim al de la 

CV ( log10 CV) , se analizaron m ediante m étodos no param ét ricos. Las pruebas de Wilcoxon y 

Mann-Whitney se ut ilizaron para com parar diferencias int ra-  e inter-grupos, 

respect ivam ente. Las correlaciones estudiadas fueron analizadas m ediante la prueba de 

Spearman’s.  Todas las pruebas fueron consideradas estadíst icam ente significat ivas cuando 

el valor de p obtenido fue m enor de 0,05.  Para las correlaciones estudiadas ent re los niveles 

de citoquinas en plasm a y los parám et ros inmunes, los valores de p fueron ajustados por 

com paraciones m últ iples m ediante el cálculo de la tasa de descubrim iento falso (FDR, false 

discovery rate) , de acuerdo al m étodo de Benjamini & Hochberg,  ut ilizando el software R 

Project versión 2.10.0. Este m étodo de ajuste evalúa la proporción esperada de falsos 

posit ivos ent re las pruebas que fueron significat ivas. La prueba fue considerada 

estadíst icam ente significat iva cuando el valor de p ajustado (p*)  resultó m enor a 0,1.  



 

 

IV.  RESULTADOS 
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IV. 1. DESCRIPCIÓN DE LA POBLACIÓN EN ESTUDIO 

Para cum plim entar el objet ivo general de este t rabajo se reclutaron t res grupos de 

individuos seroposit ivos para la infección por HIV con el fin de poder dilucidar los 

m ecanism os inm unes tem pranos asociados al cont rol y a la progresión a la enferm edad. 

Cincuenta y un individuos fueron reclutados durante la seroconversión y/ o dent ro de los 

prim eros seis m eses luego de la probable fecha de infección (grupo PHI ) , 22 individuos en 

fase crónica de la infección (Crónicos)  y 14 individuos EC. Adem ás se incorporaron 10 DS 

com o grupo cont rol (Tabla 1) . Todos los grupos fueron reclutados acorde a los criterios 

definidos en Materiales y Métodos. La m uest ra basal de la mayor parte de los individuos 

perteneciente al grupo PHI  se obtuvo durante los estadios de Fiebig V y VI , los cuales 

representan sub-estadíos dent ro de la fase aguda/ tem prana de la infección (Tabla 1)  [ 71] .  

Tabla 1: Características de los individuos HIV+ reclutados 
    Carga Viral Plasmática

a,c
 CD4

a
  

Individuo Género 
Estadío 

de la 
infección 

Días 
Post- 

Infección 

Copias 
ARN/ml 

Log10 
Set 

point
d
 

(Log10) 

Recuento 
(células/μl) 

Set point
d
 

(células/μl) HAART 

Infección Primaria (PHI) 
NP01 F VI 60 17.420 4,2 4,1 685 402 NO 
NP02 F VI 60 116.129 5,1 4,8 671 477 NO 
NP03 F V 75 9.532 4,0 4,0 590 587 NO 
NP04 F V 30 >500.000 >5,7 4,3 603 490 NO 
NP05 F VI 60 258.015 5,4 4,5 803 670 NO 
NP06 F V 30 3.265 3,5 ND 440 ND NO 
NP07 M VI 120 13.962 4,1 4,6 577 544 NO 
NP08 M V 60 104 2,0 2,8 602 638,5 NO 
NP09 M V 30 19.522 4,3 4,2 525 442 NO 
NP10 M VI 60 37.169 4,6 4,6 505 411 NO 
NP11 M V 90 1.093 3,0 4,2 1.012 417 NO 
NP12 M VI 60 8.613 3,9 4,4 778 758 NO 
NP13 M VI 150 256.051 5,4 4,8 797 943 NO 
NP14 M VI 150 46.211 4,7 4,8 633 573 NO 
NP15 M V 30 32.918 4,5 4,5 748 568 NO 
NP16 M V 45 455.417 5,7 5,2 698 685 NO 
NP17 M V 90 2.707 3,4 3,9 902 600 NO 
NP18 M VI 120 32.473 4,5 4,7 500 652 NO 
NP19 M V 170 5.142 3,7 3,1 499 581 NO 
NP20 M V 60 12.736 4,1 5,1 490 454 NO 
NP21 M VI 120 61.045 4,8 4 595 508 NO 
NP22 M V 30 21.986 4,3 4 609 658 NO 
NP23 F VI 60 12.361 4,1 4 732 764 NO 
NP24 F VI 120 9.018 4,0 4 587 410 NO 
NP25 M VI 180 50 1,7 ND 786 788 NO 
NP26 M VI 60 508.085 5,7 5 851 585 NO 
NP27 M VI 90 67.660 4,8 ND 387 ND NO 
NP28 F VI 90 64.454 4,8 5 391 492 NO 
P01 F VI 150 199.754 5,3 ND 252 ND SI 
P02 F IV 30 >500.000 >5,7 ND 379 ND SI 
P03 F VI 90 3.662 3,6 3,9 302 281 NO 
P04 F VI 30 102.297 5,0 ND 222 ND SI 
P05 M VI 30 35.378 4,5 ND 317 ND SI 
P06 M VI 150 34.221 4,5 ND 399 ND SI 
P07 M VI 60 242.199 5,4 ND 161 ND SI 
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Tabla 1: Características de los individuos HIV+ reclutados 
    Carga Viral Plasmática

a,c
 CD4

a
  

Individuo Género 
Estadío 

de la 
infección 

Días 
Post- 

Infección 

Copias 
ARN/ml 

Log10 
Set 

point
d
 

(Log10) 

Recuento 
(células/μl) 

Set point
d
 

(células/μl) HAART 

P08 M V 90 7.643 3,9 ND 328 ND SI 
P09 M VI 30 4182153 6,6 ND 104 ND SI 
P10 M V 50 98.684 5,0 4,9 256 256 NO 
P11 M IV 60 >500.000 >5,7 ND 259 ND SI 
P12 M V 30 >500.000 >5,7 ND 341 ND SI 
P13 M VI 90 743 2,9 ND 619 ND NO 
P14 F V 30 500.000 5,7 5 374 342 NO 
P15 M V 60 1.315 3,1 4 504 424 NO 
P16 M V 50 145.002 5,2 ND 308 ND NO 
P17 M III 30 500.000 5,7 ND 117 ND NO 
P18 M VI 60 500.000 5,7 5 333 297 NO 
P19 M VI 80 500.000 5,7 ND 475 ND SI 
P20 M VI 120 283.825 5,5 ND 282 ND SI 
NI1 F V 90 1.810 3,3 ND 499 ND NO 
NI2 M VI 90 318.838 5,5 5 655 563 NO 
NI3 M V 60 16.926 4,2 ND 801 ND NO 

Crónicos 
C01 F Crónicos - 22.475 4,4 - 143 - NO 
C02 F Crónicos - 14.784 4,2 - 139 - NO 
C03 F Crónicos - 36.399 4,6 - 555 - NO 
C04 M Crónicos - 4.718 3,7 - 441 - NO 
C05 M Crónicos - 2.889 3,5 - 606 - NO 
C06 M Crónicos - 34.395 4,5 - 4 - NO 
C07 M Crónicos - 291.184 5,5 - 13 - NO 
C08 M Crónicos - 179.591 5,3 - 16 - NO 
C09 F Crónicos - 253.164 5,4 - 5 - NO 
C10 M Crónicos - 11.026 4,0 - 585 - NO 
C11 M Crónicos - 18.580 4,3 - 511 - NO 
C12 M Crónicos - 12.800 4,1 - 704 - NO 
C13* F Crónicos - 1.286 3,1 - 1.071 - NO 
C14 M Crónicos - 22.060 4,3 - 293 - NO 
C15* M Crónicos - 555 2,7 - 555 - NO 
C16 M Crónicos - 43.436 4,6 - 479 - NO 
C17* M Crónicos - 1.288 3,1 - 431 - NO 
C18* F Crónicos - 1.817 3,3 - 689 - NO 
C19 M Crónicos - 45.199 4,7 - 282 - NO 
C20 F Crónicos - 3.093 3,5 - 227 - NO 
C21 F Crónicos - 85.947 4,9 - 25 - NO 
C22 M Crónicos - 37.774 4,6 - 736 - NO 

Elite Controllers (EC) 
EC01 F Crónicos - <50 <1,7 - 817 - NO 
EC02 M Crónicos - <50 <1,7 - 549 - NO 
EC03 F Crónicos - <50 <1,7 - 1.261 - NO 
EC04 F Crónicos - <50 <1,7 - 562 - NO 
EC05 F Crónicos - <50 <1,7 - 602 - NO 
EC06 F Crónicos - <50 <1,7 - 888 - NO 
EC07 M Crónicos - <50 <1,7 - 456 - NO 
EC08 M Crónicos - <50 <1,7 - 595 - NO 
EC09 F Crónicos - <50 <1,7 - 612 - NO 
EC10 F Crónicos - <50 <1,7 - 570 - NO 
EC11 F Crónicos - <50 <1,7 - 888 - NO 
EC12 M Crónicos - <50 <1,7 - 566 - NO 
EC13 F Crónicos - <50 <1,7 - 912 - NO 
EC14 F Crónicos - <50 <1,7 - 544 - NO 

a En el grupo PHI, los datos corresponden a la muestra basal. Para los individuos Crónicos y Elite Controllers, los valores corresponden a la 
muestra que se obtuvo el día del reclutamiento. 

b En el grupo PHI se muestra el estadío de Fiebig [71]. Los días post-infección corresponden a la muestra basal del grupo PHI. 
c Límite de detección del ensayo (Rango: 50 a 500.000 copias de ARN/ml plasma (1,7 a 5,7 log10, respectivamente). 
d No se calculó el set point en aquellos individuos que comenzaron HAART durante el primer año post-infección o que presentaron valores 
inestables dentro de este período, según se definió en la sección Materiales y Métodos (Ver capítulo III. 10.). 
F: Femenino, M: Masculino, NP: No Progresor (PHI>350), P: Progresor (PHI<350), ND: Dato no disponible. NI: Estatus no identificado.  
* Denota los individuos denominados “Controladores virémicos”.  
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Com o se observa en la Tabla 2, la m ediana de la CV plasm át ica basal para el grupo PHI  fue 

41.690 copias ARN viral/ m l de plasm a ( rango intercuart ilo [ I Q, interquartile range] 25-

75% =  9.404 a 292.578 copias/ m l) . Com o se esperaba, fue significat ivam ente m ayor que la 

CV plasm át ica observada en el grupo de Crónicos (m ediana:  20.320 copias/ m l [ IQ25-75=  

3.042-43.877] , p=  0,036)  y en el grupo EC (m ediana:  < 50 copias/ m l, p< 0,0001] )  (Figura 

11A) . En cuanto al recuento de células T CD4+  la m ediana en la m uest ra basal del grupo 

PHI  fue 502 células/μl (I Q25-75=  332-675) . Esta no difirió significat ivam ente de la m ediana 

del grupo de Crónicos (436 células/ μl [ IQ25-75=  111-590] ) . Por el cont rario, el grupo de EC 

presentó un recuento de células T CD4+  (599 células/ μl;  I Q25-75=  559-888)  

significat ivam ente m ayor, tanto respecto al grupo PHI  (p= 0,0122)  ( Figura 11B) , com o al 

grupo de Crónicos (p= 0,0025) .  

Tabla 2: Resumen de datos clínicos correspondientes a los individuos HIV+ 
reclutados 

 Carga Viral plasmática
a,b

    

Grupo (N) 

Mediana copias 
ARN/ml plasma 

(IQ25-75) 
Media (log10 

±DS) 

Set point 
viral

c
 media 

(log10± DS) 

Recuento de 
CD4

b
 mediana 

N° células/μl 
(IQ25-75) 

Set point Inmune
c
 

mediana  
N° células/μl 

(IQ25-75) 

 PHI      

 Total (n=51) 
41.690 

(9.404-292.578) 
4,6 ± 1,0 4,5 ± 0,7 502 (332-675) 508 (410-639) 

  PHI>350 (n=28) 
20.754 

(8.714-66.859) 
4,3 ± 1,0 4,3 ± 0,6 606 (510-771) 577 (471-661) 

  PHI<350 (n=20) 
242.199 

(35.378-500.000) 
5,1 ± 0,9 4,9 ± 0,8 308 (252-374) 289 (249-353) 

Crónicos (n=22) 
20.320 

(3.042-43.877) 
4,2 ± 0,8  436 (111-590)  

 Crónicos excluyendo 
 Controladores 
 virémicos (n=18) 

28.435 
(12.357-55.386) 

4,5 ± 0,6  288 (23-563)  

EC (n=14) <50 <1,7  599 (559-888)  
a   Limite de detección del ensayo (Rango: 50 a 500.000 copias de ARN/ml plasma (1,7 a 5,7 log10 respectivamente). 
b  En el grupo PHI, los datos corresponden a la muestra basal. Para los individuos crónicos y Elite Controllers, los valores 

corresponden a la muestra que se obtuvo el día del reclutamiento. 
c  No se calculó el set point en aquellos individuos que comenzaron HAART durante el primer año post-infección o que presentaron 

valores inestables dentro de este período, según se definió en la sección Materiales y Métodos (Ver capítulo III. 10.). 
DS: Desvío estándar, IQ25-75: Intercuartilo 25-75%. 

 

Cabe destacar que el grupo de sujetos Crónicos reclutados en este estudio es m uy 

heterogéneo e incluye 4 individuos (C13, C15, C17 y C18)  que podrían ser clasificados com o 

lo que ciertos autores denominan “controladores virémicos”: individuos capaces de controlar 

espontáneam ente la CV plasm át ica a valores por debajo de 2.000 copias/ m l (Tabla 1, Figura 

11) . Luego de rem over estos sujetos del análisis, la m ediana de la CV plasm át ica para el 
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grupo de Crónicos fue 28.435 copias/ m l ( IQ25-75=  12.357-55.386) , y la m ediana del 

recuento de células T CD4+  fue 288 células/μl (I Q25-75=  23-563)  (Tabla 2) .  

Para aquellos individuos dent ro del grupo PHI  que perm anecieron sin t ratam iento durante el 

prim er año post - infección, se calculó el set point v iral (m edia log10± SD:  4,5 ± 0,7)  y el set 

point inmune (m ediana 508 células/ μl [ IQ25-75=  410-639) )  (Tabla 2 y Figura 11) . En línea 

con lo reportado previam ente en la bibliografía, estos parám etros no difirieron 

significat ivam ente de la CV plasm át ica y del recuento de células T CD4+  observado en los 

Crónicos.  

 

Figura 11: Carga Viral plasm át ica (A)  y recuento de células T CD4+  (B)  de los individuos reclutados por grupo. 
Para el grupo PHI  los valores corresponden a la m uest ra basal y al set point. Adem ás, se m uest ran los subgrupos 
PHI > 350 y PHI < 350. En el grupo de crónicos se m uestran cuatro puntos coloreados correspondientes a los 
individuos clasificados como “controladores virémicos” (Ver Tabla 1 y texto) . Las líneas hor izontales m uest ran los 
valores de mediana. Los aster iscos denotan dist intos valores de p:  * , p< 0,05;  * * , p< 0,01 y * * * , p< 0,001, los 
cuales se calcularon ut ilizando la prueba de Mann-Whitney. 

 

A su vez, el grupo PHI  se subdividió en dos subgrupos (PHI < 350 y PHI> 350) , de acuerdo a 

si su recuento de células T CD4+  cayó por debajo de 350 células/μl durante el primer año 

post - infección o no. Esto nos perm ite diferenciar individuos con una rápida progresión 

(progresores rápidos)  a la enferm edad en la infección prim aria (PHI< 350)  e individuos con 

una progresión t ípica (PHI> 350)  y así invest igar las asociaciones de estos pat rones de 

progresión con los parám et ros inm unes analizados en este t rabajo. El punto de corte 

elegido (350 células/μl) se basó en las guías nacionales e internacionales de inicio de 

t ratam iento vigentes en el año 2010, cuando la m ayoría de los individuos fueron reclutados 

[ 63]  y la recom endación era el inicio de HAART con recuentos celulares por debaj o de dicho 
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valor. Los subgrupos PHI> 350 y PHI< 350 difirieron significat ivam ente tanto en la CV 

plasm át ica (p= 0,0039)  com o en el recuento de células T CD4+  (p< 0,0001)  correspondientes 

a la m uest ra basal, así com o tam bién en el set point v iral y el set  point  inm une (p= 0,0246 y 

p< 0,0001, respect ivam ente)  (Tabla 2 y Figura 11) . 

Adem ás, en un subgrupo de cada uno de los grupos de individuos HIV+  (PHI :  30/ 51, 

Crónicos:  7/ 22 y EC:  9/ 14 individuos) , se evaluó la act ivación inm une celular ya que se 

encuent ra bien establecido que este parám et ro es un buen predictor de progresión  a la 

enferm edad [ 72] . Para ello se determ inó, m ediante citom et ría de flujo, el porcentaje de 

células T CD4+  y CD8+  que expresan los m arcadores de act ivación CD38 y HLA-DR. Se 

observaron altos niveles de linfocitos T CD8+  que expresan am bos m arcadores de act ivación 

en las m uest ras de los individuos PHI  (m ediana:  17,9%  [ I Q25-75=  7,5-30,6] ) , seguido por 

el grupo de Crónicos (m ediana:  11,2%  [ I Q25-75=  5,6-24,4] )  y EC (m ediana:  9,3%  [ I Q25-

75=  3,6-15,3] )  (Figura 12A) . La alta act ivación inm une observada en los individuos PHI  

difirió significat ivam ente con respecto a los EC (p= 0,0316) . Cuando se dividió a los 

individuos PHI  en los subgrupos PHI> 350 y PHI< 350 se evidenció que los individuos con 

una progresión m ás rápida, PHI< 350, presentaban niveles de act ivación significat ivam ente 

m ayores respecto de su cont raparte PHI> 350 (p= 0,0039) .  

En cuanto a la act ivación inm une de las poblaciones linfocitarias CD4, se observó que la 

proporción de células act ivadas fue m enor que en el caso de la población T CD8+ .  Los 

individuos Crónicos (m ediana:  2,7%  [ IQ25-75=  1,1-18,5] )  resultaron ser la población con 

m ayor act ivación, seguido por los individuos PHI  (m ediana:  1,6%  [ I Q25-75=  0,6-3,0] )  y 

finalm ente los EC (m ediana:  0,7%  [ I Q25-75=  0,5-1,8] )  (Figura 12B) . El grupo de individuos 

Crónicos difirió significat ivam ente de los EC (p= 0,0229) . Adem ás presentaron un m ayor 

porcentaje de act ivación con respecto al grupo PHI  pero sin alcanzar esta diferencia a ser 

estadíst icam ente significat iva (p= 0,0502) . 
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Figura 12: Panel de act ivación inm une celular en los linfocitos T CD8+  (A)  y los linfocitos T CD4+  (B)  de los 
individuos reclutados por grupo. Para el grupo PHI  los valores corresponden a la muest ra basal. Adem ás, se 
m uest ra los subgrupos PHI > 350 y PHI < 350. Las líneas hor izontales m uest ran los valores de m ediana. Los 
aster iscos denotan dist intos valores de p:  * , p< 0,05 y * * , p< 0,01, los cuales se calcularon ut ilizando la prueba de 
Mann-Whitney. 

 

Por últ im o, y dado el rol fundam ental de las m oléculas HLA- I  en la respuesta inm une celular 

específica ant iviral,  se evaluó el haplot ipo HLA en un subgrupos de individuos 

pertenecientes a los t res grupos de estudio (PHI :  46/ 51, Crónicos:  16/ 22 y EC:  10/ 14 

individuos)  (Tabla 3) . En prim er lugar se observó que la dist r ibución de los alelos de HLA de 

todos los suj etos enrolados, en conjunto, refleja la dist r ibución de frecuencias descripta 

previam ente para la población urbana de Argent ina (www.allelefrequencies.net) .  

 

Tabla 3: Haplotipos HLA de los individuos HIV+ reclutados 
Individuo HLA-A HLA-B HLA-C 

Infección Primaria (PHI) 
NP01 2 68 15 40 3 8 
NP02 23 23 8 40 3 7 
NP03 32 32 15 35 4 7 
NP04 2 68 14 51 1 8 
NP05 1 26 1517 35,3 4 7 
NP06 ND ND ND ND ND ND 
NP07 2 23 38 58 7 12 
NP08 31 68 44 51 5 14 
NP09 2 2 57 40CXJJ 3 7 
NP10 3 3 18 18 7 7 
NP11 ND ND ND ND ND ND 
NP12 2 36 7 42 7 7 
NP13 2 11/24/31* 7 35 4 7 
NP14 11 68 35 48 4 8 
NP15 29 29 40 44 3 3 
NP16 11 32 44 58 4 5 
NP17 1 3 35 37 4 6 
NP18 2 32 35 41 4 7 
NP19 ND ND ND ND ND ND 
NP20 2 2 7 35 5 16 
NP21 2 32 7,3 4901 7 7 
NP22 31 31 8 48 4 7 
NP23 31 31 44 51 4 15 
NP24 2 26 14 50 3 8 
NP25 31 33/11* 8 40 3 7 
NP26 29 29 14 44 8 16 

http://www.allelefrequencies.net/


RESULTADOS 

44 

 

Tabla 3: Haplotipos HLA de los individuos HIV+ reclutados 
Individuo HLA-A HLA-B HLA-C 

NP27 26 33 38 44 4 12 
NP28 29 29 14 55 3 8 
P01 24 68 14 53 4 8 
P02 2 2 40 44 3 3 
P03 2 33 14 15 2 8 
P04 2 2 15 51 3 7 
P05 ND ND ND ND ND ND 
P06 2 68 14 35 4 8 
P07 29 33 14 44 8 16 
P08 ND ND ND ND ND ND 
P09 2 11 35 40 3 4 
P10 2 11 18 35 4 7 
P11 2 3 7 49 7 7 
P12 2 2 41FVE 7 7 17 
P13 1 68 49 49 ND ND 
P14 2 30 18 18 ND ND 
P15 3 31 35,2 35,2 4 4 
P16 24 29 44CXHZ 18 7 12 
P17 24 26 8 55 3 7 
P18 24 68 14 53 4 8 
P19 11 24 7 39 7 7 
P20 2 68 39 41 7 7 
NI1 33 33 8 14 7 8 
NI2 32 32 44 49 7 18 
NI3 2 23 44 57 4 6 

Crónicos 
C01 2 2/25* 35 55 3 4 
C02 26 26 44 57 5 7 
C03 2 3 44 51 4 7 
C04 ND ND ND ND ND ND 
C05 ND ND ND ND ND ND 
C06 ND ND ND ND ND ND 
C07 ND ND ND ND ND ND 
C08 ND ND ND ND ND ND 
C09 31 31 39 47 7 15 
C10 2 2 44 58 7 5/8* 
C11 1 3 7 37 7 7 
C12 2 36 7 42 7 7 
C13

a
 2 3 35 44 4 5 

C14 2 2 7 35 5 16 
C15

a
 3 3 18 18 7 7 

C16 31 31 15 39 3 7 
C17

a
 ND ND ND ND ND ND 

C18
a
 11 11 35 40 3 3 

C19 11 11 18 35 3 5 
C20 2 33 15 39 3 7 
C21 11 24 35 51/78* 4 15 
C22 11 11 ND ND 4 15 

Elite Controllers (EC) 
EC01 33 66 14 42 8 17 
EC02 1 1 27 57 4 6 
EC03 2 2 26 44 2 4 
EC04 25 32 44 58 7 5/8* 
EC05 3 31 7 39 7 7 
EC06 ND ND ND ND ND ND 
EC07 11 11 55/56* 58 3 12 
EC08 33 68 40CXJJ 52 ND ND 
EC09 1 2 57 40CXJJ ND ND 
EC10 ND ND ND ND ND ND 
EC11 ND ND ND ND ND ND 
EC12 * * 35 38 3 4 
EC13 2 2 13 51 12 16 
EC14 ND ND ND ND ND ND 

* No se pudo determinar con el protocolo utilizado. 
a Denota los individuos denominados “Controladores virémicos”. 
 NP: No Progresor (PHI>350), P: Progresor (PHI<350), ND: Dato no disponible. NI: Estatus no identificado.  
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 Con el objet ivo de descartar un posible enriquecim iento de algún alelo en part icular 

asociado con progresión rápida (A01, A68, B35)  o lenta (B27, B51, B57)  a la enferm edad 

[ 73]  en algún grupo en part icular , la frecuencia de los m ism os se estudió en cada grupo. No 

se hallaron diferencias significat ivas en la frecuencia de los alelos A01, A68, o B35 ent re 

grupos, incluso en el grupo de EC, donde estos alelos se encont raron en 4 de los 14 

individuos evaluados. Por otro lado, los “alelos protectivos” B27, B51 o B57 estaban 

presentes en un individuo perteneciente al grupo PHI < 350, cuat ro individuos del grupo 

PHI> 350, t res individuos crónicos, y sólo en cuat ro EC. Por lo tanto, las diferentes tasas de 

progresión a la enferm edad ent re los grupos en estudio no pudieron ser explicadas 

sim plem ente por las diferencias en el background genét ico, por lo menos a nivel de los 

locus de HLA. 

IV. 2. ANÁLISIS DE LA RESPUESTA CELULAR T CD8+ HIV-ESPECÍFICA MEDIANTE 

ELISPOT  

Com o prim er objet ivo del presente t rabajo, se planteó realizar  una caracterización de la 

respuesta inm une celular HIV-específica durante la infección prim aria. Para ello, se decidió 

evaluar, en prim er lugar, la respuesta T específica m ediante la ident ificación  de células 

específicas secretoras de IFN-  por la técnica de ELISPOT en el grupo PHI, utilizando las 

m uest ras basales. Para detectar la respuesta específica se ut ilizaron com o est ím ulo los 

pooles de pépt idos de las proteínas virales Nef, Gag y Env. Adem ás, se estudió la respuesta 

específica en el grupo de individuos Crónicos y en los EC. En la figura 13 se m uest ra a m odo 

de ejem plo una respuesta negat iva y una posit iva para el ensayo de ELISPOT. A part ir  de 

estos resultados, se procedió a determ inar cóm o los blancos preferenciales 

inmunodom inantes, la m agnitud y la calidad (en térm inos de am plitud y capacidad de 

respuesta luego de la est im ulación)  de la m ism a,  impactan en las dist intas tasas de 

progresión a la enferm edad. 
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Figura 13: Ejemplo de un pocillo negat ivo (A)  y uno posit ivo (B)  obtenidos en el ensayo de ELI SPOT. 

 

IV. 2. 1. Magnitud y blancos preferenciales de la respuesta HIV-específica en los 

individuos reclutados 

En prim er lugar se observó que la m ediana de la m agnitud de la respuesta inm une HIV-

específica (expresada com o SFU/ 106 PBMCs)  fue m ayor en los EC, para los t res ant ígenos 

evaluados, com parado con el grupo de Crónicos y los individuos PHI . Esta diferencia fue 

part icularm ente notable en el caso de Gag:  la m ediana de la m agnitud de la respuesta ant i-

Gag en los EC fue 2 veces m ayor que la de los Crónicos y 6 veces m ayor a los PHI  (853 

SFU/ 106 PBMCs [ IQ25-75=  435-4995] , 430 SFU/ 106 PBMCs [ IQ25-75=  88-2040]  y 146 

SFU/ 106 PBMCs [ I Q25-75=  20-1067]  para los EC, Crónicos y PHI , respect ivam ente [ EC 

versus Crónicos, p=  0,0044;  EC versus PHI , p= 0,0007] ;  Figura 14A) . El análisis int ragrupo 

m ost ró, que en los EC, la m agnitud de la respuesta ant i-Gag fue significat ivam ente m ayor 

(aproxim adam ente 2 veces)  que las respuestas ant i-Nef (m ediana, 395 SFU/ 106 PBMCs 

[ I Q25-75=  70-1685] ;  p= 0,0002)  y ant i-Env (m ediana, 590 SFU/ 106 PBMCs [ I Q25-75=  91-

1375] ;  p= 0,0039) , m ient ras que la m agnitud de la respuesta ant i-Nef en el grupo PHI  

(m ediana 340 SFU/ 106 PBMCs [ I Q25-75=  40-983] )  fue significat ivam ente m ayor que la 

m agnitud de la respuesta ant i-Env (m ediana, 73 SFU/ 106 PBMCs [ IQ25-75=  20-489] ;  

p=0,0358)  pero no se observó diferencia con la respuesta ant i-Gag (p> 0,05)  (Figura 14A) . 

Por últ im o, en el grupo de Crónicos, la m agnitud de la respuesta ant i-Gag fue levem ente 

m ayor con respecto a la m agnitud ant i-Nef (m ediana 185 SFU/ 106 PBMCs [ I Q25-75=  11-

1310] ;  p= 0,0264)  y ant i-Env (m ediana 184 SFU/ 106 PBMCs [ IQ25-75=  16-399] ;  

p= 0,0498) .  
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La cont r ibución relat iva de cada ant ígeno a la respuesta total, es decir la proporción de 

células HIV-específicas para cada proteína relat ivizada al total de la respuesta ant i-HIV, es 

un factor im portante a tener en cuenta cuando se evalúa la asociación de la respuesta HIV-

específica con el cont rol viral [ 74] . Por lo tanto, se analizó la proporción de células 

específicas para cada ant ígeno en relación al total de la respuesta HI V-específica (sum a de 

la respuesta T frente a cada ant ígeno individual)  (Figura 14B) . Nuevam ente, la cont r ibución 

de los dist intos blancos ant igénicos difir ió ent re los grupos de estudio:  el grupo PHI  m ost ró 

una m ayor proporción, estadíst icam ente significat iva, de células Nef-específicas (m ediana 

55% , [ IQ25-75=  21-73] )  com parado con el grupo de Crónicos (m ediana 17% , [ I Q25-75=  

0,8-26] ;  p= 0,005)  y con los EC (m ediana 20% , [ I Q25-75=  13-31] ;  p= 0,007)  y una m enor 

proporción de células Gag-específicas (PHI  32%  [ IQ25-75=  8-53]  versus EC 64%  [ I Q25-

75=  55-74]  [ p= 0,004] ;  PHI  versus Crónicos 64%  [ IQ25-75=  21-86]  [ p> 0,05] ) . En esta 

m ism a línea, el análisis int ragrupo reveló que la respuesta ant i-Gag en los EC claram ente 

predom inó sobre las células Nef-específicas y Env-específicas (7,4% , [ I Q25-75=  4,6-22,1] )  

(Gag versus Nef p= 0,005;  Gag versus Env, p= 0,007) , m ient ras que en el grupo PHI  

predom inaron las células Nef-específicas sobre las Gag-específicas (p< 0,001)  y Env-

específicas (6% , [ I Q25-75=  2-18] ;  p< 0,001) . El grupo de Crónicos m ost ró el m ism o pat rón 

de inm unodom inancia (Gag> Nef> Env)  que los EC, sin em bargo la dispersión en la 

respuesta ent re los Crónicos fue m ayor, lo que refleja la heterogeneidad de este grupo.  

Cuando se realizó el m ism o análisis ent re los subgrupos PHI> 350 y PHI< 350, se observaron 

claras diferencias ent re ellos:  m ient ras que en el grupo PHI> 350 no se pudo observar una 

diferencia estadíst icam ente significat iva ent re la m agnitud de las respuestas ant i-Nef y ant i-

Gag o en la proporción del total de la respuesta, en el grupo PHI< 350 las células ant i -Nef 

claram ente dom inaron la respuesta ant i-HIV (m ediana de la m agnitud, 410 SFU/ 106 PBMCs 

[ I Q25-75=  40-1850] ;  m ediana de la proporción del total de la respuesta, 62%  [ I Q25-75=  

46-70] )  sobre las respuestas ant i-Gag y ant i-Env, ya sea en térm inos de m agnitud ( 100 

SFU/ 106 PBMCs [ I Q25-75=  13-1050]  [ p=0,0382]  y 48 SFU/ 106 PBMCs [ I Q25-75=  13-194]  
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[ p= 0,001] , respect ivam ente)  com o de proporción ( 32%  [ I Q25-75=  6-45]  [ p= 0,01]  y 7%  

[ I Q25-75=  2-17]  [ p= 0,003] , respect ivam ente)  (Figura. 14A y 14B) .   

 

Figura 14: Análisis de la respuesta HI V específica por ELI SPOT, en los dist intos grupos. (A)  Magnitud de la 
respuesta total ant i-Gag, ant i-Nef y ant i-Env expresado com o unidades form adoras de spots por m illón de células 
(SFU/ 106 PBMCs) . (B)  Contr ibución relat iva de cada ant ígeno al total de la respuesta específica expresado como el 
porcentaje sobre la sum a de respuestas específicas. (C)  Contr ibución de la respuesta ant i-Nef y ant i-Gag ( relat ivos 
a la sum a de la m agnitud obtenida para am bos ant ígenos) . En el grupo de Crónicos se m uest ran, en líneas 
punteadas, cuatro individuos clasificados como “controladores virémicos” (Ver Tabla 1) . (D)  Respuesta celular 
dir igida contra las dist intas subunidades de Gag (p24, p17 y RG), expresadas com o el porcentaje del total de la 
respuesta ant i-Gag. Todos los datos provenientes de los sujetos PHI  corresponden a la m uest ra basal. Adem ás, se 
m uest ran los subgrupos PHI > 350 y PHI < 350. Las líneas hor izontales m uest ran los valores de m ediana. Los 
aster iscos denotan dist intos valores de p:  * , p< 0,05;  * * , p< 0,01 y * * * , p< 0,001, los cuales se calcularon 
ut ilizando la prueba de Mann-Whitney. 



RESULTADOS 

49 

 

Dado el im portante rol que parecerían tener las respuestas ant i-Nef y ant i-Gag delineando 

las diferentes tasas de progresión ent re los grupos, se decidió analizar la cont r ibución de la 

respuesta ant i-Nef y ant i-Gag ( relat ivizado a la sum a de la m agnitud obtenida para am bos 

ant ígenos)  en cada uno de los individuos incluidos en los diferentes grupos de estudio 

(Figura 14C) . Se observó que la respuesta ant i-Gag fue claram ente dom inante sobre la 

respuesta ant i-Nef en todos los EC (p< 0,0001) . Por el cont rar io, la respuesta ant i-Nef 

dom inó la respuesta ant i-HIV en el grupo de progresores rápidos ( PHI< 350, p< 0,0001) , 

grupo antagónico a los EC en cuanto a su progresión a la enferm edad. En el grupo de 

Crónicos se observó una situación m ás heterogénea pero con una dom inancia de la 

respuesta ant i-Gag (p= 0,0002) , la cual incluía a aquellos individuos denom inados 

previamente como “controladores virémicos” (C13, C15, C17 y C18). Por últ im o, en el grupo 

PHI> 350 se observó una situación interm edia:  Gag dom inaba la respuesta sobre Nef en un 

subgrupo de individuos, m ient ras que el resto de los individuos m ost raban ya sea una 

inmunodom inancia de Nef o una situación balanceada ent re am bos ant ígenos.   

Luego, se realizó un análisis m ás detallado de las subunidades de la proteína Gag, com o 

blanco ant igénico. En todos los grupos, el pat rón de inm unodom inancia ( teniendo en cuenta 

las m edianas de cada grupo)  fue el siguiente:  p24> p17> RG (Figura 14D) . En el grupo de 

EC, la respuesta ant i-Gag estuvo preferentem ente dir igida cont ra la proteína p24 (m ediana:  

60,1%  [ I Q25-75=  43,7-91,6] )  en una proporción significat ivam ente m ayor sobre p17 y RG 

(m ediana:  8,9%  [ IQ25-75=  0,8-45,2]  y 7,9%  [ I Q25-75=  2,8-21,9] ;  p= 0,0211 y p= 0,0046, 

respect ivam ente) . En el grupo de Crónicos, la proporción de la respuesta ant i-p24 

(m ediana:  57,1%  [ IQ25-75=  20,0-84,8] ) , así com o tam bién la proporción ant i-p17 

(m ediana:  31,3%  [ IQ25-75=  10,4-47,5] ) , fue significat ivam ente m ayor que la respuesta 

ant i-RG (m ediana:  3,1%  [ I Q25-75=  0,0-25,0] ;  p= 0,0015 y p= 0,0058, respect ivam ente) . El 

grupo PHI  presentó un jerarquía sim ilar al grupo de Crónicos, con una respuesta ant i-p24 

(m ediana:  59,4%  [ I Q25-75=  14,7-85,6] )  predom inante sobre p17 y RG (m ediana:  17,6%  

[ I Q25-75=  3,3-48,8]  y 4,1%  [ I Q25-75=  0,0-23,9] ;  p= 0,0202 y p= 0,0001, 

respect ivam ente) . Adem ás, la respuesta ant i-p17 fue levem ente m ayor que la respuesta 
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ant i-RG (p= 0,0187) . Cuando se dividió al grupo PHI  en los subgrupos PHI> 350 y PHI< 350, 

se observó que am bos grupos m antenían el pat rón de inm unodom inancia observado 

anteriorm ente. En el grupo PHI> 350 la proporción de la respuesta ant i-p24 (m ediana:  

61,9%  [ I Q25-75=  24,4-85,6] )  así com o tam bién la proporción de la respuesta ant i -p17 

(m ediana:  18,5%  [ IQ25-75=  9,2-45,5] )  fueron significat ivam ente m ayores con respecto a 

la respuesta ant i-RG (2,1%  [ I Q25-75=  0,0-18,2] ;  p= 0,0012 y p= 0,0199, respect ivam ente) . 

En el grupo PHI < 350 se observó esta m ism a tendencia pero no alcanzó la significancia.  

IV. 2. 2. Calidad de la respuesta HIV-específica en los individuos reclutados  

La calidad de la respuesta HIV-específica se evaluó, en una prim era aproxim ación, 

analizando la am plitud de la respuesta y la intensidad de producción de IFN- . La am plitud 

de la respuesta para cada individuo se calculó com o el núm ero de pooles de pépt idos que 

fueron reconocidos en el ensayo ( sobre un total de 9 pooles ut ilizados para evaluar la 

respuesta HIV-específica)  (Figura 15A) . Este análisis m ost ró que los EC fueron capaces de 

reconocer un m ayor núm ero de pooles de pépt idos com parado con los Crónicos y los PHI  

(p= 0,033 y p= 0,0084, respect ivam ente) . Adem ás, los EC fueron capaces de reconocer un 

núm ero m ayor de pooles de pépt idos Gag-específicos (n= 3 pooles)  com parado con los 

Crónicos y los individuos PHI . Ent re los subgrupos PHI> 350 y PHI< 350 no se observaron 

diferencias estadíst icamente significat ivas.  

Luego, se analizó el tam año prom edio de los spots obtenidos en el ensayo en función de los 

dist intos est ím ulos ut ilizados. Cabe aclarar que el tam año prom edio de los spots se 

correlaciona directam ente con la cant idad de I FN-  producido por cada célula T específica de 

m anera individual ( lo que, a su vez, se correlaciona con la avidez funcional de las células 

[ 75] )  (Figura 15B) . En este caso, tam bién se incluyó en el análisis la respuesta ant i-CEF. 

Esta respuesta es part icularm ente relevante ya que representa la respuesta dir igida cont ra 

patógenos que causan infecciones agudas autolim itadas ( I nfluenza)  o infecciones crónicas 

cont roladas (CMV y Epstein-Barr) . En prim er lugar, no se observaron diferencias int ra-

individuos respecto del tam año prom edio de los spots para los dist intos pooles de pépt idos 
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específicos para HIV (Nef, Gag y Env) . Por lo tanto, a los fines de este análisis, el tam año 

m edio de los spots para todos los ant ígenos de HIV fue prom ediado, teniendo en cuenta 

solam ente los pooles de pépt idos para los que se obtuvo una respuesta posit iva en el 

ensayo de ELISPOT.  

 

Figura 15: Análisis de la calidad de la respuesta específica por ELI SPOT, en los dist intos grupos de estudio. (A) 
Am plitud de la respuesta expresada como el núm ero de pooles de pépt idos reconocidos del total de 9 pooles 
ensayados. (B)  Tam año promedio de spot obtenido para CEF y HI V. Todos los datos provenientes de los sujetos 
PHI  corresponden a la m uest ra basal. Adem ás, se m uest ran los subgrupos PHI > 350 y PHI < 350 , respect ivam ente. 
Las líneas hor izontales m uestran los valores de m ediana. Los aster iscos denotan dist intos valores de p:  * , p< 0,05 
y * * , p< 0,01;  los cuales se calcularon ut ilizando la prueba de Mann-Whitney. 

 

En cuanto a los spots obtenidos en el cont rol CEF, los individuos PHI  m ost raron el m enor 

tam año de los m ism os, siendo estadíst icam ente diferente de los EC y de los Crónicos ( los 

spots CEF-específicos de los EC fueron 1,3 veces m ás grandes que los del grupo PHI  

[ p= 0,0184] ;  m ient ras que los spots de los Crónicos fueron 1,4 veces m ás grandes que los 

de los PHI  [ p= 0,038] ) . Por ot ro lado, los spots de m ayor tam año se observaron en el grupo 

de individuos Crónicos, incluso fueron ligeram ente m ayores que los observados en los DS 

(p> 0,05) , seguidos por los EC. Al analizar los subgrupos PHI> 350 y PHI< 350 no se 

observaron diferencias ent re ellos, por lo que se puede inferir que am bos grupos 

cont r ibuyen de la m ism a m anera al tam año del spots correspondientes a CEF en el grupo 

PHI  total. En el caso de los spots HIV-específicos, los EC m ost raron spots significat ivam ente 

m ayores que el grupo de Crónicos y que los PHI  ( los spots HIV-específicos de los EC fueron 

1,5 veces m ás grandes que los del grupo de Crónicos [ p= 0,0347]  y 1,6 veces m ás grande 

que el grupo PHI  [ p= 0,0271] ) . Dent ro del grupo PHI , no se observaron diferencias ent re 
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PHI> 350 y PHI< 350, m ost rando am bos subgrupos sim ilares tam años prom edio de spot 

HIV-específico. Aún m ás interesante result ó el análisis de cont raste ent re CEF y HIV en cada 

uno de los grupos en estudio:  los spots de HI V fueron significat ivamente m enores que los 

spots de CEF, excepto en el grupo de EC donde no se observa diferencia (Crónicos 

p= 0,0134 y PHI  en su conjunto p= 0,0173) . En cuanto, a los subgrupos PHI> 350 y PHI < 350 

se observó la m ism a tendencia. 

En conjunto estos resultados indican que los EC t ienen m ayor am plitud y m ejor  calidad de la 

respuesta celular específica. 

IV. 2. 3. Relación entre la inmunodominancia relativa anti-Gag y los parámetros 

clínicos en los individuos cursando la infección primaria  

Pudim os observar previam ente que los EC y el grupo PHI < 350 (grupos opuestos en 

térm inos de progresión a la enferm edad)  m ost raban un pat rón de inm unodom inancia 

exactam ente opuesto en cuanto a las proteínas Gag y Nef (Figura 14C) . En base a estas 

observaciones, se decidió evaluar en el grupo PHI , la relación ent re la inm unodom inancia 

observada para Gag y su relación con la tasa de progresión a la enferm edad en las etapas 

tem pranas de la infección. Para testear esta hipótesis, se realizaron análisis de correlaciones 

ent re el porcentaje de respuesta ant i-Gag y los datos clínicos de los sujetos enrolados en 

este estudio. Se observó que la inm unodom inancia relat iva basal en el grupo PHI  (%  de la 

respuesta ant i-Gag basal)  se correlacionó significat ivam ente con el recuento de células T 

CD4+  basal (Spearman’s r= 0,3378, p= 0,0164;  Figura 16A) . Aún m ás interesante fue la 

correlación observada ent re el %  de la respuesta ant i-Gag basal y el set point inm une 

(Spearman’s r= 0,3680, p= 0,0417;  Figura 16B)  así com o tam bién la correlación inversa 

ent re el %  de la respuesta ant i-Gag basal y el log10 del set point v iral (Spearman’s r= -

0,3657, p= 0,0364;  Figura 16C) . Estas correlaciones ent re el porcentaje de Gag basal y los 

niveles de CV plasm át ica y el recuento de células T CD4+  alcanzados luego de la etapa 

aguda, indicarían que la inm unodom inancia de Gag basal es un factor im portante en el 



RESULTADOS 

53 

 

delineam iento de la progresión de la enferm edad en térm inos de pérdida de células T CD4 +  

y cont rol de la replicación viral. 

 

Figura 16: Correlación ent re la inm unodom inancia relat iva de la respuesta ant i-Gag y los parám etros clínicos en el 
grupo PHI . Recuento de células T CD4+  basal (A) , set point inm une (B)  o Log10 del set point v iral (C)  versus el 
porcentaje basal de la respuesta ant i-Gag. Los puntos verdes y blancos denotan los subgrupos PHI < 350 y PHI > 350 
respect ivam ente. Todos los valores r y p corresponden a la prueba de Spearman’s. 

 

En conjunto, todos los datos analizados hasta aquí dem uest ran que a pesar de que Nef 

dom ina la respuesta ant i-HIV en la infección prim aria, una alta proporción de células T que 

aparecen de m anera tem prana t ienen com o blanco a Gag, en part icular al ant ígeno p24. 

Part icularm ente, la inmunodom inancia de Gag, junto a un m ayor tam año de spot,  se asoció 

con un ret raso de la progresión durante el prim er año post - infección. Tam bién, se 

observaron estos m ism os factores en los EC, indicando que estas característ icas de las 

células T jugarían un im portante rol protect ivo. En part icular, la inm unodom inancia 

tem prana de Gag se cor relacionó con un m enor set point v iral y un m ayor recuento de 

células T CD4+ ,  tanto en la m uest ra basal com o en el set point,  m ost rando de esta m anera 

que representa un factor inm une fundam ental involucrado en ret rasar la progresión.  

IV. 3. ANÁLISIS DE LA CAPACIDAD DE LAS CÉLULAS HIV-ESPECÍFICAS DE INHIBIR 

LA REPLICACIÓN VIRAL IN VITRO DURANTE LA INFECCIÓN PRIMARIA 

 Para cont inuar con la caracterización de la respuesta celular HIV-específica en nuest ra 

población de estudio, decidim os evaluar la capacidad de las células T CD8+  HIV-específicas, 

que surgen durante la infección prim aria, de suprim ir la replicación viral in vitro,  ut ilizando 

para ello cepas virales de laboratorio con t ropism o X4 y R5. El objet ivo fue establecer las 

posibles relaciones ent re esta act ividad ant iviral (VIA, viral inhibitory activity)  y las 
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proteínas virales que son blanco de la respuesta inmune durante la etapa tem prana de la 

infección y com pararla con aquella evaluada en los sujetos Crónicos y EC.  Para ello, a part ir 

de PBMCs obtenidos de 7 Crónicos ( incluidos los cont roladores virém icos C13, C17 y C18) , 7 

EC y 19 PHI  (10 de ellos PHI> 350 y 9 PHI < 350) ;  se aislaron las poblaciones celulares T 

CD4+  y  T CD8+ .  La población celular T CD4+  se aisló, act ivó e infectó y luego se cult ivó tanto 

sola com o en com binación con la población de linfocitos T CD8+  autóloga, en una relación 

1: 1. La replicación viral se evaluó al día 7 post - infección m ediante la determ inación de 

ant ígeno p24 en sobrenadante de cult ivo,  por ELISA. En el caso del grupo PHI , se evaluó el 

VIA en las m uest ras basales y en las m uest ras obtenidas un año post - infección. 

IV. 3. 1. Capacidad de las células HIV-específicas de inhibir la replicación viral in 

vitro en los grupos de estudio 

En línea con algunos reportes previos [ 76-80] ,  las células T CD8+  de los EC m ost raron una 

m ayor capacidad para m ediar VIA com parado con los individuos Crónicos,  cuando el ensayo 

se realizó con la cepa viral R5 ( p= 0,0497, Figura 17A). Cabe resaltar, que los EC fueron 

capaces de inhibir de la m ism a m anera tanto los virus R5 com o los X4 (Figura 17A y B) , 

indicando que estos individuos poseen una m ayor am plitud en su capacidad ant iviral. 

Adem ás, debe tenerse en consideración que el uso de cepas de laboratorio heterólogas, 

puede conducir a una subest im ación del VIA, y debido a esto podrían estar siendo 

enm ascaradas ciertas diferencias ent re grupos, [ 76] . En el grupo PHI , la m ayoría de los 

sujetos (70% )  fueron capaces de m ediar VIA (m ediana 32%  de reducción de p24, 

correspondiente a 1.5 log10 de capacidad de m ediar VIA)  frente al virus R5 en la m uest ra 

basal, indicando que las células T CD8+  HIV-específicas con capacidad de m ediar VIA, 

surgen de m anera t em prana durante la infección. Un análisis longitudinal realizado a t ravés 

de la evaluación del VIA en las m uest ras obtenidas a los 12 m eses post - infección m ost ró 

que esta act ividad persiste en el t iem po incluso m ás allá del establecim iento del set point 

(Figura 17A y B) .  
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Figura 17: Ensayo de inhibición viral in vitro (VI A)  m ediado por las células T CD8+  HI V-específicas. VI A se expresa 
com o el log10 de la proporción de ant ígeno p24 perdido cuando las células T CD8+  se encontraban presentes en el 
cult ivo, com parado con el cult ivo de las células T CD4+  infectadas solas. Act iv idad inhibitor ia encontrada en el 
grupo de Crónicos, EC y grupo PHI , frente a la cepa de laborator io HI V R5 (A)  o X4 (B) . Act iv idad inhibitor ia en el 
grupo PHI , re agrupados según su inm unodom inancia ant i-Gag o ant i-Nef ( total de la respuesta > 50% ) observado 
en las m uest ras basales, frente a la cepa de laborator io HI V R5 (C)  o X4 (D) . (E)  Correlación ent re la m agnitud de 
la respuesta ant i Gag-específica en la m uestra basal y el VI A basal en el grupo PHI . En todos los gráficos:  las líneas 
hor izontales dentro de las cajas m uest ran el valor de la m ediana. En el grupo de Crónicos se m uestran cuatro 
puntos coloreados correspondientes a los controladores virém icos (Ver Tabla 1) . En el grupo PHI , los puntos verdes 
y blancos denotan los subgrupos PHI < 350 y  PHI > 350, respect ivam ente. Los análisis intergrupo e int ragrupo se 
realizaron con los test  Mann-Whitney y Wilcoxon respect ivam ente. Los aster iscos denotan dist intos valores de p:  * , 
p< 0,05. En el análisis de correlación el valor de r y p corresponde a la prueba de Spearman’s. 

 

Cuando se analizaron los subgrupos PHI> 350 y PHI < 350, no se encont raron diferencias 

significat ivas en la capacidad de m ediar VIA tanto en la m uest ra basal com o al año post -

infección. Dado el resultado obtenido en el ensayo de ELISPOT, donde la inm unodom inancia 

de Gag durante la infección prim aria se asoció con una preservación en el recuento de 

células T CD4+  durante el prim er año de infección, se decidió dividir a los individuos PHI  de 

acuerdo a cuál era su blanco ant igénico preferencial en dos subgrupos:  aquellos cuya 

respuesta estuvo preferentem ente (> 50% )  dir igida cont ra Gag ( Gag respondedores)  o 

cont ra Nef (Nef respondedores) . Este análisis reveló que las células T CD8+  de los sujetos 

PHI  en los cuales las células Gag-específicas dom inaban la respuesta tem prana, m ost raron 

una m ayor capacidad de m ediar VIA frente al virus R5 com parado con los Nef 

respondedores, tanto en la m uest ra basal (p= 0,043)  com o en las m uest ras de 12 m eses 

post - infección (p= 0,011)  (Figura 17C) . Este resultado concuerda con lo observado en ot ros 
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estudios donde se m uest ra de form a consistente que los EC (grupo que m uest ra una clara 

inmunodom inancia de Gag)  poseen concom itantem ente una m ayor capacidad de m ediar VIA 

en com paración a ot ros grupos HIV+ .  En este m ism o sent ido, se halló una correlación 

estadíst icam ente significat iva, en el grupo PHI , ent re la capacidad de m ediar VIA en la 

m uest ra basal y la m agnitud de la respuesta Gag-especifica basal (SFU/ 106 PBMC) 

(Spearman’s r= 0,5886;  p= 0,0343;  Figura 17E) . En conjunto, estos resultados sugieren que 

la habilidad que poseen las células T CD8+  HIV-específicas (que surgen de form a tem prana 

durante la infección)  de suprim ir la replicación viral en las células T CD4 +  autólogas, podría 

estar relacionada, ent re ot ros factores, a la inm unodom inancia relat iva de Gag ( sobre el 

total de la respuesta T CD8+  HIV-específica)  así com o tam bién del núm ero absoluto 

(m agnitud)  de las células T CD8+  Gag-específicas. Tam bién, se observó que los EC y los PHI  

Gag- respondedores, m ediaron VIA frente a am bos virus, X4 y R5, de m anera m ás 

frecuente, m ient ras que los Crónicos y los Nef- respondedores reconocieron uno u ot ro virus 

o ninguno, sugir iendo que los prim eros grupos m encionados poseen una act ividad m ás 

abarcat iva. 

IV. 3. 2. Relación entre la inhibición de la replicación viral in vitro y los parámetros 

clínicos en los individuos cursando la infección primaria  

Dada esta asociación tan consistente ent re una m ayor capacidad de m ediar  VIA y el estatus 

de los EC observado en este t rabajo ( y en ot ros reportes [ 76-80] ) , se decidió estudiar la 

existencia de alguna asociación ent re la capacidad que presentan las células T CD8+  de 

m ediar VIA y los parám etros clínicos en el grupo PHI . En prim er lugar, se observó una 

correlación negat iva ent re la m agnitud del VIA en la m uest ra basal y la act ivación inm une 

de las células T CD8+ / HLA-DR+  (p= 0,0379;  Figura 18A) . Por ot ro lado, no se encont ró 

ninguna asociación ent re la m agnitud del VIA y la CV plasm át ica basal, el set point viral o el 

recuento de células T CD4+  basal. Sin em bargo, se observó que aquellos sujetos que 

poseían una capacidad sustancial de m ediar VI A (> 25% )  en la m uest ra basal, presentaban 

valores de set point inm une m ás altos (p= 0,02;  Figura 18B) , sugir iendo que la asociación 
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de la inm unodom inancia de Gag con el ret raso en la progresión en térm inos de la 

preservación del recuento de células T CD4+  descripta m ás arr iba (m ayor 

inmunodom inancia de Gag asociado con m ayor set point inm une)  (Figura 16)  podría estar  

relacionada con una m ayor capacidad por parte de las células Gag-específicas de m ediar 

VIA. 

 

Figura 18: Correlación ent re el ensayo de inhibición viral in vitro (VI A)  m ediado por las células T CD8+  HI V-
específicas y los parám etros clínicos en el grupo PHI . VI A se expresa como el log10 de la proporción de ant ígeno 
p24 perdido cuando las células T CD8+  se encontraban presentes en el cult ivo, comparado con el cult ivo de las 
células T CD4+  infectadas solas. (A)  Correlación ent re el log10 VI A basal y la act ivación inm une de los CD8;  (B) 
Sujetos PHI  con capacidad de m ediar VI A (> 25% ) tam bién presentan m ayores set points inm unes. Las líneas 
hor izontales dentro de las cajas m uest ran el valor de la m ediana. Los puntos verdes y blancos denotan los 
subgrupos PHI < 350 y PHI > 350, respect ivam ente. Los aster iscos denotan dist intos valores de p:  * , p< 0,05 
calculados m ediante el test  Mann-Whitney. En el análisis de correlación el valor de r y p corresponde a la prueba de 
Spearman’s.  

 

IV. 4. ANÁLISIS DE LA POLIFUNCIONALIDAD DE LAS CÉLULAS T CD8+ HIV-

ESPECÍFICAS DURANTE LA INFECCIÓN PRIMARIA Y SU RELACIÓN CON LOS 

PARÁMETROS CLÍNICOS 

Con el objet ivo de seguir profundizando la caracterización de las células T CD8+  HIV-

específicas que surgen de form a tem prana en la infección y la subsiguiente asociación con la 

progresión a la enferm edad, se decidió analizar la funcionalidad de estas células en 

térm inos de su habilidad de degranular ( que se evidencia por la expresión t ransitoria en 

m em brana de las m oléculas CD107A/ B)  y de secretar IFN- , TNF-α y/ o I L-2, luego de la 

est im ulación. Para ello, la inform ación obtenida en los ensayos de ELISPOT se ut ilizó com o 

punto de part ida para definir qué pooles de pépt idos ut ilizar com o est ím ulo. Entonces, para 

cada individuo al que se le analizó la polifuncionalidad, sólo se ut ilizaron com o est ím ulo 

aquellos pooles de pépt idos para los que se encont ró una respuesta posit iva en el ensayo de 
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ELISPOT. La est rategia ut ilizada para ident ificar las poblaciones linfocitarias y células HIV-

específicas se encuent ra detallada en la figura 9 (Ver M&M) .  La proporción de células que 

expresan cada función por separado o en com binación fueron analizadas no sólo en los 

individuos PHI  (11 sujetos PHI> 350 y 8 sujetos PHI< 350)  sino tam bién en subgrupos de 

Crónicos (n= 7)  y EC (n= 7) , para poder realizar el análisis ent re grupos y dist inguir de esta 

m anera una posible asociación con progresión a la enferm edad. La m etodología em pleada 

perm ite evaluar células productoras de cada una de las funciones de m anera individual 

(células m onofuncionales)  así com o tam bién células que expresan una com binación de dos 

funciones (bifuncionales)  y t res funciones ( t r ifuncionales) .  

Com o había sido reportado con anterioridad por nuest ro grupo de t rabajo [ 67] , se detectó,  

en estadios m uy tem pranos de la infección, la expresión de todas las funciones (ya sea de 

form a individual o en dist intas com binaciones)  por parte de las células T CD8+  HIV-

específicas. En las m uest ras basales de los individuos PHI , el porcentaje (m edia ±  DS)  de 

células T CD8+  HIV-específicas que expresan cada función de form a individual fue 0,2± 0,3 

para IFN- , 1,1±5,2 para TNF-α, 0,1± 0,1 para IL-2, y 0,2± 0,4 para CD107A/ B. En la fig ura 

19 se m uest ra la cont r ibución relat iva al total de la respuesta T CD8+  HIV-específica 

producida por cada función o com binación de ellas. No se observaron diferencias 

significat ivas en ninguna de las cuat ro funciones, evaluadas de form a indiv idual (células 

m onofuncionales) , ent re los individuos PHI , EC o Crónicos. Al analizar la frecuencia de 

células T CD8+  bifuncionales se observó una diferencia estadíst icam ente significat iva en la 

expresión sim ultánea de IFN-  y TNF-α y en la expresión de CD107A/ B e I FN- . El 66%  de 

los EC presentaban células T CD8+  bifuncionales I FN- + / TNF-α+  (m ediana 12,9%  [ I Q25-75=  

0,0-20,8]  del total de las células T CD8+  HIV-específicas)  y difir ieron significat ivam ente de 

los individuos Crónicos (0,0%  [ I Q25-75=  0,0-0,0] ;  p= 0,0046)  y de los sujetos PHI  ( 0,0%  

[ I Q25-75=  0,0-2,9] ;  p= 0,0186) . Adem ás, todos los EC presentaron un porcentaje m ayor de 

células T CD8+  bifuncionales CD107A/ B+ / I FN- +  (m ediana:  31,7%  [ IQ25-75=  20,1-40,3] ) , 

que tam bién difirió significat ivam ente de los Crónicos ( 0,0%  [ I Q25-75=  0,0-28,0] ;  

p= 0,0084)  y de los sujetos PHI  ( 0,0%  [ I Q25-75=  0,0-21,0] ;  p= 0,0016) , indicando que 
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estas subpoblaciones de células T CD8+  HIV-específicas podrían tener un papel relevante en 

el cont rol del virus.  

 

Figura 19: Contr ibución relat iva de cada función o combinación de funciones al total de la respuesta T CD8+  HI V-
específica para los individuos Crónicos, EC y PHI .  Cada punto representa la proporción de células T CD8 +  posit ivas 
para una determ inada función (por ejem plo I FN- ) o combinación de funciones (por ejemplo IFN- /TNF-α) en los 
tres grupos de estudio. El signo “+” indica la función evaluada. Los datos provenientes de los sujetos PHI  
corresponden a la m uest ra basal.  Las líneas hor izontales dentro de las cajas m uest ran el valor de la mediana. Los 
aster iscos denotan dist intos valores de p:  * , p< 0,05;  * * , p< 0,01 y * * * , p< 0,001;  los cuales se calcularon 
ut ilizando la prueba de Mann-Whitney. 1fx:  células m onofuncionales;  2fx:  células bifuncionales;  3fx:  células 
t r ifuncionales. 

 

En cuanto a la expresión de células t r ifuncionales, nuevam ente el grupo de EC presentó una 

m ayor proporción de células T CD8+  IFN- + / TNF-α+ / I L-2+  (m ediana 0,0%  [ I Q25-75=  0,0-

7,7] )  com parado con el grupo de Crónicos ( 0,0%  [ I Q25-75=  0,0-0,0] ;  p= 0,0152)  y el 

grupo PHI  (0,0%  [ I Q25-75=  0,0-0,0] ;  p= 0,0024) . La m ism a tendencia se observó al 

analizar la expresión de las células t r ifuncionales T CD8+  IFN- + / CD107A/ B+ / I L-2+  donde los 

EC m ost raron una m ayor proporción de esta población celular (m ediana 5,1%  [ IQ25-75=  
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0,0-9,4] )  com parado con el grupo de Crónicos ( 0,0%  [ IQ25-75=  0,0-0,0] ;  p= 0,0046)  y el 

grupo PHI  (0,0%  [ I Q25-75=  0,0-0,0] ;  p= 0,0007) . Luego, se estudió la polifuncionalidad de 

las células independientem ente de sí expresaban una, dos o t res funciones. Com o se 

esperaba, la proporción de células polifuncionales fue considerablem ente m ayor en los EC 

com parado con el grupo de Crónicos y el grupo PHI  (Figura 20A) . En part icular, los EC 

presentaron una proporción significat ivam ente m ayor de células t r ifuncionales ( m edia 

8,1% ± 7,7% )  y bifuncionales (m edia 45,9% ± 14,3% )  y por el cont rario m ost raron una 

proporción significat ivam ente m enor de células m onofuncionales (m edia 46,0% ± 19,0% )  

com parado con el grupo PHI  (m edia 3fx:  1,9% ± 6,8%  [ p= 0,0004] ;  m edia 2fx:  24,1% ± 26,0 

[ p= 0,0078]  y m edia 1fx:  74,0± 28,0%  [ p= 0,007] , respect ivam ente)  así com o tam bién con 

el grupo de Crónicos (m edia 3fx:  2,8% ± 9,1%  [ p= 0,0059] ;  m edia 2fx: 28,7% ± 27,2%  

[ p= 0,06]  y m edia 1fx:  68,6% ± 27,6%  [ p= 0,0339] , respect ivam ente) .  

 

Figura 20: (A)  Resum en del perfil funcional de los individuos Crónicos, EC y PHI  (m uestra basal y al año en este 
últ im o grupo) . (B)  Perfil funcional correspondiente al grupo PHI  (m uestra basal y al año)  dividido según el pépt ido 
ut ilizado com o est ím ulo (Gag o Nef) . En am bos gráficos, las dist intas subpoblaciones celulares fueron agrupadas 
por núm ero de funciones, por lo tanto cada barra representa la m edia de la proporción de células T CD8+  HI V-
específica que expresan una (1fx) , dos (2fx)  o t res (3fx)  funciones, independientemente de alguna función en 
part icular. Los aster iscos denotan dist intos valores de p:  * , p< 0,05;  * * , p< 0,01 y * * * , p< 0,001;  los cuales se 
calcularon ut ilizando la prueba de Mann-Whitney.  

 

Com o se m encionó anteriorm ente, las células bifuncionales y t r ifuncionales fueron m edidas 

de form a m uy tem prana en el grupo PHI , que en conjunto contabilizaban un 26,0%  de las 

células T CD8+  HIV-específicas de estos individuos. Por ot ra parte, la proporción de estas 

células parecieron increm entarse ligeram ente con el t ranscurso de la infección hasta los 12 

m eses post - infección (32,6% ) , aunque la diferencia ent re la m uest ra basal y la m uest ra al 
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año no difirieron significat ivam ente (Figura 20A) . Dent ro del grupo PHI , no se observaron 

diferencias en ninguna función en part icular o com binación de las m ism as cuando los 

sujetos se dividieron en PHI< 350 y PHI> 350. De m anera sim ilar, no se observaron 

diferencias ent re estos dos subgrupos en la proporción de células m onofuncionales así com o 

tam poco en las bifuncionales o en las t r ifuncionales. Adem ás, no se observaron 

correlaciones significat ivas para ninguna de las funciones de m anera individual  o en 

com binación tanto con la CV plasm át ica o el recuento de células T CD4+  basal así com o 

tam poco con el set point v iral o inmune. 

Luego, se decidió com parar, en el grupo PHI , el perfil funcional de las células en función de 

la especificidad que presentaban. Para ello, se analizó la proporción de células T CD8+  Gag-

específicas y Nef-específicas que expresan una, dos o t res funciones en la muest ra basal y 

en la m uest ra al año (Figura 20B) . No se observaron diferencias ent re am bos ant ígenos, 

indicando que la polifuncionalidad no se encuent ra relacionada a la especificidad. Más aún, 

am bas respuestas, tanto Gag-específica com o Nef-específica, m ost raron un increm ento en 

la polifuncionalidad en función del t iem po, pero este no llegó a ser estadíst icam ente 

significat ivo.  

En conjunto estos resultados sugieren que a pesar de la presencia tem prana de células T 

CD8+  polifuncionales (previam ente asociadas al cont rol viral en EC) , estas no pudieron ser 

asociadas con una m ejor o peor resolución de la infección aguda. Adem ás, los beneficios de 

las células T CD8+  Gag-específicas no estarían relacionados con la polifuncionalidad en los 

térm inos analizados en este t rabaj o.  

IV. 5. ANÁLISIS DE LA RELACIÓN ENTRE LA POLIFUNCIONALIDAD DE LA 

POBLACIÓN T CD8+ ESPECÍFICA Y SU CAPACIDAD DE SUPRIMIR LA 

REPLICACIÓN VIRAL DURANTE LA INFECCIÓN PRIMARIA 

Com o se m encionó anteriorm ente, de todas las funciones efectoras de las células T CD8 +  

estudiadas por citom et r ía de flujo, la expresión conjunta de CD107A/ B e I FN-  fue una de 
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las funciones significat ivam ente asociada con el estatus EC (Figura 19) . Dada esta 

observación, se hipotet izó que esta com binación en part icular de funciones (en vez de la 

polifuncionalidad com o un todo)  podría asociarse con una m ayor capacidad de las células T 

CD8+  HIV-específicas para cont rolar la replicación viral y así cont r ibuir a una m enor tasa de 

progresión durante la infección aguda/ tem prana.  Por lo tanto, se decidió analizar las 

posibles asociaciones ent re el porcentaje de células T CD8+  HIV-específicas CD107A/ B+ / IFN-

+  y los parám et ros virológicos e inm unológicos evaluados en el grupo PHI  (en las m uest ras 

basales) .  

IV. 5. 1. Relación entre la capacidad de inhibir la replicación viral in vitro (VIA) y 

la frecuencia de células bifuncionales CD107A/B+ IFN-γ+ observadas en los 

individuos cursando la infección primaria  

Se observó que aquellos individuos PHI  que m ost raron una m ayor capacidad de m ediar VIA 

(VIA m ayor a un 25% ) , presentaron un núm ero significat ivam ente m ayor de células T CD8+  

CD107A/ B+ / IFN- +  com parado con aquellos individuos PHI  que m ost raron una m enor 

capacidad de m ediar VI A (VIA m enor a 25% )  (p= 0,0220) . Más aún, el porcentaje de células 

T CD8+  CD107A/ B+ / IFN- +  observado en los individuos que presentaban un VIA> 25%  fue 

com parable con lo observado en el grupo de EC (Figura 21A y B) . Adem ás, se observó en el 

grupo PHI , una correlación significat iva ent re el porcentaje de células T CD8+  HIV-

específicas CD107A/ B+  IFN- +  y su capacidad de m ediar VIA (Spearman’s r= 0,6003, 

p= 0,0108, Figura 21C) . Estas observaciones, indican que la capacidad sim ultánea de 

degranulación y de expresión de IFN-  podrían jugar un rol relevante en la habilidad de las 

células T CD8+  HIV-específicas de suprim ir la replicación viral in vitro,  que a su vez se 

asocia con una m ejor preservación de la subpoblación celular T CD4+  durante la infección 

tem prana y con el estatus que presentan los EC.  

En base a estas observaciones, se decidió profundizar el análisis de la subpoblación de 

células T CD8+  HIV-específicas CD107A/ B+ .  Este análisis reveló que del tot al de células T 

CD8+  HIV-específicas CD107A/ B+  (Figura 22A) , el grupo de EC presentaba un porcentaje 
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m ayor (m ediana:  0,2%  [ I Q25-75=  0,2-0,4] )  com parado con el grupo de Crónicos 

(m ediana:  0,06%  [ IQ25-75=  0,0-0,2] ) , siendo esta diferencia estadíst icam ente significat iva 

(p= 0,0031) . 

 

Figura 21: Asociación ent re la capacidad de las células T CD8+  de supr im ir  la replicación de HI V in vitro y la 
frecuencia de las células T CD8+  HI V-específicas de degranular y secretar  I FN-  luego de la estimulación. (A)  
Frecuencia de células T CD8+  HI V-específicas CD107A/ B+  I FN- +  observada en los EC, Crónicos y sujetos PHI  
(segregados de acuerdo a la m agnitud del VI A) . (B)  Citogram as representat ivos de I FN- +  versus CD107A/ B+  (en 
la población CD3+ / CD8+ )  correspondientes a un individuo de cada grupo de estudio. (C)  Correlación ent re la 
frecuencia de células T CD8+  HI V-especificas CD107A/ B+  I FN- +  y la m agnitud de VI A de los individuos PHI .  Los 
datos provenientes de los sujetos PHI  corresponden a la m uest ra basal. Las líneas hor izontales dentro de las cajas 
m uest ran el valor de la m ediana. Los aster iscos denotan dist intos valores de p:  * , p< 0,05;  * * * , p< 0,001;  los 
cuales se calcularon ut ilizando la prueba de Mann-Whitney. En el análisis de correlación el valor de r  y p 
corresponde a la prueba de Spearman’s.  

 

Más aún, el 100%  de los EC presentaban células T CD8+  HIV-específicas CD107A/ B+  que co-

expresaban IFN-  (m ediana:  0,2%  [ IQ25-75=  0,1-0,2] )  (Figura 22B)  en una proporción 

estadíst icam ente m ayor que el grupo de Crónicos (m ediana:  0,0%  [ I Q25-75=  0,0-0,1] ;  

p= 0,0006) . Esta m ism a tendencia se observó en el grupo de células T CD8 +  HIV-específicas 

CD107A/ B+  que co-expresaban IL-2 (Figura 22C)  pero no alcanzo la significancia;  por lo que 

en conclusión se puede inferir que la m ayoría de las células T CD8+  HIV-específicas con 

capacidad de degranulación eran células bi-  o t r i- funcionales.  
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Figura 22: Análisis de la expresión de CD107 total (A) , CD107A/ B / I FN-  (B) y CD107A/B / IL-2 (C)  en los 
individuos reclutados. Se m uest ran los subgrupos PHI > 350 y PHI < 350, respect ivamente. Las líneas hor izontales 
m uest ran los valores de m ediana. Los aster iscos denotan dist intos valores de p:  * * , p< 0,01 y * * * , p< 0,001;  los 
cuales se calcularon ut ilizando la prueba de Mann-Whitney.  

 

Cuando se realizó un análisis sim ilar pero teniendo en consideración la especificidad de la 

respuesta (Figura 23) , se observó que en el grupo de Crónicos, las células T CD8+  Gag-

específicas CD107A/ B+  (3fx:  5,7% )  m ost raban una m ayor polifuncionalidad en com paración 

con las células Nef-específicas (3fx: 1,5% ) , incluso en proporciones com parables a las 

células Gag-específicas observadas en los EC (3fx: 8,7% ) . Sin em bargo, no se observaron 

diferencias ent re las células T CD8+  Nef-específicas y Gag-específicas, en térm inos de 

polifuncionalidad asociada a la capacidad de degranulación en el grupo PHI , tanto en la 

m uest ra basal com o en la m uest ra al año.  

 

Figura 23: Diagram a de tortas del per fil funcional, según el pépt ido ut ilizado com o est ím ulo (Gag o Nef) , de los 
individuos Crónicos, EC y PHI  (m uest ra basal y al año en este últ im o grupo)  con capacidad de degranulación  
(CD107A/ B+ ) . Las subpoblaciones celulares fueron agrupadas por núm ero de funciones, según si expresan una 
(1fx) , dos (2fx)  o t res (3fx)  funciones  
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IV. 5. 2. Análisis de la producción de IFN-γ y CD107A/B  

Luego, se estudió la IMFr de IFN-  y CD107A/ B en las células T CD8+  HIV-específicas com o 

un indicador de estas funciones (Figura 24) . El análisis de la I MFr de IFN-  m ost ró 

resultados que concordaban con lo observado previam ente al analizar el tam año prom edio 

de spots en el ensayo de ELISPOT (Figura 24A) . 

 

Figura 24: I ntensidad de fluorescencia media relat iva ( I MFr)  de I FN-  (A) y CD107A/ B (B)  en las células T CD8+  
Nef-específicas, Gag-específicas y CEF-específicas, calculada com o la relación ent re la I MF de las células T CD8+  
específicas sobre la I MF de las células T CD8+  totales, en los individuos Crónicos, EC y PHI .  Los datos provenientes 
de los sujetos PHI  corresponden a la m uest ra basal. Las líneas hor izontales dentro de las cajas m uest ran el valor 
de la m ediana. Los aster iscos denotan dist intos valores de p:  * , p< 0,05;  los cuales se calcularon ut ilizando la 
prueba de Mann-Whitney. ND, no determ inado. 

 

Las células T CD8+  CEF-específicas m ost raron una IMFr de IFN-  1,7 veces mayor que las 

células T CD8+  HIV-específicas, en el grupo de Crónicos (p= 0,03)  y en los EC (p> 0,05) , 

pero no así en el grupo PHI . En cuanto a la expresión de CD107A/ B, no se observaron 

diferencias ent re los grupos, en la población de células T CD8 +  CEF-específicas (Figura 24B) . 

Cuando se realizó el análisis int ragrupo de la IMFr de CD107A/ B, se observó que las células 

T CD8+  Gag-específicas m ost raban niveles m ayores de IMFr com parado con las células Nef-

específicas tanto en el grupo de Crónicos (1,7 veces m ayor p> 0,05)  com o en los individuos 

PHI  (1,4 veces m ayor p= 0,033) . Más aún, la IMFr de CD107A/ B para las células T CD8+  

Gag-específicas fue com parable a la observada para las células T CD8+  CEF-específicas en 

los t res grupos de sujet os analizados, m ient ras que la de Nef fue m enor. Cuando se realizó 

este m ism o análisis pero en la población celular T CD8+  doble posit iva para CD107A/ B+  IFN-

+ ,  se observó que la I MFr era m ayor para cada función, com o ya había sido reportado para 
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las células T CD8+  polifuncionales [ 81] , y las m ism as tendencias observadas en la figura 24 

se m antuvieron. Adem ás, las diferencias en la expresión de CD107A/ B ent re las células T 

CD8+  Nef-específicas versus las Gag-específicas se profundizaron. Sin em bargo, esta 

observación deriva de un subgrupo de individuos reducido y con un pequeño núm ero de 

eventos (especialm ente en el grupo de Crónicos y PHI ) , com o para poder delinear una 

conclusión definit iva. 

En resum en, el grupo de EC m ost ró un m ayor núm ero de células T CD8+  HIV-específicas 

con capacidad de degranulación, en com paración a los sujetos Crónicos y PHI . Más aún, en 

estos individuos esta act ividad fue acom pañada m ás frecuentem ente, por la capacidad de 

secreción de citoquinas ( IFN- +  y/ o I L-2) , m ient ras que en los Crónicos y el grupo PHI , 

estas células fueron en su m ayoría m onofuncionales. Dent ro del grupo PHI , se observó una 

correlación directa ent re el porcentaje de células T CD8+  HIV-específicas CD107A/ B+  IFN- +  

y la capacidad de estas células de m ediar VI A. Finalm ente, la especificidad de Gag fue 

asociada con una m ayor capacidad de degranulación (evidenciada por una m ayor IMFr de 

CD107A/ B) , lo cual parece consistente con el hecho de que estas células t ienen una m ayor 

capacidad de m ediar inhibición viral. 

IV. 6. ANÁLISIS DE LOS FACTORES SOLUBLES EN PLASMA Y SU RELACIÓN CON LA 

INMUNODOMINANCIA DE GAG 

La secreción de citoquinas juega un rol clave en m uchas enferm edades infecciosas, tanto 

m oldeando la respuesta inm une que se m onta para cont rarrestar  un patógeno com o 

cont r ibuyendo a la patogenia. Reportes previos han establecido que los niveles de 

citoquinas en plasm a durante la infección aguda de HIV podrían predecir la subsecuente 

progresión a la enferm edad [ 82-84] . En este contexto, se decidió analizar la relación ent re 

los niveles de citoquinas presentes en el plasm a de los individuos PHI  y la 

inmunodom inancia, ya sea de Gag o Nef, observada previam ente en las m uest ras basales 

de este grupo en estudio. Este análisis se llevó a cabo con el objet ivo de determ inar si 

existe asociación ent re determ inantes inm unes solubles y celulares asociados con protección 
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frente a la progresión de la enferm edad. Adem ás, se planteó que sí dos parám et ros 

inmunes son verdaderos determ inantes de protección, entonces se debería observar una 

asociación directa ent re ellos. Para ello, se determ inaron, de m anera sim ultánea 39 

citoquinas y quem oquinas (Ver Materiales & Métodos, capítulo III. 9.) , en la m uest ra basal 

de plasm a en un subgrupo de 28 sujetos PHI . En primer lugar, se observó que del total de 

la respuesta HIV-específica, el porcentaje de células T CD8+  Gag-específicas correlacionó 

directam ente con los niveles de MIP-1  e I L-2 en plasm a (Figura 25A y B) . Luego del ajuste 

del análisis (Ver Materiales & Métodos, capítulo III. 10.) , la correlación ent re MIP-1  y el 

porcentaje basal de Gag pierde la significancia, sin em bargo se observa una clara tendencia 

la cual podría estar  indicando la existencia de una asociación direct a ent re am bos 

parám et ros. Adem ás, la proporción de células T CD8+  Nef-específicas correlacionó 

inversam ente con la concent ración plasm át ica de MI P-1  (Figura 25C) . Estas observaciones 

son part icularm ente importantes, ya que estas m oléculas son secretadas por los linfocitos T 

CD8+  luego de ser est im ulados. Adem ás, el porcentaje de células que expresan IL-2 y MIP-

1  tanto de forma individual como en combinación con otras funciones fueron previamente 

asociadas con cont rol viral [ 47, 68, 85-87] .  

 

Figura 25: Correlación ent re la respuesta inm unodom inante ant i-Gag o ant i-Nef y los niveles de 
citoquinas/ quem oquinas en plasm a de los individuos PHI  (en las m uest ras basales) .  Se observaron correlaciones 
significat ivas ent re la inm unodom inancia de Gag (A y B)  y de Nef (C)  y la concentración en plasm a de I L-2 (A) y 
MI P-1  (B y C). Los valores de r y p corresponden a la prueba de Spearman’s. Los valores de p ajustados (p* )  
fueron calculados m ediante el m étodo de Benjamini & Hochberg por la tasa de falso descubrim iento (FDR) . 

 

Cabe resaltar que el factor soluble MIP-1  ha sido reportado previam ente por poseer la 

capacidad de m ediar inhibición viral in vitro [88].  El hecho de que exista una asociación 

ent re m ediadores solubles con capacidad ant ivirales, com o son I L-2 y MIP-1 , y la 
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inmunodom inancia de Gag, se encuent ra en concordancia con evidencia previa que indicaría 

que la inm unodom inancia tem prana por parte de Gag se encuent ra de alguna m anera 

relacionada con la generación de una respuesta ant iviral robusta, eficiente y m ult ifacét ica, 

reforzando así, la idea de que es un factor determ inante de la inm unidad protect iva que 

cont r ibuye a una m enor tasa de progresión a la enferm edad. 

IV. 7. ANÁLISIS DE LA DISTRIBUCIÓN DE LOS FENOTIPOS DE MEMORIA EN LAS 

CÉLULAS T CD8+ TOTAL Y HIV-ESPECÍFICAS 

Luego, se decidió estudiar  la dist r ibución de los fenot ipos de m em oria en los dist intos 

grupos de individuos reclutados en este t rabajo y su asociación con la progresión a la 

enferm edad. Para ello, se realizó un análisis inmunofenot ípico de las células T CD8+  por 

citom et ría de flujo, lo que nos perm it ió definir cuat ro sub-poblaciones (Figura 26A) :  células 

naïve (TNaïve CCR7+ CD45RO-) , células de m em oria cent ral (TMC, CCR7+ CD45RO+ ) , células de 

m em oria efectora (TME,  CCR7 -CD45RO+ )  y células efectoras term inales (TET,  CCR7 -CD45RO-

) . La dist r ibución de estas sub-poblaciones se analizó tanto en el total de las células T CD8 +  

com o en las células HIV-específicas. Estas últ im as se ident ificaron por su capacidad de 

degranular (secreción de CD107A/ B)  y/ o de secretar citoquinas ( IFN- , I L-2 y/ o TNF-α)  

luego de la est im ulación con el correspondiente pool de pépt idos (com o se m encionó 

anteriorm ente se ut ilizaron los pooles de pépt idos que presentaron una respuesta posit iva 

en el ensayo de ELI SPOT) . Todas las m oléculas ut ilizadas para ident ificar las células T CD8+  

HIV-específicas (CD107A/ B, IFN- , I L-2 y TNF-α)  fueron ident ificadas ut ilizando ant icuerpos 

conjugados al m ism o fluorocrom o (FITC)  en función de poder detectar las células 

respondedoras luego de la est im ulación,  independientem ente de su función part icular. 

IV. 7. 1. Distribución de las subpoblaciones de memoria de las células T CD8+  

La dist r ibución de los fenot ipos de m em oria en el com part im iento celular T CD8 +  total 

m ost ró la siguiente jerarquía en todos los grupos en estudio:  TET >  TNaïve >  TME >  TMC (Figura 

26B) . A pesar de que esta jerarquía se conservó en todos los grupos, se observaron 
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diferencias en la proporción de las subpoblaciones al realizar la com paración ent re grupos. 

Se observó que la m ediana de la proporción de las células CD8+  TNaïve fue m ayor en los EC 

(36,9% ;  I Q25-75:  24,2-44,2) , seguido por los DS (31,9% ;  I Q25-75:  11,0-38,8) , los 

individuos PHI  (29,0% ;  I Q25-75:  15,4-38,9)  y por últ im o los Crónicos (20,9% ;  IQ25-75:  

17,4-26,6) . La diferencia observada en la proporción de células CD8+  TNaïve ent re los EC y 

los DS no fue estadíst icam ente significat iva, apenas alcanza una significancia estadíst ica 

ent re los EC y PHI  (p= 0,0493)  y por últ im o difirió significat ivam ente ent re los EC y los 

Crónicos (p= 0,0018) .  

 

Figura 26: Dist r ibución de las sub-poblaciones de mem oria en las células T CD8+  totales y HI V-específicas. (A) 
Gráficos de densidad y superposición de las sub-poblaciones de m em oria total (gráfico de densidad)  y HI V-
específica (gráfico de puntos coloreados)  de un individuo representat ivo por grupo de estudio. Se definen 4 sub-
poblaciones en cada cuadrante:  TN and TN-L=  células Naïve y Naïve-like, respect ivam ente (CCR7+ / CD45RO-) ;  TMC=  
células de m emoria central (CCR7+ / CD45RO+ ) ;  TME=  células de m emoria efectora (CCR7 -/ CD45RO+ ) ;  TET=  células 
efectoras term inales (CCR7 -/ CD45RO-) . (B)  Porcentaje de las sub-poblaciones T CD8+  totales y (C)  HI V-específicas 
por grupo de estudio. Las líneas hor izontales dentro de las cajas m uest ran el valor de la m ediana. Los aster iscos 
denotan dist intos valores de p:  * ,p< 0,05;  * * ,p< 0,01;  * * * ,p< 0,001;  los cuales se calcularon ut ilizando la prueba 
de Mann-Whitney. 
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Esta observación indicaría que las células CD8+  TNaïve com prenden una gran proporción del 

com part im ento T en t iem pos tem pranos post - infección [ 89] . Por ot ro lado, la m ayor 

proporción de células CD8+  TET se observó en el grupo de Crónicos (66,5% ;  IQ25-75:  56,4-

68,7) , seguido por el grupo PHI  (64,2% ;  I Q25-75:  55,3-79,5) , DS (62,6% ;  IQ25-75:  51,9-

71,8)  y por últ im o EC (56,8% ;  IQ25-75:  47,9-74,9)  (Figura 26B) . La m ediana de la 

proporción de las células CD8+  TMC fue estadíst icam ente m enor en los individuos PHI  (0,6% ;  

I Q25-75:  0,2-1,3)  com parado con am bos grupos de individuos crónicam ente infectados:  

Crónicos (1,3% ;  [ IQ25-75:  0,6-2,8] ;  p= 0,0127)  y EC (1,5% ;  [ I Q25-75:  0,3-3,3] ;  

p= 0,0405) . Por últ im o, se observó que el grupo de Crónicos presentaba una m ayor 

proporción (aproxim adam ente el doble)  de células CD8+  TME (13,9% ;  I Q25-75:  11,3-19,5) ,  

com parado con los EC (7,1% ;  [ IQ25-75:  3,2-13,0] ;  p= 0,0048) , DS (6,5% ;  [ IQ25-75:  3,2-

11,2] ;  p= 0,0076)  y PHI  (4,5% ;  [ I Q25-75:  2,5-10,1] ;  p< 0,0001) . Se realizó un análisis 

sim ilar ent re los subgrupos PHI > 350 y PHI< 350 y no se observaron diferencias 

estadíst icam ente significat ivas. En conjunto, estos resultados indican que la dist r ibución del 

fenot ipo de m em oria en el com part im iento celular T CD8+  evaluado en t iem pos tem pranos 

post - infección es sim ilar a lo observado en DS y EC. En cont raste, una alta proporción de 

células T CD8+  que presentan un fenot ipo con m ayor diferenciación, com o son las células 

CD8+  TME y TET,  se observó en el grupo de Crónicos virém icos, m ient ras que una m ayor 

proporción de células CD8+  m enos diferenciadas TNaïve y TMC se observó en los EC, sim ilar a 

lo observado en DS (Figura 26B) .  

IV. 7. 2. Distribución de las subpoblaciones de memoria en las células T CD8+ HIV-

específicas  

La dist r ibución de los fenot ipos de m em oria en el com part im iento T CD8 +  HIV-específico 

reflejó lo observado en el com part im iento total. Sin em bargo, se observaron algunas 

diferencias im portantes. Dent ro del contexto de este t rabajo, cabe señalar que debido a 

lim itaciones técnicas, nuest ra definición de células CD8+  TNaïve no es lo suficientem ente 

est r icta com o para excluir com pletam ente a la subpoblación de células de m em oria 
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tem prana, denom inadas células stem de m em oria (stem-cell memory T-cells)  [ 90] . Para 

evadir por com pleto esta dificultad técnica,  es necesario incluir m arcadores de superficie 

adicionales (com o por ejem plo CD95)  en el panel de m arcación [ 91] . Por lo tanto, cuando 

nos referim os a las células T CD8+  HIV-específicas CCR7+ CD45RO- ,  ut ilizarem os el térm ino 

“naïve-like” (TNaïve-Like) .  La m ayor proporción de células CD8+  TNaïve-Like HIV-específicas se 

observó en los EC (24,2% ;  I Q25-75:  18,4-32,5) , seguido por los sujetos PHI  (18,5% ;  IQ25-

75:  14,0-33,3)  y por últ im o el grupo de Crónicos (14,34% ;  IQ25-75:  8,0-21,4;  p= 0,0164)  

(Figura 26C) . El grupo de Crónicos, m ost ró una proporción significat ivam ente m ayor de 

células CD8+  TME HIV-específicas (22% ;  IQ25-75:  10,0-28,2) , com parado con el grupo PHI  

(7,4% ;  [ IQ25-75:  4,6-18,3] ;  p= 0,002)  y con los EC (8,8% ;  [ I Q25-75:  4,7-15,8] ;  

p= 0,0111) . Adem ás, presentó una m enor proporción de células CD8+  TET HIV-específicas 

(54,9% ;  I Q25-75:  39,7-66,0) , com parado con los PHI  (58,9% ;  I Q25-75:  51,3-72,9)  y con 

los EC (63,5% ;  IQ25-75:  41,9-69,8) . Estos resultados están en concordancia con estudios 

previos que indican que, durante la infección crónica progresiva, hay un ar resto en la 

m aduración de las células T CD8+  HIV-específicas de TME a TET [ 39, 92] . Para obtener un 

panoram a m ás am plio al respecto, se estudió la relación ent re las células CD8+  HIV-

específicas TME +  TET m ediante el cálculo del coeficiente TME/ (TME+ TET)  en todos los grupos. 

El objet ivo fue analizar la proporción de células TME en función del total de la subpoblación 

m ás diferenciada (TME m ás TET) . Se observó que la relación TME/ (TME+ TET)  fue 

significat ivam ente m ayor en el grupo de Crónicos com parado con los EC (p= 0,0144)  y los 

sujetos PHI  (p= 0,0042)  (Figura 27A) . Por ot ro lado, no se observaron diferencias 

estadíst icam ente significat ivas ent re los EC y PHI  o ent re los subgrupos PHI > 350 versus 

PHI< 350. Más aún, los porcentajes de células CD8+  HIV-específicas TME y TET 

correlacionaron negat ivam ente en los individuos PHI  ( r= -0,458;  p= 0,0095;  Figura 27B)  y 

en los EC ( r= -0,546;  p= 0,0351;  Figura 27C)  m ient ras que no se observó dicha correlación 

en el grupo de Crónicos ( r= 0,258;  p> 0,05;  Figura 27D) . Estos resultados apoyan la 

hipótesis de que la diferenciación de las células CD8+  TET a part ir  de las TME se encuent ra 

alterada en los individuos cursando la infección crónica virém ica. Sin em bargo, no es el caso 
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que se observa en los EC o, aún m ás im portante, en los individuos de infección prim aria. En 

estos individuos este resultado estaría indicando la existencia de una preservación tem prana 

del com part im iento celular T CD8+  previo a la ent rada en la etapa crónica de la infección. 

 

Figura 27: Arresto en la diferenciación de las células T CD8+  HI V-específicas desde m em oria efectora (TME)  hacia 
efectoras term inales (TET)  de los sujetos enrolados en el estudio. (A)  Relación de las células CD8+  HI V-específicas 
TME/ (TME+ TET)  por grupo de estudio. Correlación ent re las células CD8+  HI V-específicas TET versus TME en el grupo 
PHI  (B) , en los EC (C) , y en el grupo de Crónicos (D) . En el grupo PHI , los puntos verdes y blancos denotan los 
subgrupos PHI < 350 y PHI > 350 respect ivam ente. En el gráfico A, las líneas hor izontales dentro de las cajas 
m uest ran el valor de la m ediana. El análisis intergrupo se realizó m ediante el test  Mann-Whitney. Los aster iscos 
denotan dist intos valores de p:  * , p< 0,05;  * * , p< 0,01. En el análisis de correlación el valor de r y p corresponde a 
la prueba de Spearman’s. 

 

Finalm ente, en base a nuest ros resultados que m ost raron que las células T CD8+  Gag-

específicas t ienen una m ayor capacidad de m ediar funciones ant ivirales, hipotet izam os que 

la dist ribución de los fenot ipos de m em oria en el com part im iento de células T CD8+  HIV-

específicas podría variar de acuerdo al ant ígeno ut ilizado com o est ím ulo, por ej em plo el pool 

de pépt idos Nef versus Gag. Sin em bargo, no se observaron asociaciones ent re la 

especificidad ant igénica y el fenot ipo de m em oria de las células T CD8+  en todos los grupos 

analizados. 
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IV. 7. 3. La distribución de las células T CD8+ de memoria está asociada con 

marcadores de progresión a la enfermedad 

En base a los resultados descriptos en esta tesis, en cuanto a la dist r ibución de los fenot ipos 

de m em oria, tanto en el com part im iento T CD8+  t otal com o el com part im iento HIV-

específico, en los dist intos grupos en estudio, los cuales a su vez representan dist intos 

estadios de progresión a la enferm edad, se hipotet izó que dent ro del grupo PHI , la 

frecuencia relat iva de las dist intas subpoblaciones de m em oria evaluadas en la m uest ra 

basal podrían asociarse con diferentes tasas de progresión a la enferm edad. De ser así, la 

frecuencia relat iva de una subpoblación dada, ensayada a t iem pos tem pranos post -

infección, podría postularse com o un indicador de la posterior tasa de progresión a la 

enferm edad. Para evaluar esto, se realizaron análisis de correlación ent re el porcentaje de 

las dist intas subpoblaciones de m em oria de los sujetos reclutados en este estudio y los 

datos clínicos obtenidos en la m uest ra basal y durante el prim er año post - infección. 

 

Figura 28: Correlaciones ent re la proporción de la subpoblación celular CD8 +  TNaïve (A)  y TME (B y C)  evaluados en 
la m uest ra basal de los individuos PHI  y el recuento de células T CD4 +  basal (A y B)  o el set point inm une (C) . Los 
puntos verdes y blancos denotan los subgrupos PHI < 350 y PHI > 350, respect ivam ente. En el análisis de correlación 
el valor de r y p corresponde a la prueba de Spearman’s. 

 

En cuanto al com part im iento de células T CD8+  totales, y siem pre analizando el grupo de 

individuos PHI , se observó en prim er lugar que la proporción de células CD8 +  TNaïve se 

correlacionó de m anera directa con el recuento de células T CD4 +  basal ( r= 0,330;  

p= 0,0432;  Figura 28A)  y, en cont raste, la proporción de células CD8+  TME se correlacionó 

inversam ente con el recuento de células T CD4+  basal ( r= -0,363;  p= 0,0274;  Figura 28B)  y 

con el set  point inm une ( r= -0,443;  p= 0,0142;  Figura 28C)  indicando que la diferenciación 

de m anera tem prana de estas subpoblaciones celulares se asociaría luego con el nivel de set 
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point inm une. Por ot ro lado, no se encont ró asociación alguna ent re las dist intas 

subpoblaciones de células T CD8+  y  la CV plasm át ica o el set point v iral. Por últ im o, al 

analizar los niveles basales de act ivación inm une, se observó una asociación indirecta ent re 

la proporción de células CD8+  TNaïve y la act ivación inm une de la población linfocitaria T CD4 +  

( r= -0,542;  p= 0,0008;  Figura 29A)  y,  por el cont rario,  se observó una asociación directa 

ent re los linfocitos CD8+  TME y la act ivación inmune de la población linfocitaria T CD8 +  

( r= 0,349;  p= 0,0368;  Figura 29B) .  

 

Figura 29: Correlaciones ent re la proporción de la subpoblación celular CD8+  TNaïve (A)  y TME (B)  evaluados en la 
m uest ra basal de los individuos PHI  y la act ivación inm une de la subpoblación de linfocitos T CD4+  (A)  o T CD8+  
(B) . Los puntos verdes y blancos denotan los subgrupos PHI < 350 y PHI > 350, respect ivam ente. En el análisis de 
correlación el valor de r y p corresponde a la prueba de Spearman’s. 

 

Cuando se analizó el com part im iento T CD8+  HIV-específico, se encont ró que la proporción 

de células CD8+  TNaïve-Like se correlacionó directam ente con el porcentaje de células T CD4+  

basal ( r= 0,383;  p= 0,0368, Figura 30A) . Por el cont rario, la proporción de células CD8+  TME 

HIV-específicas se correlacionó de m anera inversa con el porcentaje de células T CD4+  basal 

( r= -0,448;  p= 0,0167, Figura 30B)  y con el set point inm une ( r= -0,599;  p= 0,0086, Figura 

30C) . Las m ism as tendencias significat ivas se observaron cuando se analizó la relación 

TME/ (TME+ TET)  en el com part im iento T CD8+  HIV-específico ( r= -0,472;  p= 0,0129, Figura 30D 

y r= -0,629;  p= 0,0091, Figura 30E,  respect ivam ente) .  
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Figura 30: Correlaciones ent re la proporción de la subpoblación de células CD8+  TNaïve-Like (A) , TME (B y C) , la 
relación TME/ (TME+ TET)  (D y E)  evaluados en la m uestra basal de los individuos PHI  y el porcentaje de células T 
CD4+  basal (A, B y D)  o el set point inm une (C y E) . Los puntos verdes y blancos denotan los subgrupos PHI < 350 y 
PHI > 350, respect ivamente. En el análisis de correlación el valor de r y p corresponde a la prueba de Spearman’s. 

 

Por ot ro lado, la proporción de células CD8+  TNaïve-Like se relacionó de m anera inversa con la 

CV plasm át ica evaluada en la m uest ra basal ( r= -0,460;  p= 0,0093, Figura 31A)  y el set 

point v iral ( r= -0,630;  p= 0,0022, Figura 31B) . Adem ás, la proporción de células CD8+  TME 

HIV-específicas se correlacionaron directam ente con el set point v iral ( r= 0,571;  p= 0,0208, 

Figura 31C) . Luego, se analizó la asociación con la act ivación inm une, observándose una 

correlación directa tanto con el porcentaje de células CD8+  TME HIV-específicas ( r= 0,489;  

p= 0,0132, Figura 32A) , com o con la relación TME/ (TME+ TET)  en el com part im iento T CD8+  

HIV-específico ( r= 0,482;  p= 0,0146, Figura 32B) .  

 

Figura 31: Leyenda en página siguiente 
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Figura 31: Correlaciones ent re la proporción de la subpoblación de células CD8+  TNaïve-Like (A y B) , TME (C) evaluados 
en la m uest ra basal de los individuos PHI  y la CV plasmát ica basal (A)  o el set point v iral (B y C) . Los puntos 
verdes y blancos denotan los subgrupos PHI < 350 y PHI > 350, respect ivamente. En el análisis de correlación el 
valor de r y p corresponde a la prueba de Spearman’s. (Figuras en página anterior) 

 

Por últ im o, se observó que la relación TME/ (TME+ TET)  en el com part im iento T CD8 +  HIV-

específico correlacionaba de m anera directa con los niveles plasm át icos de t res citoquinas 

asociadas a progresión a la enferm edad com o son IP-10 ( r= 0,499;  p= 0,0251, Figura 33A) , 

I L-1a ( r= 0,509;  p= 0,0220, Figura 33B)  e I L-15 ( r= 0,538;  p= 0,0144, Figura 33C) .  

 

Figura 32: Correlaciones ent re la proporción de la subpoblación de células CD8 +  TME (A) , la relación TME/ (TME+ TET)  
(B)  evaluado en la m uest ra basal de los individuos PHI  y la act ivación inm une de la población linfocitar ia T CD8 + . 
Los puntos verdes y blancos denotan los subgrupos PHI < 350 y PHI > 350, respect ivam ente. En el análisis de 
correlación el valor de r y p corresponde a la prueba de Spearman’s. 

 

En conjunto, y en concordancia con el análisis intergrupo realizado, estos resultados indican 

que una m ayor proporción relat iva tanto de las células CD8 +  TNaïve totales com o HIV-

específicas (TNaïve-Like)  a t iem pos tem pranos post - infección se correlaciona con un m ejor 

estatus inm unológico en térm inos de recuento de células T CD4+  basal com o con el set point 

inmune. De m anera inversa, una m ayor proporción de células CD8 +  TME y su acum ulación 

relat iva en función del conjunto de células efectoras (TME+ TET)  en el com part im iento T CD8+  

HIV-específico (evaluado com o la relación TME/ (TME+ TET) )  se correlaciona con m arcadores de 

progresión rápida a la enferm edad:  un m enor recuento de células T CD4 +  basal y un m enor 

set point inm une, así com o tam bién un m ayor set point v iral (esto últ im o, sólo para el 

com part im ento T CD8+  HIV-específico)  y m ayores niveles, tanto celulares com o factores 

solubles, de act ivación inm une. 
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Figura 33: Correlaciones ent re la relación de las células CD8+  HI V-especificas TME/ (TME+ TET)  evaluado en la 
m uest ra basal de los individuos PHI  y los niveles plasm át icos de las citoquinas I P-10 (A) , I L-1a (B)  e I L-15 (C) . Los 
puntos verdes y blancos denotan los subgrupos PHI < 350 y PHI > 350, respect ivam ente. En el análisis de correlación 
el valor de r y p corresponde a la prueba de Spearman’s. Los valores de p ajustados (p* )  fueron calculados 
m ediante el m étodo de Benjamini & Hochberg por la tasa de falso descubrim iento (FDR).  

 

IV. 8. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DEL FACTOR DE MUERTE CELULAR 

PROGRAMADA 1 (PD-1) DURANTE LA INFECCIÓN PRIMARIA Y SU 

ASOCIACIÓN CON LA DISTRIBUCIÓN DEL FENOTIPO DE MEMORIA Y 

PROGRESIÓN A LA ENFERMEDAD 

Con el objet ivo de profundizar el análisis del fenot ipo de los linfocitos T CD8+  durante la 

infección prim aria por HIV, se analizó, tanto en la población de células T CD8+  totales com o 

en las HIV-específicas, la expresión de PD-1, una m olécula com únm ente asociada al 

agotam iento funcional de las células T. El análisis se llevó a cabo en un subgrupo de 19 

individuos PHI , ut ilizando m uest ras obtenidas a los 8± 1 m eses post - infección, donde se 

estudiaron la relación ent re la expresión de PD-1, los m arcadores de progresión a la 

enferm edad (CV plasm át ica, recuento de células T CD4+ ,  act ivación inm une)  así com o 

tam bién la especificidad, la funcionalidad y la dist r ibución de las poblaciones de m em oria.   

IV. 8. 1. Análisis de la expresión de PD-1 en los individuos cursando la infección 

primaria 

Al analizar la expresión de PD-1, se observó que un 31,8%  (m ediana;  I Q25-75:  22,6-40,2)  

de la población T CD8+  total expresaba este m arcador de agotam iento celular (Figura 34A) . 

A su vez un porcentaj e sim ilar de expresión se observó en la población T CD8+  HIV-
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específica (m ediana 30,8% ;  I Q25-75:  22,1-45,3) . Más aún, al dividir al grupo PHI , se 

evidenció que, los individuos PHI< 350 presentaban una m ayor proporción de células T CD8+  

PD-1+ ,  tanto totales com o HIV-específicas, com parado con su cont raparte PHI > 350 (45,6%  

versus 28,8%  [ p> 0,05]  y 40,0%  versus 25,0%  [ p= 0,0109] , respect ivam ente, Figura 34A) .  

En el caso del com part im iento T CD8+  total se observó una clara tendencia a pesar de que 

no alcanzó a ser una diferencia estadíst icam ente significat iva.  

 

Figura 34: Expresión de la molécula PD-1 en los individuos PHI . Porcentaje de PD-1 (A) , PD1- Low (B)  y PD-1High (C) 
tanto en el total de las células T CD8+  com o en la población HI V-específica. Los puntos verdes y blancos denotan 
los subgrupos PHI < 350 y PHI > 350, respect ivam ente. Las líneas hor izontales dentro de las cajas m uest ran el valor 
de la m ediana. Los aster iscos denotan dist intos valores de p:  * , p< 0,05;  * * , p< 0,01;  calculados m ediante el test  
de Mann-Whitney.  

 

Con el fin de realizar un análisis m ás profundo de esta población se decidió subdividir los 

eventos PD-1+  en PD-1Low (Figura 34B)  y PD-1High (Figura 34C)  en función de la IMF, lo que 

refleja su nivel de expresión. En su m ayoría, las células T CD8+  PD-1+  ( tanto totales com o 

HIV-específicas)  presentaron un fenot ipo PD-1Low (m ediana:  28,2% ;  [ I Q25-75:  20,5-38,3]  y 

28,2% ;  [ IQ25-75:  20,7-40,0] ;  respect ivam ente)  y una pequeña proporción m ost ró un 

fenot ipo PD-1High (2,7% ;  [ I Q25-75:  2,0-3,2]  y 3,6% ;  [ I Q25-75:  2,2-8,1] , respect ivam ente) . 

Sin em bargo, cabe destacar que las células T CD8+  HIV-específicas difir ieron 

significat ivam ente con respecto a la población total en el subgrupo de células PD-1High 

(p= 0,0294, Figura 34C) . Estos parám et ros tam bién fueron evaluados en am bos subgrupos 

de individuos PHI . Nuevam ente el subgrupo PHI< 350 presentaba una clara tendencia a una 

m ayor proporción de células, tanto PD-1Low com o PD-1High,  en am bos com part im ientos 

(población T CD8+  total y HIV-específica) , com parado con su cont raparte, PHI> 350 (PD1Low:  
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43,4% ;  [ I Q25-75:  24,1-46,8]  versus 26,0% ;  [ IQ25-75:  16,6-33,5]  y 40,0% ;  [ I Q25-75:  

32,1-46,8]  versus 23,5% ;  [ IQ25-75:  18,8-34,8] , respect ivam ente, Figura 34B) (PD-1High:  

2,7% ;  [ I Q25-75:  2,5-4,5]  versus 2,4% ;  [ I Q25-75:  1,6-3,3]  y 9,4% ;  [ IQ25-75:  3,3-10,7]  

versus 3,5% ;  [ I Q25-75:  2,1-6,5] , respect ivam ente, Figura 34C) ;  siendo significat iva esta 

diferencia únicam ente para la población T CD8+  PD-1Low HIV-específica (p= 0,0025) . 

Adem ás, se observaron correlaciones posit ivas ent re la proporción de células T CD8+  totales 

y la proporción de células T CD8+  HIV-específica tanto en la subpoblación celular PD-1+  total 

( r= 0,7008, p< 0,0001, Figura 35A)  así com o tam bién para la subpoblación celular PD-1Low 

( r= 0,7674, p< 0,0001, Figura 35B) . Sin em bargo, no se observó correlación en la 

subpoblación celular PD-1High ( r= 0,3308, p> 0,05;  Figura 35C) . Esto, sum ado al resultado 

descripto en la Figura 34C donde las células T CD8+  HIV-específicas m uest ran una 

proporción significat ivam ente m ayor de PD-1High com parado con las células T CD8+  t otales, 

indica que la m olécula PD-1 es m odulada posit ivam ente y de m anera preferencial en la 

población celular T CD8+  HIV-específica cóm o había sido descripto con anterioridad [ 93-95] . 

En cuanto al com part im iento HIV-específico, no se observaron diferencias en la expresión 

de PD-1 en función de las dist intas especificidades celulares (es decir, cuando los pooles de 

pépt idos Nef, Gag o CEF se ut ilizaron com o est ím ulo) .  

 

Figura 35: Correlaciones entre las subpoblaciones T CD8+  total y HI V-específica en el contexto de la expresión de 
la m olécula PD-1, evaluado en los individuos PHI :  (A)  porcentaje de células T CD8+  PD-1+  versus el porcentaje de 
células T CD8+  PD-1+  HI V-específicas. (B)  porcentaje de células T CD8+  PD-1Low versus el porcentaje de células T 
CD8+  PD-1Low HI V-específicas. (C)  porcentaje de células T CD8+  PD-1High versus el porcentaje de células T CD8+  PD-
1High HI V-específicas Los puntos verdes y blancos denotan los subgrupos PHI < 350 y PHI > 350, respect ivam ente. En 
el análisis de correlación el valor de r y p corresponde a la prueba de Spearman’s. 
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Dadas las diferencias observadas ent re los subgrupos PHI> 350 y PHI< 350, se decidió 

evaluar la posibilidad de una relación ent re la expresión de PD-1 y los parám et ros clínicos 

en este grupo de estudio. En prim er lugar se observó una correlación negat iva ent re el 

porcentaje de células T CD8+  PD-1+ ,  tanto en el com part im iento total com o HIV-específico, 

y el porcentaje de células T CD4+  ( r= -0,0510, p= 0,0109 y r= -0,457 y p= 0,0216, 

respect ivam ente)  (Figura 36A y 36B) . En cont raste, no se encont ró ninguna ot ra asociación 

ent re la expresión de PD-1 (analizada com o el porcentaje de PD-1 o la IMF)  en las células T 

CD8+  ( tanto en el com part im iento total com o HIV-específico)  y los restantes m arcadores de 

progresión, com o ser la CV plasm át ica, el set point v iral o los m arcadores de act ivación 

inmune. Por ot ro lado, cuando se analizó la proporción celular que expresaban los fenot ipos 

PD-1Low y PD-1High,  se observó una correlación directa ent re el porcentaje de células T CD8+  

PD-1High y la CV plasm át ica ( r= 0,447, p= 0,0287, Figura 36C) . Estos resultados sugieren una 

relación ent re la expresión de PD-1 y una progresión rápida a la enferm edad.  

 

Figura 36: Correlaciones ent re los parámetros clínicos y la expresión de PD-1 en el compart im iento celular T CD8+  
de los individuos PHI :  porcentaje de células T CD4+  versus el porcentaje de células T CD8+  PD-1+  totales (A)  o el 
porcentaje de células T CD8+  PD-1+  HI V-específicas (B) . CV plasm át ica versus el porcentaje de células T CD8+  PD-
1High HI V-específicas (C) . Los puntos verdes y blancos denotan los subgrupos PHI < 350 y PHI > 350, 
respect ivam ente. En el análisis de correlación el valor de r y p corresponde a la prueba de Spearman’s. 

 

IV. 8. 2. Asociación entre la expresión de PD-1 y la distribución del fenotipo de 

memoria en los individuos cursando la infección primaria 

Se decidió evaluar las posibles relaciones ent re los pat rones de expresión de PD-1 y la 

dist ribución de las subpoblaciones de m em oria, durante la infección prim aria. En prim er 

lugar se encont ró que el porcentaje de células T CD8+  PD-1High,  en am bos com part im ientos 

total y HIV-específico, correlacionó de m anera negat iva con la proporción de células CD8+  
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TME,  tam bién en los com part im ientos total y HIV-específico ( r= -0,501, p= 0,0341 y r= -

0,668, p= 0,0047, respect ivam ente)  (Figura 37A y 37C) . Por el cont rario, se observó una 

correlación posit iva con la proporción de células CD8+  TET,  nuevam ente en am bos 

com part im ientos total y HIV-específico ( r= 0,510, p= 0,0308 y r= 0,564 p= 0,0228, 

respect ivam ente)  (Figuras 37B y 37D) . Adem ás, la relación ent re las células HIV-específicas 

TME/ (TME+ TET)  correlacionó de m anera inversa con la proporción de células T CD8 +  PD-1High 

HIV-específicas ( r= -0,674, p= 0,0042, Figura 37E) . Estos resultados se encuent ran en 

concordancia con datos previos que m uest ran que PD-1 no es solam ente un m arcador de 

agotam iento celular si no que su expresión tam bién se encuent ra relacionada con los 

estadios de diferenciación de las células T CD8+  y el estado de act ivación de las m ism as 

[ 96] . 

 

Figura 37: Correlaciones entre la proporción de la subpoblaciones de m emoria evaluado en la m uest ra basal y la 
expresión de PD-1 evaluada a los 8 meses post - infección en los individuos PHI :  porcentaje de células CD8+  TME (A) 
o TET (B)  versus el porcentaje de células T CD8+  PD-1High total. Porcentaje de células HI V-específicas CD8+  TME (C) , 
TET (D)  o la relación TME/ (TME+ TET)  (E)  versus el porcentaje de células CD8+  PD-1High HI V-específicas. Los puntos 
verdes y blancos denotan los subgrupos PHI < 350 y PHI > 350, respect ivamente. En el análisis de correlación el 
valor de r y p corresponde a la prueba de Spearman’s. 
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IV. 9. ANÁLISIS DE LA RELACIÓN ENTRE LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE LAS 

CÉLULAS T CD8+ Y EL PATRÓN DE MEMORIA Y EXPRESION DE PD-1, 

DURANTE LA INFECCIÓN PRIMARIA 

En esta tesis, se m ost ró que las células T CD8+  HIV-específicas, durante la infección 

aguda/ tem prana, son capaces de m ediar act ividad ant iviral (VIA)  y que la m agnitud de esta 

act ividad se encuent ra asociada con un m ayor set point inm une (Figura 18B) .  En 

consecuencia, se decidió analizar la posible relación ent re el fenot ipo de las células T CD8+  y 

la funcionalidad de las m ism as en un subgrupo de 11 individuos PHI . En prim er lugar, no se 

encont ró una asociación ent re el fenot ipo de m em oria y la capacidad de las células T CD8 +  

HIV-específicas de ej ercer alguna función en part icular ( ya sea degranular o secretar 

citoquinas)  así com o tam poco con la proporción de células T CD8+  polifuncionales. Adem ás, 

no se encont ró asociación alguna ent re la expresión de PD-1 por parte de las células T CD8+  

y su funcionalidad.  

 

Figura 38: Correlaciones entre la capacidad ant iv iral de las células T CD8+  de supr im ir  la replicación viral ex vivo 
(VI A)  y el porcentaje basal de las subpoblaciones HI V-específicas:  (A)  capacidad ant iv iral evaluada en la m uest ra 
basal versus el porcentaje de células CD8+  TME HI V-específicas;  (B)  la relación CD8+  TME/ (TME+ TET) ;  (C)  o el 
porcentaje de células CD8+  TET HI V-específicas. Capacidad ant iv iral evaluada al año post - infección versus (D)  el 
porcentaje de células CD8+  TME HI V-específicas;  (E)  la relación CD8+  TME/ (TME+ TET) ;  (F)  o el porcentaje de células 
CD8+  TET HI V-específicas. Los puntos verdes y blancos denotan los subgrupos PHI < 350 y PHI > 350, 
respect ivam ente. En el análisis de correlación el valor de r y p corresponde a la prueba de Spearman’s. 



RESULTADOS 

83 

 

Por el cont rario, se observó una correlación inversa ent re el VIA evaluado en la m uest ra 

basal de los individuos PHI  y la proporción de células HIV-específicas CD8+  TME ( r= -0,593, 

p= 0,0096;  Figura 38A)  y la relación CD8+  HIV-específica TME/ (TME+ TET)  ( r= -0,613, 

p= 0,0069;  Figura 38B) . En cont raste, se obtuvo una correlación posit iva con la proporción 

de células CD8+  HIV-específicas TET ( r= 0,718, p= 0,0008;  Figura 38C) . Estos resultados 

indican que la m agnitud de la act ividad ant iviral de las células T CD8 +  durante la etapa 

aguda/ tem prana de la infección se encuent ra relacionada con una m ayor proporción de 

células T CD8+  HIV-específicas con un fenot ipo efector  term inal, capaces de ejercer 

rápidam ente funciones efectoras. Adem ás,  un m ayor arresto de la diferenciación de las 

células T CD8+  HIV-específicas (evidenciado por una m ayor relación TME/ (TME+ TET) )  se 

t raduce en una m enor act ividad ant iviral. Más aún, cuando se analizó el fenot ipo de las 

células T CD8+  HIV-específicas en la m uest ra basal y la act ividad ant iviral a los 12 m eses 

post - infección, se observaron las m ism as correlaciones, estadíst icam ente significat ivas, 

(Figura 38D a 38F)  indicando que la diferenciación tem prana del fenot ipo celular de la 

población T CD8+  tam bién se encuent ra relacionado con la función ant iviral de las m ism as 

m ás allá del establecim iento del set point.  



 

 

V.  DISCUSIÓN 
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Se ha puesto especial énfasis, a lo largo de los últ im os años, en el estudio de la respuesta T 

CD8+  ya que ha sido dem ost rado, tanto en m odelos de prim ates com o en infecciones 

naturales en hum anos, el rol crít ico que juega en el cont rol del HIV [ 97, 98] . Esto es aún 

m ás evidente durante los prim eros estadíos de la infección, donde el surgim iento de las 

células T CD8+  HIV-específicas está asociado con el descenso del pico de virem ia [ 99] , 

característ ico de la infección aguda. Por esta razón, se han realizado enorm es esfuerzos en 

t ratar de com prender qué funciones en part icular y/ o qué fenot ipo celular, dent ro de la 

población total de células T CD8+ ,  son las que m ejor se asocian al cont rol de la replicación 

viral [ 98] . Adem ás, esta inform ación sería fundam ental para lograr definir los correlatos 

inmunes de protección, así com o tam bién para poder evaluar posibles candidatos vacunales. 

En este sent ido, es esencial el estudio de cohortes que aborden la caracterización de la 

respuesta T CD8+  durante la infección aguda en busca de potenciales m arcadores asociados 

con progresión a la enferm edad. Hasta la fecha, la m ayoría de los estudios provienen de 

cohortes de Am érica del Norte, Europeas o Africanas, pero existe m uy poca inform ación 

proveniente de regiones com o Am érica del Sur, en donde se necesitan estudios a nivel local 

para poder com prender las característ icas part iculares de la infección en esta región . Cabe 

resaltar, que las cohortes en estudio deben estar bien definidas bajo est r ictos criterios de 

inclusión, poseer un tam año m uest ral acorde y presentar una potencia significat iva para que 

los datos que surjan del análisis sean concluyentes.  

 En este contexto, el objet ivo de este t rabajo fue estudiar m últ iples aspectos funcionales y 

fenot ípicos de la respuesta T CD8+  HIV-específica durante la infección aguda/ tem prana en 

un grupo de individuos pertenecientes a una cohorte Argent ina de seroconversores, y 

com parar los resultados con los grupos de cont rol com puestos por sujetos Crónicos y Elite 

Controllers.  Esta cohorte ha sido previam ente analizada en cuanto a sus característ icas 

clínicas y epidem iológicas [ 63] . Por consiguiente, con el objet ivo de delinear las 

característ icas de la respuesta T CD8+  que m ejor se asocien con progresión a la enferm edad 

en esta cohorte de individuos infectados, hem os encont rado que:  ( i)  existen diferencias en 

cuanto a los blancos v irales inm unodom inantes de la respuesta HIV-específica tem prana 
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ent re individuos con dist intas tasas de progresión a la enferm edad (en térm inos de pérdida 

del núm ero de células T CD4+ )  durante el prim er año de infección (Figura 14 y 15) ;  ( ii)  se 

detectaron células T CD8+  HIV-específicas polifuncionales durante la infección aguda, pero 

su frecuencia no se asoció con el cont rol viral o con protección (Figura 19) ;  ( iii)  la 

dist ribución del fenot ipo de las poblaciones T CD8+  de m em oria se encuent ra alterada en la 

infección prim aria, adem ás un panel de m em oria m enos diferenciado (células TNaïve y TNaïve-

Like)  se correlacionó con una progresión t ípica a la enferm edad, m ient ras que un panel con 

una m ayor diferenciación (células TME y el balance TME/ (TME+ TET) )  se asoció con una 

progresión rápida a la enferm edad (Figura 26-32) ;  ( iv)  una m ayor expresión del m arcador 

de agotam iento celular PD-1 se asoció con un perfil de m em oria con m ayor diferenciación y 

se relacionó con una progresión rápida (Figura 34-36) ;  ( v)  las células T CD8+  capaces de 

m ediar supresión viral in vitro tam bién fueron detectadas durante la infección 

aguda/ tem prana (Figura 17)  y por últ im o (vi)  una m ayor capacidad de m ediar supresión 

viral durante la infección aguda/ tem prana se asoció con un m ayor set point inm une;  se 

relacionó con la inm unodom inancia de la respuesta ant i Gag;  una m ayor capacidad de 

degranular y secretar IFN-  y correlacionó con un panel de m em oria con una m ayor 

diferenciación hacia un fenot ipo term inal (Figura 17, 18, 23 y 38) . La m ayor cont r ibución de 

este t rabajo yace en la correlación observada ent re las propiedades funcionales y 

fenot ípicas de las células T CD8+  HIV-específicas durante la infección aguda/ tem prana y el 

desenlace clínico al año post - infección. Por ot ro lado, este es el prim er reporte, donde se 

realizó una caracterización inm unológica de la respuesta T CD8+  en una cohorte de 

individuos, cursando la infección aguda/ tem prana, proveniente de Sud Am érica.  

BLANCOS ANTIGÉNICOS Y MAGNITUD DE LA RESPUESTA  

Las proteínas virales que son blanco de la respuesta celular específica han sido estudiadas y 

descriptas, tanto en la infección aguda/ tem prana com o en la fase crónica de la infección por 

HIV, hallándose claras diferencias ent re ellas. Mient ras que en estadíos tem pranos de la 

infección, las células con especificidad por Nef dom inan la respuesta [ 67, 100] , con el 
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t ranscurso del t iem po, la respuesta se am plía hacia ot ros epítopes virales de ot ras proteínas 

com o Gag, Env y Vpr [ 54, 56, 74, 101, 102] . Muchos de estos estudios han reportado que 

la respuesta celular específica ant i-Gag está asociada a una baja virem ia en la etapa crónica 

de la infección [ 56, 74, 97, 103] . Ot ros reportes indican que Gag es un blanco 

inmunodom inante en EC [ 76, 104] ,  tanto en sangre com o en tej ido linfoide asociado a 

m ucosa [ 105] ,  apoyando la hipótesis del im portante rol que presentan las células Gag-

específicas en la rest r icción de la replicación viral. Algunas hipótesis sobre los posibles 

m ecanism os que explicarían la habilidad que poseen las células Gag-específicas de cont rolar 

la replicación viral incluyen la capacidad de elim inar células recientem ente infectadas 

( incluso antes de la integración del genom a viral al genom a del huésped)  [ 106, 107] , las 

lim itaciones que presenta Gag para evadir la presión inmune [ 108, 109] , y la alta capacidad 

de m ediar act ividad ant iviral, la cual se discut irá en el siguiente párrafo. En concordancia 

con estos hallazgos, en este t rabaj o se observó que las células con especificidad frente a 

Gag (en part icular las células p24-específicas)  dom inan la respuesta en EC, tanto en 

térm inos de m agnitud com o en jerarquía (Figura 14A y 14B) . Por el cont rario, las células 

Nef-específicas dom inan la respuesta en los individuos cursando la infección aguda (PHI ) . 

Sin em bargo, cuando este grupo se dividió en los subgrupos PHI > 350 y PHI< 350, se 

observó que las células Nef-específicas dom inaban claram ente la respuesta ant i-HIV en el 

grupo que presenta una progresión rápida (PHI< 350)  (Figura 14A-C) . Adem ás, en los 

sujetos PHI  se observó una correlación directa, estadíst icam ente significat iva, ent re la 

inmunodom inancia de la respuesta basal ant i-Gag y el recuento basal de células T CD4+  y el 

set point inmune. Por el cont rario, se observó una correlación inversa ent re el porcentaje 

basal de Gag y el logaritm o del set point v iral (Figura 16) . En concordancia con nuest ros 

resultados, ot ros autores han descripto correlaciones directas ent re la m agnitud de la 

respuesta T CD8+  Nef-específica y la CV en una cohorte de individuos recientem ente 

infectados con variantes virales de subt ipo C [ 110] . Un t rabajo publicado recientem ente por 

Riou y colaboradores [ 111]  caracterizó la respuesta T CD8+  HIV-específica, en individuos 

cursando la infección aguda, analizando el im pacto que t iene la m agnitud, así com o tam bién 
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la polifuncionalidad y la especificidad de la respuesta sobre el establecim iento del set point 

v iral. En línea con nuest ras observaciones, este t rabajo muest ra que el efecto de la 

m agnitud de la respuesta HIV-específica en el cont rol de la replicación viral es dependiente 

de la especificidad de la proteína viral que se tenga com o blanco. A su vez, evidenciaron 

que una m ayor frecuencia de respuesta ant i-Gag se asociaba con un m enor set point v iral. 

En conjunto, los resultados de la presente tesis, j unto con la bibliografía reciente, 

argum entan en favor de que una m ayor inm unodom inancia de Gag de m anera tem prana 

cont r ibuye a una m enor tasa de progresión a la enferm edad. 

CAPACIDAD DE SUPRESIÓN VIRAL (VIA) 

La habilidad de las células T CD8+  de elim inar células infectadas depende de m últ iples 

factores y puede ocurrir por dist intos m ecanism os com o ser a t ravés de m ediadores 

solubles, o por contacto célula-célula. La evaluación de la capacidad inhibitoria ex vivo (VIA)  

provee una m edición global del potencial ant iviral de las células T CD8 +  [ 68] . Reportes 

previos, han ut ilizado este ensayo para evaluar el VIA que llevan a cabo las células T CD8+  

obtenidas de m uest ras de EC, cont roladores virém icos, individuos crónicos con y sin 

t ratam iento [ 76-80, 112, 113] , así com o tam bién individuos y sim ios vacunados [ 78, 114] . 

Estos estudios, dem ost raron que el VIA correlaciona con la m agnitud de la respuesta T 

CD8+  Gag-específica [ 76, 80] , que la expresión de alelos HLA- I “protectivos” no es una 

condición necesaria para que las células T CD8+  m edien VIA [ 78, 80] ,  y que un m ayor VIA 

se encuent ra asociado con altas frecuencias de células T CD8+  HIV-específicas con 

capacidad de degranulación (evaluado por la expresión de CD107 A/ B)  y usualm ente 

acom pañada por ot ras funciones ant ivirales com o la secreción de IFN-  y MI P-1  [ 78, 80, 

112, 114]  En el presente t rabajo se encont ró que las células T CD8+  provenientes de EC 

m edian VIA con una m ayor m agnitud y am plitud en comparación con aquellas células 

provenientes de sujetos Crónicos (Figura 17) . Adem ás, hem os dem ost rado que las células T 

CD8+  capaces de m ediar  VIA pueden ser detectadas en individuos cursando la infección 

aguda/ tem prana, incluso a t iem pos m uy tem pranos post - infección (con una m agnitud 
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m enor en com paración con el grupo de EC) , y que esta act ividad ant iviral persiste en el 

t iem po (Figura 17) . Al día de hoy existen únicam ente dos reportes en los que se estudió la 

capacidad de las células T CD8+  de m ediar VIA en individuos cursando la infección 

aguda/ tem prana [ 88, 115] . Am bos reportes presentan resultados cont rapuestos. Por un 

lado, en el t rabajo de Lecuroux y colaboradores [ 115] , concluyen que a pesar de presentar 

una alta frecuencia de células HIV-específicas polifuncionales, los individuos cursando la 

infección prim aria no muest ran una gran capacidad de m ediar VIA, com parado con el fuerte 

VIA que sí presentan los EC, concluyendo que el hallazgo observado previam ente en EC no 

sería una característ ica de la respuesta HIV-específica durante la infección prim aria.  Por el 

cont rario, Freel y colaboradores [ 88] , observaron que los individuos cursando la infección 

prim aria poseen una gran capacidad de m ediar VIA. Adem ás, dem ost raron que la m agnitud 

del VIA correlaciona con el porcentaje de células T CD8 +  HIV-específicas que expresan 

CD107A, MIP1-  e IFN-  y con la secreción de MI P-1α,  MIP-1 , IFN- , IP-10 e I L-1α,  luego 

de la est im ulación con pépt idos. Nuest ros resultados apoyan las observaciones de este 

últ im o reporte ya que hem os dem ost rado que las células T CD8+  capaces de m ediar VIA 

pueden ser detectadas en individuos cursando la infección aguda/ tem prana, incluso a 

t iem pos m uy tem pranos post - infección. Más aún, nuest ro t rabajo aporta m ás datos sobre el 

rol que poseen las células T CD8+  que m edian VIA durante la infección aguda/ tem prana ya 

que pudim os establecer que las células T CD8+ ,  provenientes de individuos PHI , que 

presentan una respuesta Gag-específica inmunodom inante a t iem pos tem pranos post -

infección, poseían una m ayor capacidad de m ediar VIA, en com paración con las individuos 

donde la respuesta estaba preferentem ente dir igida cont ra Nef (Figura 17) . Adem ás, en el 

grupo PHI  se observó una correlación directa, estadíst icam ente significat iva, ent re la 

capacidad de las células T CD8+  de m ediar VI A y la m agnitud de la respuesta celular Gag-

específica (Figura 17) . Este resultando concuerda con lo observado en EC y suj etos Crónicos 

con una am plia respuesta ant i-Gag [ 76, 80] , y podría proveer una explicación adicional para 

el rol que presentan las células T CD8+  Gag-específicas en el cont rol de la replicación viral y 

en el delineam iento de la progresión. Aunque Freel et al. [ 88]  encont raron que las células T 
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CD8+  Nef-específicas pueden m ediar VIA de la m ism a m anera que las Gag-específicas en 

individuos recientem ente infectados, estos autores no estudiaron las asociaciones que 

existen ent re esta act ividad ant iviral y los parám et ros clínicos, com o es el caso de los 

resultados presentados en esta tesis. Adem ás, es importante destacar, que am bos estudios 

difieren en la definición de la especificidad de las células T CD8+  que m edian VIA, lo que 

podría explicar la diferencia en los resultados obtenidos.  

En cuanto a la funcionalidad de las células T CD8+  que m edian VIA, hem os encont rado que 

aquellos sujetos PHI  que m ost raron un VIA m ás robusto (es decir > 25% )  presentaban una 

alta frecuencia de células T CD8+  HIV-específicas CD107A/ B+ / IFN- +  ( valores incluso 

com parables con los EC)  en com paración con aquellos individuos que presentaban un VIA 

m ás débil (< 25% ) . Más aún, en el grupo PHI  se halló una correlación directa, 

estadíst icam ente significat iva, ent re las células T CD8+  con capacidad de m ediar VIA y el 

porcentaje de células T CD8+  HIV-específicas CD107A/ B+ / IFN- +  (Figura 21) . En cuanto a la 

expresión de CD107A/ B, este resultado está en concordancia con datos previos obtenidos 

en EC, Crónicos, sujetos cursando la infección aguda y sim ios vacunados [ 62, 88, 114] . Sin 

em bargo, según nuest ros datos es necesaria la expresión sim ultánea de am bos m arcadores 

(CD107A/ B e IFN- )  para m antener esta asociación. Ot ros grupos de invest igación 

reportaron que la secreción de MIP-1  tam bién se encuent ra asociada con la capacidad de 

las células T CD8+  de m ediar VIA tanto en la infección aguda com o en la etapa crónica [ 78, 

88] . Debido a lim itaciones técnicas, en este t rabajo no se pudo incluir la evaluación de esta 

citoquina en el análisis de citom et ría. Sin em bargo, presum im os que una asociación sim ilar 

podría hallarse debido a la gran cont r ibución de MIP-1  a la respuesta total durante la 

infección aguda/ tem prana y a la alta tasa de co-expresión de CD107A/ B e IFN-  [ 67, 85] .  

Por últ im o, com o había sido reportado anteriorm ente para la infección crónica [ 80] , no se 

encont ró asociación ent re la m agnitud del VIA y la CV plasm át ica, en el grupo PHI . Sin 

em bargo, se observó una correlación inversa ent re la capacidad de las células T CD8 +  de 

m ediar VIA y la act ivación inm une de las m ism as (Figura 18) . Tam bién se observó una 
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asociación directa ent re la capacidad que poseen las células T CD8+  de m ediar VIA y el set 

point inm une (Figura 18) . Estos resultados, j unto con la m ayor capacidad de m ediar VIA 

observada previam ente en EC, ( tanto en nuest ro estudio com o en ot ros m encionados 

previam ente)  y los resultados obtenidos en m onos resus vacunados donde un m ayor VIA se 

relacionó con un increm ento del cont rol viral [ 114] , claram ente indican que la generación de 

las células T CD8+  capaces de m ediar VIA es una característ ica importante a tener en 

cuenta para ser incorporada en futuras intervenciones profiláct icas o terapéut icas con el 

objet ivo de ret rasar la progresión a la enferm edad.  

POLIFUNCIONALIDAD CELULAR 

Reportes previos que com paran la capacidad de las células T CD8+  de degranular o secretar 

m últ iples m ediadores solubles luego de ser est im uladas, en individuos progresores versus 

LTNP, sugieren que la polifuncionalidad de las células T CD8+  sería un correlato funcional del 

cont rol viral [ 47, 86, 104, 111, 116] .  Sin em bargo, de estos estudios tam bién surge el 

interrogante de si la polifuncionalidad no sería la causa del cont rol viral sino la consecuencia 

del m ism o. De la presente tesis surgieron resultados que argum entan a favor de esta últ ima 

hipótesis. Las células T CD8+  HIV-específicas polifuncionales fueron detectadas a t iem pos 

m uy tem pranos post - infección en el grupo PHI  (en consonancia con nuest ras observaciones 

previas [ 67] ) .  Adem ás, la proporción de estas células se increm entó ligeram ente a m edida 

que t ranscurría la infección hasta la m uest ra tom ada a los 12 m eses post - infección (Figura 

19)  ( com o tam bién reportó Ferrari et  al.  [ 85] ) . Los EC presentaron una m ayor proporción 

de células bifuncionales y t r ifuncionales com parado con los individuos Crónicos ( lo cual era 

esperable, basado en reportes previos [ 47, 104, 116] )  y con el grupo PHI . Sin em bargo 

cuando se dividió al grupo PHI  en progresores (PHI < 350)  y no progresores (PHI> 350)  no se 

observaron diferencias significat ivas ent re am bos subgrupos. Estos resultados arrojan aún 

m ás luz al concepto que, en vez de ser un m arcador de función ant iviral, la polifuncionalidad 

de las células T CD8+  estaría directam ente afectada por la persistencia viral. En ot ras 

palabras, la dism inución de las células T CD8+  polifuncionales en individuos crónicam ente 

infectados, seria la consecuencia de la constante est im ulación ant igénica durante la 
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infección crónica, que en últ im a instancia conduciría al agotam iento celular y deterioro 

funcional, com o ha sido postulado previam ente [ 85, 117] . Adem ás, existe una correlación 

ent re la polifuncionalidad de las células T CD8+  y la clínica observada en los individuos 

reclutados. Los perfiles de polifuncionalidad fueron sim ilares en individuos PHI , con dist intos 

pat rones de inm unodom inancia (Ant i-Gag versus ant i-Nef) , indicando que la 

polifuncionalidad no estaría relacionada con la especificidad de la respuesta (Figura 20) . Por 

ot ro lado, hem os dem ost rado que de todas las posibles com binaciones de funciones de la 

población T CD8+ ,  solo la frecuencia de células T CD8+  bifuncionales CD107A/ B+ / IFN- +  

correlaciona con la capacidad de las células de m ediar VIA (Figura 21) , indicando que no 

todas las funciones que lleva a cabo una célula polifuncional serían igual de relevantes al 

m om ento de m ediar funciones efectoras ant ivirales.  

El desencadenam iento de las funciones efectoras se produce luego del encuent ro de las 

células T CD8+  con el ant ígeno. La potencia de la respuesta, luego de este evento, depende 

de cuan fuerte sea el est ím ulo, el cual a su vez puede estar directam ente afectado por el 

nivel de sensibilidad ant igénica o la avidez celular [ 57, 118] . Estos parám et ros, pueden ser 

analizados de m anera indirecta en el ensayo de ELISPOT de IFN-  [ 75] , m ediante el análisis 

del tam año de spot o evaluando la IMFr de una función dada, por citomet ría de flujo [ 57] . 

En el presente t rabaj o, el análisis de la m edia del tam año de spot y la IMFr de IFN-  

m ost raron resultados com parables. Se observó, en todos los grupos analizados, que la 

intensidad de la respuesta de las células CEF-específicas fue m ayor com parado con las HIV-

específicas. Esto indicaría que, las células HIV-específicas presentan una m enor calidad en 

la respuesta, en com paración con su cont raparte. Llam at ivam ente esta diferencia fue 

significat iva en todos los grupos excepto en los EC (Figura 15F y Figura 24) . La población 

celular CEF-específica fue analizada com o cont rol dado que es una población celular que 

t iene com o blanco a patógenos que causan tanto infecciones agudas, com o es el caso de 

influenza, así com o tam bién infecciones crónicas cont roladas com o son CMV y Epstein-Bar.  

En consecuencia el análisis de la población CEF-específica provee inform ación que se 

encuent ra asociada con el cont rol viral. Adem ás, la población de células T CD8+  de los 
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individuos PHI  m ost ró el m enor tam año de spot,  com parados con los EC y los Crónicos, es 

decir la respuesta con m enor calidad (Figura 15F) . Estos resultados, de nuevo sugieren que 

la constante est im ulación ant igénica por parte del virus conduciría al agotam iento celular , 

inclusive de m anera tem prana. En cuanto a la expresión de CD107A/ B+ ,  se encont ró, en los 

t res grupos analizados, que la IMFr de las células T CD8+  Gag-específicas era m ayor 

com parado con las Nef-específicas y sim ilar a los niveles observados en la población CEF-

específica (Figura 24) . La relación existente ent re la m agnitud de CD107A/ B+  (evaluada en 

este tesis por citom et ría de flujo) , la sensibilidad al ant ígeno y la act ividad ant iviral que ya 

había sido establecida en t rabajos previos [ 57] ,  avalan la asociación (descripta previam ente 

en esta tesis)  que hem os encont rado ent re la fuerte habilidad de las células T CD8+  Gag-

específicas de degranular y la gran capacidad que poseen de m ediar VI A. 

HAPLOTIPO HLA 

Se encuent ra bien docum entado que la expresión de ciertos alelos está relacionados con el 

cont rol del virus. Algunos de estos reportes provienen de análisis realizados en cohortes de 

individuos EC y LTNP donde ciertos alelos se encont raban representados con m ayor 

frecuencia [ 73, 119] . Ot ros estudios m ost raron que la población celular  T CD8+ ,  proveniente 

de individuos con estos “alelos protectivos”, poseen part icularidades en cuanto a su 

especificidad, capacidad de proliferación, polifuncionalidad, presentación ant igénica, presión 

inmune, ent re ot ros factores [ 73, 120-126] , lo cual podría asociarse con su capacidad 

protect iva. Sin em bargo, tam bién se ha dem ost rado que estos “alelos protect ivos” 

presentan diferencias cualitat ivas en individuos cont roladores com parado con individuos que 

progresan a la enferm edad a pesar de expresar estos alelos [ 126] , indicando que la sola 

expresión de un alelo no es suficiente para ejercer cont rol sobre el virus sino que una 

com binación de las funciones celulares así com o tam bién del fenot ipo deben coexist ir  con el 

fin de poder ejercer cierto cont rol en la replicación viral. Por ot ro lado, algunos individuos 

alcanzan el estatus de EC en ausencia de estos “alelos protect ivos” ( com o puede observarse 

en nuest ra cohorte) , lo cual indicaría que la presencia de dichos alelos no sería un requisito 
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indispensable para el cont rol del virus. A m odo de ejem plo, Freel y colaboradores 

observaron células T CD8+  con capacidad de m ediar VIA tanto en presencia como en 

ausencia de “alelos protect ivos” [ 78, 80] . A pesar de que en esta tesis se analizaron 

m últ iples funciones com o son:  la m agnitud, la am plitud, los blancos inmunodom inantes, la 

polifuncionalidad, el VIA y el fenot ipo celular ;  en un subgrupo de individuos a los cuales se 

les había t ipificado el HLA y de los cuales se conocía el estadío de la enferm edad en el que 

se encont raban;  no pudim os establecer una asociación ent re estas funciones celulares, el 

fenot ipo de las m ism as y la progresión a la enferm edad de los individuos analizados;  

probablem ente debido a la heterogenicidad que presentaban los alelos y al tam año m uest ral 

de nuest ra cohorte en el que se analizaron estos parám et ros. En consecuencia, sería 

necesario llevar a cabo un nuevo análisis con el objet ivo de elaborar un m odelo que incluya 

todos estos factores (haplot ipo HLA, funcionalidad y fenot ipo celular y progresión clínica)  en 

una cohorte con un tam año m uest ral apropiado. 

FACTORES SOLUBLES 

Los m últ iples factores solubles que se secretan luego de la infección por HIV/ SIV han sido 

am pliam ente estudiados con el fin de develar los eventos tem pranos que ocurren en la 

infección y de esta m anera poder com prender com o esto eventos gat illan con el t iem po el 

curso de la enferm edad. Adem ás, los niveles plasm át icos de las dist intas citoquinas y/ o 

quem oquinas presentes durante la infección aguda han sido propuestos com o potenciales 

biom arcadores capaces de predecir  a futuro la tasa de progresión a la enferm edad [ 82-84, 

127] . Sin em bargo, aún no se conoce si existe una relación clara ent re los factores solubles 

y la respuesta celular  T CD8+  HI V-específica. En esta tesis se encont ró una correlación 

posit iva ent re la inm unodom inancia de la respuesta ant i-Gag y los niveles plasm át icos de 

IL-2 y MIP-1  (Figura 25) . Com o se m encionó con anterior idad, estas m oléculas son 

secretadas por los linfocitos T CD8+  luego de la est im ulación de los m ism os. El porcentaje 

de células T CD8+  que expresan I L-2 y MI P-1 , tanto de m anera individual com o en 

com binación con ot ras funciones, fue previam ente asociado con cont rol viral [ 54, 74, 104, 
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110, 115, 128] . La I L-2 es una m olécula que cum ple un rol fundam ental en la hom eostasis 

celular y en la act ivación del sistem a inm une [ 127] . Hasta la fecha, el análisis de los niveles 

de IL-2 presentes en plasm a, durante la infección aguda/ tem prana, no ha sido asociado con 

la progresión a SIDA. Sin em bargo el descenso de los niveles plasm át icos de ot ras 

m oléculas, com o son la I L-15 y la I L-12, que tam bién part icipan en la hom eostasis y el 

fenot ipo celular respect ivam ente, sí ha sido asociado con progresión en un estudio llevado a 

cabo en una cohorte de m ujeres afr icanas crónicam ente infectadas [ 83] . Por ot ro lado, 

estudios previos han establecido que las células T CD8+  productoras de MIP-1  representan 

una proporción elevada dent ro de la respuesta T CD8+  HIV-específica durante la infección 

aguda y que esta población ejerce una considerable presión inm une sobre la replicación 

viral [ 85] . Algunos autores proponen que, luego de la est im ulación ant igénica, la población 

de células T CD8+  HIV-específicas producen rápidam ente MIP-1  [ 57] , lo que sugiere una 

elevada act ividad de esta subpoblación celular en com paración con ot ras células T CD8+  que 

secretan ot ros factores. Más aún, ot ro estudio reportó una asociación ent re los niveles 

plasm át icos de MIP-1  y una menor CV plasm át ica y un m ayor recuento de células T CD4+  

durante la infección crónica [ 83] . Estas evidencias proveen, de m anera conjunta, una 

posible just ificación para la relación existente ent re el rol protect ivo de la respuesta 

inmunodom inante ant i-Gag y los niveles plasm át icos de IL-2 y MI P-1  que hem os 

observado en esta tesis. Com o ha sido m encionado anteriorm ente, estos resultados están 

en concordancia con t rabajos que indican que la inmunodom inancia de la respuesta ant i-

Gag, que se evidencia de m anera tem prana durante el t ranscurso de la infección, estaría de 

algún m odo relacionada a la generación de una respuesta ant iviral efect iva que luego 

conduciría a una progresión lenta a la enferm edad. Sin em bargo aún se necesitan nuevos 

análisis que determ inen la naturaleza de esta relación.  

PERFIL INMUNOFENOTÍPICO 

Hasta la actualidad, el análisis de la dist ribución de las subpoblaciones celulares T CD8 +  de 

m em oria durante la infección por HIV ha sido estudiado por diversos grupos de 
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invest igación. Cada grupo ut iliza dist intas com binaciones y núm ero de m arcadores para 

definir las poblaciones, por lo que la com paración e interpretación de los resultados ent re 

los dist intos t rabajos resulta ser una tarea ardua. En líneas generales, la m ayoría de los 

reportes hasta el m om ento indican que, con el t ranscurso de la infección por HIV, la 

población de células T CD8+  t iende a perder la capacidad de diferenciación hacia un fenot ipo 

term inal. 

Este fenóm eno fue descripto por prim era vez com o un bloqueo en la diferenciación term inal 

del com part im ento celular HIV-específico, durante la infección crónica [ 93]  que 

posteriorm ente se confirm ó en ot ros estadíos com o por ejem plo en la infección aguda [ 39, 

94, 129] . Adem ás, diversos reportes han establecido una asociación ent re el pat rón de 

diferenciación de las células T CD8+  HIV-específicas y la progresión a la enferm edad [ 130-

132] . Más aún, la diferenciación de la población total de células T CD8+  tam bién se 

encuent ra sesgada en la infección por HIV y se relaciona con progresión  [ 39, 53, 89, 130, 

133] . En este contexto, nuest ros resultados proveen aún m ás datos en este cam po de 

estudio. En prim er lugar, nuest ras observaciones indican que la población total de células T 

CD8+  presenta una dist r ibución anorm al en el grupo de individuos Crónicos (com parado con 

DS)  pero este pat rón no se evidenció en los grupos PHI  y EC (Figura 26B) . Esta observación 

se encuent ra en concordancia con resultados que fueron reportados previam ente por ot ros 

grupos [ 89, 130] . De m anera sim ilar, la dist r ibución de las células T CD8+ ,  en el 

com part im iento HIV-específico, se ve severam ente com prom et ido en el grupo de individuos 

Crónicos pero no así en el grupo PHI  (Figura 26C) . El hecho de que, de m anera tem prana, la 

dist ribución de las subpoblaciones en el grupo PHI  se encuent re conservada, indicaría que la 

instauración del t ratam iento de m anera tem prana, beneficiaría a los individuos infectados 

tanto virológica com o inm unológicam ente. Adem ás, el inicio tem prano de HAART lim ita la 

form ación de reservorios, en part icular en las células T de m em oria cent ral [ 134, 135] . Sin 

em bargo ha sido reportado que, luego de iniciado HAART, la dist r ibución de la población 

celular T CD8+  no vuelve a alcanzar los niveles norm ales [ 133, 136, 137] . En conjunto con 

estas observaciones, nuest ro resultado apoya el inicio tem prano de la terapia HAART, en 
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función de poder prevenir el deterioro irreversible de los m ecanism os que se encuent ran 

involucrados en la hom eostasis celular. 

Llam at ivam ente, se observó que la jerarquía de las poblaciones de m em oria de am bos 

com part im ientos, es decir tanto las células T CD8+  totales com o HIV-específicas, no 

difirieron de m anera significat iva, en ninguno de los grupos de estudio. Esta observación 

sugeriría que los sucesos que desencadenan y llevan adelante la diferenciación de las 

células T CD8+  estarían afectando a los dos com part im entos de m anera equitat iva.  Adem ás, 

los pat rones de diferenciación observados no d ifirieron en función de si la respuesta estaba 

dirigida cont ra Gag o Nef, com o había sido reportado previam ente [ 62, 132] . Por el 

cont rario, Meyer-Olson y colaboradores [ 129]  describió recientem ente que la m aduración de 

células T CD8+  HIV- específicas (que responden a cada epítope)  en los dist intos fenot ipos de 

m em oria o en células efectoras es un proceso TCR-dependiente. Esta discrepancia con 

nuest ros resultados podría deberse al uso de pooles de pépt idos com o est ím ulo en lugar de 

pépt idos individuales, lo cual podría estar  enm ascarando las diferencias reportadas por 

Meyer-Olson et. al..  

Com o se m encionó anteriorm ente, la infección por HIV está caracterizada por la 

acum ulación de células T CD8+  HIV-específicas que presentan fenot ipo de m em oria efectora 

(CD45RO+ / CCR7 -  o TME,  m anera en que ha sido definida esta subpoblación en este t rabajo)  

y por una dism inución relat iva en la frecuencia de células T CD8+  HIV-específicas 

com pletam ente diferenciadas, es decir con fenot ipo efector term inal,  (CD45RO- / CCR7 -  o 

TET) . El análisis inter-grupo llevado a cabo en la presente tesis apoya esta observación ya 

que el grupo de individuos Crónicos poseen una proporción significat ivam ente m ayor de 

células CD8+  TME HIV-específicas y una proporción m enor de células CD8+  TET HIV-

específicas, com parado con los grupos PHI  y EC. Más aún, el grupo de Crónicos presentó 

una m ayor relación TME/ (TME+ TET) )  (Figura 27A) . Esto refleja una acum ulación de células 

CD8+  TME sobre las células CD8+  TET lo cual no se observó en el grupo de EC o PHI .  El m ism o 

resultado pudo deducirse a t ravés del análisis de correlación ent re la proporción de células 
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CD8+  TME y TET en todos los grupos, donde se observaron correlaciones inversas, 

estadíst icam ente significat ivas, en el grupo PHI  (com o había sido reportado por [ 131] )  y en 

los EC, pero no se evidenció en el grupo de sujetos Crónicos (Figura 27B-D) . Cabe resaltar 

que, el análisis de correlación realizado en el grupo PHI  indicó que la relación TME/ (TME+ TET)  

de las células T CD8+  HIV-específicas evaluadas en la m uest ra basal correlacionó 

inversam ente con el recuento de células T CD4+  basales y el set point inm une (Figura 30D y 

E)  y directam ente con m arcadores solubles (Figura 33A-C)  y m arcadores celulares de 

act ivación inm une (Figura 32B) . Estos resultados, j unto a datos reportados previam ente en 

ot ras cohortes [ 130, 131] , indican claram ente que el deterioro tem prano en las vías de 

diferenciación de las células T CD8+  se asocia con una m ayor progresión a la enferm edad, 

incluso en t iem pos m uy tem pranos post - infección. Adem ás, el porcentaje de células CD8+  

HIV-específicas TNaïve-Like correlacionó directam ente con el porcentaje de células T CD4+  

basal (Figura 30A)  e inversam ente con la CV plasm át ica y el set point viral (Figura 31A y B) . 

Cabe recordar que debido a lim itaciones técnicas, las células CD8+  HI V-específicas TNaïve-Like 

observadas en esta tesis estarían incluyendo a una subpoblación de células de m em oria 

tem prana, denom inadas células stem de m em oria (stem-cell memory T-cells) . Las células 

stem de m em oria, población celular que ha sido ident ificada recientem ente [ 90] , poseen la 

habilidad de generar todas las subpoblaciones de m em oria (com o por ejem plo las células 

CD8+  TMC o TME)  por lo que juegan un rol im portante en la hom eostasis inm une. Un reporte 

reciente sugiere que una m ayor frecuencia de células T CD8 +  stem de m em oria estaría 

asociado con cont rol viral y representaría un posible correlato de protección a la enferm edad 

[ 138] . Nuest ras observaciones argum entan en favor de este reporte. Adem ás, los autores 

sugieren que la instauración de la terapia HAART en sujetos Crónicos se asocia con la 

recuperación de esta población celular lo que podría explicar en parte el beneficio que 

supone el t ratam iento en cuanto a la recuperación de las funciones inm unes. 

Por lo tanto, los resultados expuestos en esta tesis, j unto a ot ros reportes [ 130, 136, 139] ,  

sugieren una relación directa ent re el desbalance en la m aduración del com part im iento 

celular T CD8+  y la act ivación inmune generalizada que se observa en los sujetos infectados. 
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Sin em bargo, los posibles m ecanism os responsables de ser la causa o la consecuencia de 

esta observación no han sido totalm ente develados aún. Un t rabajo reciente llevado a cabo 

en EC [ 104]  sugiere que, en este grupo de individuos en part icular, el m antenim iento de un 

panel de células T CD4+  de m em oria con un fenot ipo m enos diferenciado,  provee la 

cooperación T necesaria para una m aduración ópt im a de la respuesta T CD8 +  efect iva. En 

ot ras palabras, las células T CD8+  de m em oria que presentan un fenot ipo sesgado podrían 

ser el resultado de una colaboración inapropiada por parte de los linfocitos T CD4+ .  Dent ro 

del contexto de la infección prim aria, aun es necesario llevar a cabo nuevas invest igaciones 

para poder dilucidar el im pacto que t iene la diferenciación de la población celular T CD4+  de 

m em oria sobre su cont raparte T CD8+ ,  y cóm o esto m odula la progresión a la enferm edad. 

EXPRESIÓN DE PD-1 

La expresión de la m olécula de PD-1 en las células T CD8+  HIV-específicas ha sido siem pre 

asociada con un estado de agotam iento celular en el contexto de las infecciones virales 

persistentes, ent re ellas la infección por HIV [ 93, 140-142] . Sin em bargo, la inform ación 

que se t iene al respecto, en el contexto de la infección aguda, es m ás escasa [ 94, 130, 133, 

143] . En esta tesis, se evaluó la expresión de PD-1 en el com part im iento celular T CD8+ ,  

tanto total com o HIV-específico, a los 8 m eses post - infección. Adem ás, con el objet ivo de 

profundizar en las característ icas fenot ípicas de las células T CD8+  durante la infección 

prim aria, se evaluaron las posibles asociaciones con los parám et ros clínicos, así com o 

tam bién con el pat rón de diferenciación del panel de m em oria y su funcionalidad. En prim er 

lugar, se observó que las células T CD8 +  PD-1+  ( tanto totales com o HIV-específicas)  se 

encont raban aum entadas en el subgrupo PHI < 350 (Figura 34A) , el cual cabe recordar que 

presenta un recuento de células T CD4+  significat ivam ente m enor, com parado con el grupo 

PHI> 350, sugir iendo una relación ent re la expresión de PD-1 y una rápida progresión a la 

enferm edad. En este m ism o sent ido, se observó una correlación inversa ent re las células T 

CD8+  PD-1+  y el recuento de células T CD4+  (Figura 36A-B) . Com o ha sido reportado 

durante la infección aguda [ 94, 130]  (y cont rario a lo descripto en la infección crónica [ 93, 
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141, 144] ) , no se encont ró una asociación ent re la expresión de PD-1 y la CV plasm át ica. 

Sin em bargo, la relación ent re la m agnitud de la expresión de PD-1 y la replicación viral 

quedó en evidencia cuando se dividió al total de células T CD8+  PD-1+  en PD-1Low ( células 

PD-1+  con baja I MF)  y PD-1High ( células PD-1+  con alta IMF) . Se observó que, una m ayor 

proporción de células T CD8+  PD-1High HIV-específicas se correlaciona con una m ayor CV 

plasm át ica (Figura 36C) . Este resultado es consistente con reportes previos que m uest ran 

que la m olécula de PD-1 es m odulada posit ivam ente en las células T CD8+ ,  en presencia de 

CV elevadas, debido a la act ivación celular [ 96] . Siguiendo en esta m ism a línea, en el últ im o 

t iem po se publicaron una variedad de t rabajos que sugieren que PD-1 podría estar no sólo 

asociado al agotam iento celular sino que podría considerarse un m arcador de act ivación 

celular [ 96, 130] , así com o tam bién un regulador clave en la diferenciación del panel de 

m em oria [ 95, 133, 145]  y en la sobrevida de las células [ 146] . Nuest ros resultados indican 

que, en los prim eros t iem pos que siguen a la infección prim aria (es decir a los 8 m eses 

post - infección) , se observa una m ayor proporción de células T CD8+  PD-1High ( tanto en el 

com part im iento T CD8+  total com o HIV-específico)  que correlaciona con una m enor 

proporción de células CD8+  TME y una m ayor proporción de TET (Figura 37) . Este resultado 

está en concordancia con ot ros autores que indican que PD-1 se expresa en todas las 

subpoblaciones de m em oria, y que la regulación posit iva de PD-1 se encuent ra asociada con 

la act ivación celular, así com o tam bién con la reducción del potencial proliferat ivo y con una 

m ayor predisposición a la m uerte celular  [ 96, 130, 133, 141, 145, 146] . Más aún, estos 

resultados apoyan los reportes recientes que postulan a la m olécula de PD-1 m ás bien com o 

un m arcador de act ivación celular durante la infección aguda, en lugar de un m arcador de 

agotam iento, com o lo es en la infección crónica [ 133, 147] . Adem ás dent ro de este 

contexto, ha sido dem ost rado que las células T CD8+  PD-1+  pueden ser com pletam ente 

funcionales [ 94, 147-149] . Estos datos argum entan en favor de la falta de asociación ent re 

la expresión de PD-1 y la funcionalidad de la población celular T CD8+  HIV-específica 

durante la infección prim aria observada en esta tesis, así com o tam bién se encuent ran a 

favor de lo reportado previam ente por Petrovas et al. [ 146]  en la infección crónica. 
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RELACIÓN FENOTIPO DE MEMORIA Y FUNCIONALIDAD CELULAR 

En cont raste a lo observado para la expresión de PD-1, se encont ró una asociación 

estadíst icam ente significat iva ent re el fenot ipo de m em oria de las células T CD8+  y su 

funcionalidad. Más precisam ente, una m enor proporción de células CD8+  HIV-específicas TME 

y una m ayor proporción de células TET,  se correlacionaron con una m ayor capacidad de las 

células T CD8+  de m ediar VIA ex vivo (Figura 38) . Este resultado se observó tanto en la 

m uest ra basal de los individuos PHI  com o a los 12 m eses post - infección. La act ividad 

ant iviral, com o se evaluó en este t rabajo, com prende m ecanism os ant ivirales tanto lít icos 

com o no- lít icos, lo cual deja en evidencia la capacidad total de las células T CD8 +  HIV-

específica de m ediar cont rol viral. Reportes previos han dem ost rado que, a part ir  de EC o 

individuos vacunados y m ediante el aislam iento de la población celular T CD8 +  (basándose 

en su pat rón de diferenciación de m em oria) , se puede observar que todas las 

subpoblaciones celulares poseen la capacidad de m ediar VIA [ 78, 114, 149, 150] . En estos 

t rabajos, el estatus de los EC [ 150]  y el cont rol de la infección en m onos vacunados [ 114]  

fueron asociados con un increm ento en la capacidad ant iviral por parte de las células CD8 +  

TME.  Siguiendo esta m ism a línea, en esta tesis se encont ró una relación ent re la dist r ibución 

de los fenot ipos de m em oria de las células T CD8+  y la función ant iviral de las m ism as, en el 

contexto de la infección prim aria.  Más precisam ente, en nuest ro t rabajo observam os una 

correlación inversa ent re la subpoblación celular CD8+  TME y la capacidad de las células de 

m ediar VIA. A pesar de que a priori estos resultados parecen estar en cont radicción, se 

debe tener en cuenta que el abordaj e experim ental y, aún m ás im portante, el contexto 

inmune de los individuos en estudio, son com pletam ente dist intos:  en esta tesis se evaluó la 

función ant iviral de las células T CD8+  dent ro del contexto de CV con valores elevados y una 

alta act ivación inm une, com o es com ún observar en los individuos que se encuent ran 

cursando la infección tem prana/ aguda, el cual afectaría su funcionalidad;  m ient ras que las 

células provenientes de EC o sujetos vacunados no se encuent ran expuestas a este entorno 

tan host il.  Esto nos lleva, nuevam ente, a form ularnos la pregunta sobre si la función 

ant iviral de los linfocitos T CD8+  o el fenot ipo de los m ism os, com o se observó en los EC, 
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serian la causa o la consecuencia del cont rol viral. Com o se m encionó previam ente ( ver 

polifuncionalidad) , varios reportes e incluso resultados presentados en esta tesis, se 

encuent ran a favor de la segunda hipótesis, por lo que, en conclusión, se debe tener cautela 

al interpretar este t ipo de datos.  Cont rariam ente a lo observado para el VIA, no se encont ró 

relación alguna ent re el pat rón de diferenciación de las células T CD8 +  y la polifuncionalidad 

de las m ism as. Este resultado cont radice el reporte presentado por Riou et al. [ 132]  donde 

se m uest ra que, en el contexto de la infección primaria, las células T CD8+  HIV-específicas 

presentan una dism inución en su poli funcionalidad a m edida que la población celular se 

diferencia desde los estadios de m em oria tem pranos hacia el fenot ipo de efectoras 

term inales. Estas diferencias probablem ente se encuent ren enm ascaradas en nuest ro diseño 

experim ental debido a lim itaciones de la técnica experim ental ut ilizada.  En consecuencia, 

hacen falta nuevos análisis que incluyan un m ayor núm ero de m arcadores de m em oria para 

poder esclarecer definit ivam ente esta hipótesis.  



 

 

VI.  CONCLUSIONES 
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En este t rabajo se caracterizaron m últ iples aspectos de la población de linfocitos T CD8+  

HIV-específicos (com o ser la especificidad, la capacidad de inhibición viral ex vivo,  la 

polifuncionalidad y el fenot ipo)  que surgen de m anera tem prana en una cohorte Argent ina 

de individuos cursando la etapa aguda de la infección por HIV, cuyos resultados se 

com pararon con un grupo de individuos Crónicos y con un grupo de EC. Adem ás se estudió 

la asociación ent re estas m últ iples funciones y la progresión a la enferm edad. En prim er 

lugar, se encont ró que la especificidad de los linfocitos T CD8+  que surgen de m anera 

tem prana luego del evento de t ransm isión es crít ico para el cont rol viral:  una m ayor 

proporción de células T CD8+  con especificidad ant i Gag se asoció con un ret raso en la 

progresión a la enferm edad, en t érm inos de preservación del recuento de células T CD4+ ,  

durante el prim er año post - infección. A su vez, estos resultados se encont raron en 

concordancia con la inm unodom inancia de Gag observada en EC y cont roladores virém icos. 

Ot ro aspecto evaluado fue la polifuncionalidad de las células T CD8+  de los sujetos 

reclutados en este t rabajo, lo que nos perm it ió establecer que una de las posibles ventajas 

de las células T CD8+  Gag-específicas yace en la habilidad de elim inar células infectadas ( lo 

que se evidenció por una m ayor capacidad de degranulación, y de m ediar VIA in vitro)  e 

inhibición de la replicación viral m ediante la secreción de IFN-  soluble. Adem ás, la 

inmunodom inancia de Gag observada en los individuos PHI  se correlacionó con los niveles 

plasm át icos de IL-2 y MI P-1 , factores solubles que también contribuyen a la inhibición 

viral. Por últ im o, al evaluar el fenotipo celular, observam os que la norm al m aduración de la 

población de células T CD8+  HIV-específicas en las dist intas subpoblaciones de m em oria se 

encuent ra sesgada en los individuos cursando la infección prim aria, pero sin alcanzar los 

niveles dram át icos que se observan en la infección crónica. Más aún, esta alteración en el 

pat rón de diferenciación de la población celular T CD8+  se t raduce en un descenso en la 

capacidad ant iviral de las células T CD8+  y  se correlaciona directam ente con una progresión 

tem prana a la enferm edad. 
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El poder descifrar la relación que existe ent re la dist intas característ icas que definen a las 

células T CD8+  con los niveles de act ivación inm une, el cont rol viral y la progresión a la 

enferm edad en los dist intos estadíos de la infección (com o son la infección prim aria, crónica 

o en EC) , com o ha sido llevado a cabo en este t rabajo, es de sum a im portancia para poder 

profundizar en el conocim iento que se t iene de la patogénesis de HIV. En este contexto, los 

datos presentados en esta tesis resaltan la im portancia de considerar tanto la especificidad, 

la funcionalidad y el fenot ipo celular, en el desarrollo de nuevas est rategias terapéut icas 

frente al HIV así com o en el diseño y poster ior testeo de vacunas que prom uevan una 

respuesta beneficiosa, capaz de contener la replicación viral antes del establecim iento de la 

infección. 
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