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RESUMEN 

 

 

Estudio del im pacto del ba lance Th1 7 / Treg en per ife r ia  y en m ucosas sobre la  

funciona lidad de la  respuesta ce lular  ant iv ira l y l a  inm unopatogénesis de la  

infección HI V/ SI DA 

 

Las subpoblaciones de linfocitos Th17 y T regulator ios (Treg)  han sido relacionados con 

la progresión a enfermedad en el contexto de la infección por HI V-1. Sin embargo, su 

relación con la respuesta adaptat iva T CD8+  ant iviral durante la infección aguda/ temprana 

por HI V (PHI , primary HI V infect ion)  no ha sido aún estudiada. En este contexto, el pr imer 

objet ivo general de este t rabajo de tesis consist ió en analizar las subpoblaciones Th17 y 

Treg y su relación con la respuesta celular T CD8+  específica frente a HI V y parám etros de 

seguim iento de la infección durante la infección aguda/ temprana y hasta un año post -

infección (p.i) . Para ello se ut ilizaron m uest ras de sangre de 14 dadores sanos (DSs) , 40 

PHI , 17 Crónicos y 13 cont roladores elite (ECs, Elite Cont rollers) . Los porcentajes de células 

Th17 y Treg se encont raban severam ente alterados en individuos Crónicos, m ient ras que 

todos los pacientes infectados con HI V evidenciaron un desbalance Th17/ Treg comparados 

con DSs ( incluso ECs) , en concordancia con sus m ayores proporciones de células T CD8+  

act ivadas (HLA-DR+ / CD38+ ) . Un m ejor estatus clínico (evidenciado por m ayores recuentos 

de células T CD4+  y m enores cargas virales y act ivación inm une)  se asoció con m ayores 

niveles de Th17 y m enores niveles de Treg. Notablem ente, se encont raron correlaciones 

posit ivas ent re los niveles basales de Th17 y la funcionalidad de la respuesta T CD8+  

específica frente a HI V:  la capacidad de suprim ir la replicación viral (VI A, viral inhibitory 

act ivity)  y la proporción de células polifuncionales ( I FN-γ+ / CD107A/ B
+ )  tanto a t iem pos 

tempranos como tardíos p.i,  resaltando el valor pronóst ico de la subpoblación Th17 en la 

preservación de una inm unidad celular ant iviral más eficiente. La relación Th17/ Treg y la 

intensidad media de fluorescencia relat iva ( I MFr)  de I L-17 también se correlacionaron 

posit ivamente con VI A. 

Debido a la importancia del t ratam iento ant irret roviral (TARV)  en la reconst itución 

inm une de individuos infectados, a cont inuación se decidió caracterizar las subpoblaciones 
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Th17, Treg y su balance en sangre per ifér ica y m ucosa cervical y su implicancia en la 

inm unopatogénesis de HI V-1 en ausencia o presencia de TARV. Para ello se ut ilizaron 

m uest ras de 19 individuos TARV+  (más de 2 años con supresión efect iva de la CV) , 22 

pacientes crónicam ente infectados naïve de t ratam iento (TARV-)  y 20 DSs. Tras el 

t ratam iento, tanto la frecuencia de Th17 como la relación Th17/ Treg en perifer ia alcanzaron 

valores sim ilares a los observados en DSs, en cont raste a lo observado en células Treg 

cuyos niveles se m antuvieron altos. Asim ismo, en individuos TARV+  se observó una 

dism inución de los niveles de act ivación inm une a pesar de lo cual no se alcanzaron valores 

normales, hallándose correlaciones negat ivas ent re los niveles de act ivación celular y el 

balance Th17/ Treg. Por ot ro lado, m ayores niveles de la citoquina proinflam atoria I L-1β en 

exocervix se correlacionaron posit ivam ente con los niveles de act ivación celular perifér icos, 

sugir iendo que exist ir ía una relación ent re los niveles de inflamación sistém icos y lo 

observado en sit ios de mucosas. Es importante destacar que el t ratam iento no indujo un 

increm ento de los recuentos de células T CD4+  CD161+  (subpoblación de células precursoras 

de Th17 que m igran a intest ino)  los cuales resultaron significat ivamente menores a los 

observados en DSs. Asim ism o, al estudiar el pat rón de secreción de citoquinas por parte de 

células mononucleares de cérvix (CMCs)  est imuladas, se observó que las CMCs provenientes 

de individuos TARV+  secretan m enores niveles de I L-17A e I L-10 en relación a las de DSs. 

En conjunto, los resultados de la presente tesis sugieren, por un lado, la existencia de 

una potencial relación ent re la subpoblación Th17 y el balance Th17/ Treg con respuestas T 

CD8+  HI V-específicas que juegan un rol clave en la contención de la infección. Por ot ro lado, 

aunque el t ratam iento ant irret roviral parece tener un im pacto posit ivo sobre la restauración 

de las funciones inmunes a nivel sistém ico, tanto los niveles de precursores de células Th17 

que m igran a intest ino como la secreción de I L-17A e I L-10 por CMCs no alcanzaron valores 

norm ales, sugir iendo que en sit ios de mucosas la restauración inmune es incompleta. 

PALABRAS CLAVE: Balance Th17/ Treg, HI V, infección aguda/ tem prana, inm unidad 

ant iviral, respuesta T CD8+ ,  t racto genital fem enino, t ratam iento ant irret roviral. 
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Study of the im pact  of Th1 7 / Treg ba lance in per iphe ra l and m ucosa l sites over  

the funct iona lity of the ant iv ira l T- cell responses  and HI V im m unopathogenesis 

 

Th17 and Treg subsets have been related to disease progression during HI V-1 infect ion. 

However, the potent ial relat ion of these T cell subsets with ant iviral T-cell responses during 

primary HI V infect ion (PHI )  has not  been studied yet . I n this context , the first  aim  of this 

study was to analyze Th17 and Treg subsets and their relat ion with ant i-HI V T-cell 

responses and clinical param eters during PHI  and up to one year post - infect ion (p.i) .  

Sam ples from  14 healthy donors (HDs) , 40 PHI  pat ients, 17 Chronics, and 13 Elite 

cont rollers (ECs)  were studied. The percentages of Th17 and Treg subsets were severely 

altered in Chronics, whereas all HI V- infected individuals ( including ECs)  showed Th17/ Treg 

imbalance com pared to HDs, in concordance with higher frequencies of act ivated CD8+  T-

cells (HLA-DR+ / CD38+ ) . Bet ter clinical status (higher CD4+  T-cell counts, lower viral loads 

and im m une act ivat ion)  was associated with higher Th17 and lower Treg levels. Posit ive 

correlat ions were found between Th17 at  baseline and ant i-HI V CD8+  T-cell funct ionality:  

viral inhibitory act ivity (VI A)  and key polyfunct ions ( I FN-γ+ / CD107A/ B
+ )  at  both early and 

later t im es p.i,  highlight ing the prognost ic value of Th17 cells to preserve an effect ive 

ant iviral T-cell im m unity. Th17/ Treg rat io and the I L-17 relat ive m ean fluorescence intensity 

were also posit ively correlated with VI A. 

Due to the importance that  ant iret roviral t reatm ent  (ART)  has in the im m une 

reconst itut ion of HI V+  pat ients, the second aim  of this study was to character ize Th17 and 

Treg subsets and their balance in peripheral blood and female genital t ract  and their 

implicat ions in the im munopathogenesis of HI V-1 infect ion comparing ART+  with ART-  

pat ients. Sam ples from  19 HI V+  ART+  pat ients (m ore than 2 years under t reatm ent ) , 22 

HI V+  ART naïve pat ients (ART-)  and 20 HDs were used. After t reatm ent , both the frequency 

of Th17 cells as well as Th17/ Treg rat io in peripheral blood reached sim ilar levels compared 

to HDs, in cont rast  to that  observed for Treg cells that  remained at  high levels despite ART. 

Also, ART was accom panied by a reduct ion in the im m une act ivat ion levels, yet  not  to 
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normal values, finding negat ive correlat ions between cellular immune act ivat ion and 

Th17/ Treg rat io. On the other hand, high levels of the proinflam m atory cytokine I L-1β in 

exocervix samples were posit ively correlated with higher levels of cellular immune act ivat ion 

in the blood, suggest ing a relat ionship exists between system ic and m ucosal 

act ivat ion/ inflam m at ion. I m portant ly, ART did not  induce a proper restorat ion of CD4+  

CD161+  T-cell counts (a subset  of Th17 precursor cells with GALT hom ing propert ies)  which 

were significant ly lower compared to HDs. I nterest ingly, it  was observed that  cervix 

m ononuclear cells (CMCs)  from  ART+  subjects secreted lower am ounts of I L-17A and I L-10 

upon st imulat ion than those obtained from  HDs. 

Taken together, these results suggested, first , a potent ial link between Th17 and 

Th17/ Treg rat io with key HI V-specific CD8+  T-cell responses against  the infect ion. On the 

other hand, although ART has a posit ive impact  on im m une restorat ion in blood, both the 

levels of Th17 precursor subset  with GALT hom ing propert ies and the abilit y of CMCs to 

secrete I L-17A and I L-10 did not  reach norm al values, suggest ing that  immune restorat ion 

at  mucosal sites is impaired or incomplete. 

KEY W ORDS: Th17/ Treg rat io, HI V, acute/ early infect ion, ant iviral im m unity, CD8+  T-

cell responses, female genital t ract , ant iret roviral t reatm ent . 
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I . 1. VI RUS DE LA I NMUNODEFI CI ENCI A HUMANA 

El Virus de la I nm unodeficiencia Hum ana (HI V, Hum an I nm unodeficiency Virus)  es el 

agente et iológico del Síndrome de I nmunodeficiencia Adquir ida (SI DA) . Los primeros casos 

docum entados y la descripción clínica de la enferm edad datan de 1981 en Estados Unidos1,2.  

En los años subsiguientes se dio la intensa búsqueda del agente et iológico de la 

enfermedad, siendo el grupo francés liderado por Luc Montagnier  y Françoise Barré-Sinoussi 

el pr imero en aislar un ret rovirus a part ir  de una m uest ra proveniente de un varón 

homosexual con SI DA en 19833,  hallazgo que les valió el Prem io Nobel en 2008. 

Posteriorm ente, se describieron ot ros aislam ientos virales4-6 y estudios de m icroscopía 

elect rónica revelaron que la morfología de los virus era m uy sim ilar ent re sí y con un género 

part icular de la fam ilia Retrovir idae,  los Lent ivirus7.  Finalmente se determ inó que los 

aislam ientos correspondían al m ismo agente viral y, en 1986, el Com ité I nternacional de 

Taxonomía Viral nombró al virus de la manera que hoy se lo conoce:  HI V. Ese m ism o año, 

Clavel,  Montagnier  y colaboradores8,9 describieron un t ipo dist into de HI V, prevalente en 

ciertas regiones de África Occidental, al que denom inaron HI V-2 para dist inguir lo del virus 

original. Los individuos infectados con HI V-2 tam bién desarrollan SI DA, aunque con un 

período de latencia clínica más prolongado y menor morbilidad10. 

A pesar de los esfuerzos médicos y cient íficos realizados durante los 34 años que han 

t ranscurr ido desde la descripción de los primeros casos hasta la actualidad, la problemát ica 

HI V/ SI DA ha afectado a m ás de 75 m illones de personas y cont inúa siendo una gran 

problemát ica de Salud Pública a nivel mundial. 

I .  2. EPI DEMI OLOGÍ A 

Se est ima que desde el inicio de la pandemia, más de 70 m illones de personas han sido 

infectadas con HI V-1. Datos provenientes del Program a Conjunto de las Naciones Unidas 

sobre el HI V/ SI DA11 indican que, a fines del año 2014, 36,9 m illones de personas vivían con 

HI V en todo el m undo, m ient ras que 2 m illones de nuevas infecciones y 1,2 m illones de 

m uertes habrían ocurr ido durante ese m ism o año a causa de la enfermedad. Cabe destacar 
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que el 70%  de las personas afectadas por el HIV/ SI DA se concent ra en Áfr ica Subsahariana, 

donde la prevalencia en personas ent re 15 y 49 años es del 4,8%  (4,5% -5,1% ) , m ient ras 

que en ot ras regiones geográficas como América Lat ina la prevalencia es del 0,4%  (0,4% -

0,5% ) . 

Los últ imos datos epidem iológicos globales, en relación a lo reportado en años 

anteriores, indicarían una estabilización de la pandem ia. El número de casos de nuevas 

infecciones por HI V ha dism inuido en todo el m undo (35%  desde el 2000 al 2014) , y este 

descenso es más marcado en el caso de los niños (caída del 58%  del 2000 al 2014) . 

Asim ism o, los casos de m uertes por SI DA disminuyeron en un 42%  desde su pico en el 

2004. Sin dudas, el m ayor acceso al t ratam iento ant irret roviral (TARV)  ha sido un factor 

determ inante para mejorar la situación actual de la epidem ia de HI V (se est ima que un 42%  

del total de adultos viviendo con HI V se encont raban bajo t ratam iento en 2014) , siendo 

clave la adm inist ración del m ismo desde etapas tempranas de la infección y en 

embarazadas ( reduciendo la probabilidad de t ransm isión vert ical) . 

En nuest ro país, según el bolet ín del Minister io de Salud sobre HI V/ SI DA y 

Enfermedades de Transm isión Sexual12 de diciembre de 2014, se calcula que alrededor de 

110 m il personas viven con HI V-1, de las cuales el 30%  desconoce su diagnóst ico. Cada año 

se not ifican alrededor de 6.000 nuevos casos, en una relación de 2,1 varones por cada 

m ujer diagnost icada. En cuanto a la t ransm isión vert ical, los porcentajes han dism inuido 

notoriamente pero aún se reporta que el 6%  de los niños expuestos adquieren HI V. 

I . 2. 1. EPI DEMI OLOGÍ A MOLECULAR  

Según la base de datos de HI V de Los Alam os Nat ional Laboratory13,  los Lent ivirus que 

infectan a primates incluyen:  ( i)  Virus de I nm unodeficiencia de Sim io (SI V, Sim ian 

I m m unodeficiency Virus) , ( ii)  HI V-2 y ( iii)  HI V-1, siendo aceptado que la presencia de los 

dos últ im os en la población hum ana es consecuencia de dos eventos de t ransm isión 

zoonót icos independientes. A su vez, el HI V-1 se ha subdividido en cuat ro grupos:  el grupo 

M (m ain,  responsable del mayor número de infecciones)  el grupo O (out lier) ,  el N (new)  y el 

P14.  El grupo M se ha diversificado, a su vez, en al m enos 9 subt ipos y 61 form as 
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Esto es seguido por el establecim iento del set  point  viral,  definido como el valor estable 

en el que se mant iene la carga viral (CV)  plasmát ica cuando la m isma desciende, luego de 

su pico máximo durante la infección aguda33. El set  point  viral varía de persona en persona 

y es un potente predictor de la progresión a la enferm edad, hallándose una relación directa 

ent re los niveles de CV plasmát ica en el pico máximo y el set  point  viral y una m ayor tasa 

de progresión a enfermedad34.  La aparición de ant icuerpos específicos en el suero de los 

pacientes es posterior al cont rol inicial de la replicación viral (Figura 6)  por lo que se cree 

que no desem peñarían un papel fundam ental en este proceso de respuesta ant iviral que 

ocurre a t iempos tempranos post - infección (p.i) .  A su vez, se ha descripto que los 

ant icuerpos ampliamente neut ralizantes (capaces de neut ralizar diversos subt ipos de HI V)  

son producidos por aproxim adam ente un 20%  de los pacientes y son detectados a t iem pos 

tardíos p.i en estos individuos35.  A t iem pos tem pranos p.i,  la población viral es homogénea 

pero luego se diversifica generando una innumerable cant idad de cuasiespecies virales y 

dando origen a variantes de escape a la neut ralización36,  a la acción de los linfocitos T CD8+  

citotóxicos y tam bién surgen variantes virales resistentes a drogas ant irret rovirales. 

Lo que dist ingue a la infección por HI V es la depleción progresiva de las células T CD4+ 37 

tanto por elim inación directa debido a la infección como 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 ransitor ia de las células T CD4+  circulantes, seguida 

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

lentamente hasta llegar el advenim iento de la enfermedad (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 ha sido ampliamente descripto que ocurre una depleción masiva de 

células T CD4+  act ivadas38.  A lo largo del t iem po, esta población no se recupera ni siquiera 

en el marco del t ratam iento ant irret roviral de alta eficacia (HAART, highly act ive 

ant iret roviral t reatm ent )  en la m ayoría de los individuos, lo que se cont rapone a lo 

observado para células T CD4+  circulantes en sangre perifér ica. Finalmente, la gran 

depleción de células en el tej ido linfoide asociado a intest ino (GALT, gut -associated 

lym phoid t issue)  y el aumento de su permeabilidad, junto con la apoptosis de enterocitos, 
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conlleva a un aum ento de la concent ración en plasm a de productos m icrobianos, com o los 

lipopolisacáridos39;  esto cont r ibuiría en gran medida 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 HI V predicen, de una mejor manera, la progresión a la enfermedad que la CV 

plasm át ica. Esta act ivación inm une generalizada y crónica está caracterizada por un 

incremento 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 incremento en la muerte de células T y NK, 

act ivación de células B policlonales con un aum ento en los niveles de inm unoglobulinas y 

una producción elevada de citoquinas proinflamatorias40.  En relación a la act ivación de 

células T CD8+ ,  ha sido descripto que la expresión de las m oléculas CD38 y HLA-DR se 

encuent ra aum entada t ras la infección con HIV y esta población act ivada incluye a las 

células T CD8+  HI V-específicas41.  

A pesar de los grandes avances en torno al esclarecim iento de los dist intos eventos que 

suceden durante la histor ia natural de la infección por HI V-1, los mecanismos y 

componentes del sistema inmune que cont r ibuyen al cont rol natural de la infección y 

progresión a SI DA en algunas personas infectadas, en cont raste con la gran m ayoría de los 

individuos que sufren una rápida progresión a la enferm edad, aún no han sido totalmente 

elucidados. La descripción de estos componentes claves y las interacciones ent re ellos 

durante la infección por HI V-1 aún const ituyen interrogantes cuyo esclarecim iento podría 

perm it ir  el diseño de nuevas est rategias de cont rol e incluso de erradicación de la 

enferm edad. 

I . 5. RESPUESTA CI TOTÓXI CA T CD8 +  ESPECÍ FI CA FRENTE A HI V- 1  

Durante la infección aguda por HI V-1, la respuesta por parte de los linfocitos T CD8+  se 

correlaciona con el declive inicial en la replicación del v irus (ver Figura 6) . Sin em bargo, la 

gran mayoría de los individuos infectados no son capaces de cont rolar la replicación viral,  

por debajo de los niveles de detección, en ausencia de TARV. Está bien establecido que 

aquellos individuos infectados que mant ienen altos recuentos de linfocitos T CD4+  y se 

encuent ran clínicam ente sanos por largos períodos de t iempo (denom inados no progresores 
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a largo plazo [ LTNP, Long- term  non progressors] ) 42,43 son aquellos que presentan una 

respuesta T CD8+  robusta com parados con aquellos sujetos que progresan a la enferm edad;  

most rando claras asociaciones ent re la respuesta celular T CD8+  y el cont rol v iral.  Dent ro 

del grupo de LTNP, que representan de un 2 a un 5 %  del total de individuos HI V+ 44,   se 

diferencian a aquellos que cont rolan la replicación viral hasta alcanzar niveles bajos 

(cont roladores virém icos)  o indetectables (cont roladores elite, [ EC, Elite cont rollers] ) 45,46.  

Los primeros reportes provenientes de macacos infectados con SI V, donde se elim inaron de 

manera temprana 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+ 47,48,  demost rando que esta población 

celular juega un rol crít ico en el cont rol de 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 de HI V com o de SI V. En este contexto, los estudios en cohortes de 

individuos con infección aguda/ temprana por HI V (PHI , Prim ary HI V infect ion)  resultan de 

gran importancia para entender más acabadamente los procesos que t ienen lugar durante 

la infección natural por HI V e ident ificar los procesos patogénicos tem pranos que podrían 

influenciar la posterior progresión a enferm edad. 

I . 5. 1. I MPORTANCI A DEL FENOTI PO Y FU NCI ONALI DAD DE LA RESPUESTA T  CD8 +  ANTI VI RAL EN EL 

CONTROL DE LA PROGRESI ÓN A SI DA 

Diversos estudios que han analizado en profundidad la población de células T CD8+  

durante la infección por HI V, sugieren que la habilidad de estas células de mediar cont rol 

viral es mult ifactorial.  Uno de estos factores es el fenot ipo celular, en térm inos de las 

subpoblaciones de memoria involucradas y la expresión de marcadores de agotam iento 

celular49-52.  Las células T CD8+  com prenden una población celular que, en el contexto de la 

infección por HI V, presentan una com plicada ruta de diferenciación. En este sent ido, en un 

t rabajo recientemente publicado por nuest ro grupo se dem ost ró que la m aduración de 

células T CD8+  totales y HI V-específicas a diferentes subpoblaciones de memoria se 

encuent ra alterada en individuos recientem ente infectados, aunque en niveles m enos 
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dramát icos a los observados durante la etapa crónica de la infección. Y, más importante 

aún, la m agnitud de estas alteraciones en la m aduración se t radujo en una menor capacidad 

de mediar mecanismos ant ivirales por parte de las células T CD8+ ,  lo cual se asoció con una 

progresión temprana a enfermedad53. Por ot ro lado, la expresión aumentada del marcador 

de m uerte celular program ada 1 (PD-1, program m ed cell death 1)  en células T CD8+  

específicas para HI V ha sido consistentemente asociada con el agotam iento celular54-56.  El 

análisis de la expresión de PD-1 en células T CD8+  totales y HI V-específicas en individuos 

recientemente infectados reveló una asociación no sólo con la progresión a enfermedad sino 

también con la diferenciación de células T CD8+  de memoria53.  

Ot ro factor involucrado en el cont rol viral por parte de células T CD8+  es su 

especificidad, en térm inos de los ant ígenos virales que son blanco de la respuesta. A pesar 

de que la respuesta TCD8+  se caracteriza por ser sumamente amplia, la predom inancia de 

la respuesta frente a una u ot ra proteína viral varía dependiendo de la etapa de la 

infección57-59.  Reportes recientes m uest ran que aquellos individuos capaces de reconocer 

ciertos epítopes presentan set  points virales m ás bajos. Más aún, la preservación de esta 

respuesta tem prana ha sido asociada con una progresión lenta a la enfermedad y con un 

recuento de células T CD4+  estable59.  Los individuos EC presentan una respuesta T CD8+  

dir igida ampliamente cont ra Gag y con una gran capacidad de mediar act ividad ant iviral58,60.  

En este sent ido, un t rabajo recientemente publicado por nuest ro grupo dem ost ró que, 

durante la infección aguda/ tem prana, la presencia de mayores proporciones de células T 

CD8+  que reconocen el ant ígeno Gag ( inmunodom inancia tem prana frente a Gag)  se 

asociaba con la preservación del recuento de células T CD4+ ,  en consonancia con una 

inmunodominancia de células T CD8+  Gag-específicas en individuos ECs y cont roladores 

virém icos61,  relacionando de este modo la respuesta T CD8+  ant iviral con el cont rol natural 

de la progresión a enfermedad. 

Finalmente, la calidad y funcionalidad de la respuesta T CD8+  HI V-específica const ituyen 

factores determ inantes en la capacidad de estas células de m ediar cont rol viral. Las 

propiedades m ayorm ente asociadas con capacidad ant iviral incluyen tanto la avidez de la 
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respuesta como su capacidad de mediar la supresión de la replicación viral, de proliferar y 

secretar un amplio espect ro de citoquinas y quim ioquinas42,62-65.  Una forma de evaluar la 

potencia global de la respuesta ant iviral consiste en medir la capacidad de células T CD8+  de 

suprim ir la replicación viral en células T CD4+  autólogas in vit ro (VI A, Viral I nhibitory 

Act ivity) . Trabajos previos han evaluado VI A en células T CD8+  provenientes de individuos 

ECs, pacientes crónicam ente infectados62,64-66 e incluso en estudios de vacunas en hum anos 

y en sim ios65,67.  En esos estudios se dem ost ró que VIA se correlaciona, por un lado, con la 

m agnitud de la respuesta T CD8+  HI V-específica62,68 y, por ot ra parte, con m ayores 

frecuencias de células T CD8+  capaces de degranular y producir simultáneamente 

mediadores como I FN-γ y MI P-1β65,67,68.  En concordancia con lo reportado por ot ros autores, 

nuest ro grupo de t rabajo dem ost ró que las células T CD8+  de individuos EC son capaces de 

m ediar una respuesta VI A de m ayor m agnitud en comparación a lo observado en pacientes 

crónicam ente infectados. A su vez, se dem ostró que es posible detectar VI A a t iempos muy 

tem pranos p.i en pacientes PHI  y que esta act ividad persiste en el t iem po61.   

Las células T CD8+  poseen una gran capacidad de ejercer múlt iples funciones, 

produciendo un amplio espect ro de moléculas efectoras las cuales pueden afectar la 

replicación del virus. La polifuncionalidad se define como la habilidad de una célula de 

producir simultáneamente dos o más moléculas efectoras y ha sido asociada con la 

capacidad de células T CD8+  de mediar cont rol viral42,69,70.  Tam bién ha sido dem ost rado que 

los individuos que poseen altos porcentajes de células polifuncionales presentan altos 

niveles de perforinas y un mayor recuento de células T CD4+ 71.  En ot ros importantes 

estudios, se observó que la capacidad de células T CD8+  de degranular (evaluado mediante 

citomet ría de flujo por la movilización de las m oléculas CD107A y CD107B)  se asociaba con 

su act ividad ant iviral61,69.  Los m arcadores CD107A/ B se expresan en la superficie celular  

cuando se produce la descarga de gránulos lít icos durante la lisis de células blanco, y su 

detección en células T CD8+  se correlaciona fuertemente con su act ividad citotóxica72.  

Notablemente, en un t rabajo previo de nuestro grupo, una mayor capacidad de células T 

CD8+  Gag-específicas de expresar los marcadores CD107A/ B
 y secretar I FN-γ 

simultáneamente, se correlacionó con una mayor magnitud de VI A61. 
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I . 6. 2. CÉLULAS T  REGULATORI AS ( TREG)  

La subpoblación part icular de células T, conocidas com o Treg, poseen una capacidad 

regulatoria/ supresora “profesional” , la cual previene la act ivación y la función efectora de 

células T autorreact ivas que han escapado a ot ros mecanismos de tolerancia85-87.  Las Treg 

se caracterizan por la expresión de los m arcadores de superficie CD4+  CD25+  y el factor de 

t ranscripción característ ico FoxP3 (Forkhead box P3) , el cual es crít ico para la diferenciación 

y desarrollo de este linaje y para su función regulatoria/ supresora88,89.  A grandes rasgos, 

pueden diferenciarse dos t ipos de Treg que expresan FoxP3:  las Treg naturales que derivan 

del t imo, de donde em igran expresando el factor de t ranscripción, y las Treg inducibles que 

son inducidas en perifer ia90 (Figura 8) . Las citoquinas TGF-β e I L-2 son cruciales tanto para 

la diferenciación de células T naïve hacia el perfil Treg com o para su posterior 

expansión91,92.  Num erosos estudios han ident ificado a las células Treg com o im portantes 

inmunomoduladores en enfermedades autoinmunes e inflamación93-95.  Los m ecanism os 

supresores ident ificados incluyen:  la secreción de citoquinas ant i- inflam atorias, la expresión 

de receptores inhibitor ios y la pr ivación de citoquinas96.  Las dos citoquinas com únm ente 

asociadas al perfil Treg son I L-10 y TGF-β96,97. 

TGF-β part icipa, pr incipalmente, en la generación y mantenim iento de las Treg98,99.  La 

I L-10 posee efectos inmunosupresores mediados por su influencia sobre células 

presentadoras de ant ígeno, en las cuales regula negat ivamente la expresión de moléculas 

del complejo mayor de histocompat ibilidad (CMH)  t ipo I I 100 y de las moléculas co-

est im ulator ias CD80/ CD86 y CD28101.  Adicionalmente, reduce la liberación de citoquinas 

proinflamatorias por parte de mastocitos y m acrófagos, y suprime su funcionalidad y 

act ivación101-103.  Mediante la ut ilización de todos los mecanismos de supresión mencionados, 

las Treg juegan un rol preponderante en la recuperación de la hom eostasis inm une t ras la 

elim inación de los patógenos, protegiendo al hospedador de inm unopatologías causadas por 

infecciones crónicas. 
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inmune sistém ica característ ica, observada en la inmunodeficiencia asociada a HI V114.  En 

publicaciones recientes se describe que individuos LTNP poseen poblaciones norm ales de 

linfocitos T CD4+  en mucosa intest inal, incluyendo la subpoblación Th17115,  y que, en 

cont raste, existen relaciones inversas ent re CV y la proporción de células Th17 o la 

expresión del receptor de I L-17 en sangre perifér ica116 en los individuos que muest ran una 

progresión t ípica a enfermedad. Estos hallazgos avalan una asociación ent re la preservación 

de la subpoblación Th17 tanto en m ucosa intest inal como en perifer ia con la no progresión a 

enferm edad. 

A su vez, diferentes t rabajos recientes destacan la im portancia del balance relat ivo 

ent re las subpoblaciones Th17 y Treg en la inmunopatología de la enfermedad progresiva 

causada por HI V y SI V117.   Estudios realizados en dist intas cohortes de individuos con 

infección crónica, demuest ran que la pérdida del balance ent re Th17 y Treg está asociada 

con la progresión a enferm edad, en cont raste a lo observado en individuos ECs en los cuales 

el mantenim iento de dicho balance a lo largo del t iempo y un bajo nivel de células Treg118 

estuvieron asociados con el cont rol natural de la infección. Cabe destacar que la mayor 

parte de los estudios descriptos hasta el momento en los que se ha analizado la relación 

existente ent re la inm unopatogénesis de HI V y la subpoblación celular Th17, se han llevado 

a cabo en grupos de pacientes con infección crónica ya sea virém icos o ECs119.  Sin em bargo 

es escasa la inform ación en relación a éstos parám etros [ Th17 versus (vs.)  CV y recuento 

de células T CD4+ ]  evaluados a t iem pos cortos p.i con HI V (durante infección aguda) . 

I .  6. 5. RELACI ÓN ENTRE LA SUBPOBLACI ÓN DE CÉLULAS TH1 7  Y EL BALANCE TH1 7 / TREG Y LA 

RESPUESTA CELULAR T  ADAPTATI VA ANTI VI RAL  

Recientem ente se ha dem ost rado, en el modelo de infección de m acacos con SI V, la 

est recha relación que existe ent re el tamaño de la población celular Th17 pre-existente (en 

sangre y tej ido intest inal)  y el grado de replicación viral post -desafío120.  Los autores de ese 

t rabajo muest ran que aquellos animales que poseían mayores niveles de Th17 previos a la 

infección, m ost raban una m enor CV en el período de set  point  en com paración con los 

animales que tenían menores proporciones de Th17 inicialm ente. Ot ro hallazgo interesante 
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descripto en ese estudio es la correlación que observan ent re la inmunidad adaptat iva 

ant iviral y los niveles de Th17, observando una correlación directa ent re mayores niveles de 

ésta subpoblación y la inducción de respuestas T CD8+  y CD4+  específicas m ás potentes. 

I ncluso detectan una mayor polifuncionalidad en las células T CD4+  específicas en los 

animales con mayor proporción de Th17. 

Ot ro estudio demost ró que, t ras el inicio de TARV, sólo en aquellos casos en los que la 

terapia lograba la efect iva restauración de los niveles de células T CD4+  en GALT, esto se 

asociaba con un aumento tanto en la subpoblación de células Th17 como en la 

polifuncionalidad de la respuesta T adaptat iva específica frente a HI V121. 

Sin em bargo aún no existen reportes en los que se haya hecho un estudio en 

profundidad analizando la posible relación ent re la población Th17 y el balance Th17/ Treg 

con la respuesta T adaptat iva ant iviral en la infección por HI V. A su vez, el análisis de estos 

aspectos durante la infección aguda/ temprana, resulta fundamental para evaluar el grado 

de influencia de la respuesta Th17 sobre la respuesta adaptat iva ant iviral.  

I .  6. 6. EFECTO DE LA TERAPI A ANTI RRETROVI RAL SOBRE EL REESTABLECI MI ENTO DE LAS 

SUBPOBLACI ONES DE CÉLULAS TH1 7  Y TREG 

Dada la im portancia que poseen las interacciones ent re las subpoblaciones celulares 

Th17 y Treg en el desarrollo de la infección por HI V, resulta relevante la evaluación del 

restablecim iento de la proporción de células Th17 y la normalización de la relación 

Th17/ Treg t ras el inicio del TARV. Se ha reportado que aún luego de conseguir una 

inhibición total de la CV t ras el t ratam iento, la restauración de la respuesta Th17 no se 

consigue en todos los pacientes121,122.  En un estudio publicado recientem ente, los autores 

encuent ran que la relación Th17/ Treg está significat ivamente dism inuida en las pacientes 

HI V antes de iniciar t ratam iento m ient ras que luego de la terapia dicha proporción se 

normaliza parcialmente123.  Un t rabajo realizado recientem ente con un m odelo in vit ro124 

dem uest ra que, durante la infección con HI V permanecen células T CD4+  capaces de 

generar una respuesta Th17, proponiendo el uso de potenciales terapias 

inm unoterapéut icas en conjunto con el TARV para ayudar a restaurar la respuesta Th17 en 
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los pacientes HI V+  crónicam ente infectados. Cabe destacar que la mayoría de los estudios 

se han cent rado en la evaluación del grado de restauración de células Th17 y de la relación 

Th17/ Treg alcanzado t ras el inicio de TARV en perifer ia y GALT, m ient ras que aún no se ha 

estudiado lo que sucede con estas subpoblaciones en el t racto genital fem enino (sit io donde 

ocurre el pr imer contacto con el virus t ras su t ransm isión heterosexual) . 

I .  7. I NMUNI DAD EN EL TRACTO GENI TAL FEMENI NO 

El t racto genital (TG)  fem enino está com puesto por el t racto reproduct ivo superior, que 

incluye t rom pas de falopio, útero y endocervix, y el t racto reproduct ivo infer ior, com puesto 

por el exocervix y el t racto vaginal (Figura 10) . El t racto superior se encuent ra delim itado 

por una capa simple de células epiteliales columnares unidas ent re sí mediante uniones 

est rechas m ient ras que el t racto infer ior está com puesto de un epitelio escam oso 

est rat ificado125,  y am bos const ituyen barreras de protección frente a la invasión m icrobiana. 

La lám ina propia, que se encuent ra por debajo del epitelio, tanto en t racto infer ior com o 

superior, está com puesta principalm ente de fibroblastos, vasos endoteliales y una variedad 

de células inmunes. El sistema inmune del TG fem enino form a parte del sistema inmune 

com ún de m ucosas y, com o tal, posee m uchas característ icas en com ún con ot ros sit ios, 

como la expresión de marcadores de reclutam iento o hom ing, inmunoglobulinas secretorias 

y células de la inmunidad innata residentes en los tej idos126.  Pero, adicionalm ente, posee 

adaptaciones únicas y ha desarrollado m ecanism os de protección del feto sem i-alogeneico 

del reconocim iento por parte del sistem a inm une confir iendo, al m ism o t iempo, protección 

cont ra patógenos t ransm it idos por vía sexual durante todo el ciclo m enst rual. Las horm onas 

sexuales son los reguladores clave de las células inm unes y de las respuestas generadas en 

el TG femenino y son las responsables de los cambios cíclicos de la inm unidad en este 

sit io127,128.  Adicionalmente al m icrobioma de la mucosa, el TG cuenta con la secreción de 

pépt idos ant im icrobianos e I FN de t ipo I 129.   
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superior como infer ior134,135.  En m odelos experim entales con m acacos se ha visto que, t ras 

la inoculación del virus, se genera una respuesta proinflam atoria con producción de 

citoquinas y reclutam iento de linfocitos T CD4+ ,  necesarios para la expansión del virus 

localmente y la poster ior disem inación hacia el compart im iento sistém ico136,137 (Figura 5) . 

Asim ismo, se ha sugerido que existe una relación ent re la proporción de las dist intas 

subpoblaciones de linfocitos T CD4+  presentes en el TG fem enino, y que la interacción ent re 

estos podría jugar un rol importante influyendo sobre la suscept ibilidad a la infección. La 

adquisición de HI V-1 luego de la t ransm isión sexual podría aumentar debido a una mayor 

proporción de células Th17 suscept ibles y/ o a una mayor proporción de células T act ivadas 

en m ucosas138,139.  Por todo esto, resulta de interés el poder analizar la proporción de células 

Th17 y/ o la producción de la citoquina I L-17 en el TG fem enino y su im pacto sobre la 

infección con HI V y la progresión a enfermedad. A pesar de exist ir  algunas evidencias, la 

caracterización de la población Th17 en m ucosa cervical y su implicancia en la 

inm unopatogénesis de HI V es un tópico en el que aún queda m ucho por dilucidar. 

Por ot ro lado, muchas de las citoquinas y quim ioquinas halladas en el t racto genital 

pueden interferir  en la infección viral, como la quim ioquina CXCL12 (capaz de inhibir cepas 

X4 de HI V)  y las β-quim ioquinas MI P-1α y MI P-1β ( ligandos naturales del co- receptor viral 

CCR5 que pueden prevenir la infección por cepas R5) . Mient ras que se ha reportado que las 

concent raciones plasm át icas de citoquinas durante la infección aguda pueden predecir los 

valores de set  point 140,  ot ros estudios recientes indican que un ambiente inflamator io a nivel 

de mucosa genital durante la infección aguda está asociado con valores de CV plasmát ica 

m ás altos y m enores recuentos de células T CD4+ 141.  En este sent ido, se ha descripto que 

en mujeres altamente expuestas no infectadas (HESN, HI V-1-expossed seronegat ive) ,  hay 

menores niveles de I L-17/ I L-22 y de citoquinas proinflamatorias en mucosa cervical142.  

Dado que la mayoría de los estudios mencionados han ut ilizado m uest ras de cohortes de 

pacientes de Sudáfr ica, la realización de estudios con pacientes pertenecientes a nuest ra 

región (de dist intas etnias y que poseen un background genét ico diferente al de las cohortes 

ya reportadas)  aportará datos relevantes al conocim iento de la inmunopatogénesis de HI V-1 

en el entorno de la mucosa genital. 
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A pesar de la relevancia de las subpoblaciones de células Th17 y Treg en la infección por 

HI V-1 y la progresión a SI DA, aún quedan ineludibles interrogantes. En este contexto se 

plantean la hipótesis y objet ivos de este t rabajo de tesis:   

I I .  1. HI PÓTESI S GENERAL DE TRABAJO 

La preservación de la población celular Th17, tanto en mucosas como en perifer ia, y 

también de la relación Th17/ Treg, const ituyen factores inmunes determ inantes en la 

funcionalidad de la respuesta inmune ant iviral específica mediada por células T y en el 

desarrollo de una m enor tasa de progresión de la enferm edad. 

I I .  2. OBJETI VO GENERAL I  

Analizar la proporción de células Th17 y el balance Th17/ Treg en individuos que se 

encuent ran cursando diferentes estadios de la infección por HI V-1 y su potencial relación 

tanto con la funcionalidad de la respuesta celular T HI V-específica com o con los niveles de 

act ivación inm une. En part icular,  establecer la asociación de estos parámet ros en el 

contexto de la infección aguda/ tem prana por HI V-1 y el curso del pr imer año de infección. 

I I .  2. 1. OBJETI VOS ESPECÍ FI COS I  

 OE1:  Cuant ificar las subpoblaciones celulares Th17 y Treg en células mononucleares 

de sangre perifér ica (PBMCs, peripheral blood m ononuclear cells)  y caracterizar la 

relación Th17/ Treg. 

 OE2:  Evaluar el nivel de act ivación celular en PBMCs y el perfil inflam atorio de 

citoquinas/ quim ioquinas en plasma y analizar la relación de estos parámet ros con los 

niveles de las subpoblaciones Th17, Treg y su balance. 

 OE3:  Estudiar la relación ent re los niveles de las subpoblaciones Th17 y Treg con 

parámetros de seguim iento de la infección y progresión a SI DA. 

 OE4:  Analizar la relación de los niveles de las subpoblaciones Th17, Treg y su balance 

durante la infección aguda/ tem prana por HIV-1 con parámet ros asociados a la calidad 

de la respuesta T CD8+  ant iviral:  ( i)  la proporción de células T CD8+  bifuncionales 
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capaces de degranualar (CD107A/ B
+ )  y secretar I FN-γ sim ultáneam ente, y ( ii)  la 

capacidad de células T CD8+  de inhibir la replicación viral en células T CD4+  autólogas 

(ensayo de VI A) .  

 OE5:  Analizar la relación ent re los niveles de la subpoblación de células Th17 durante 

el pr imer año de la infección por HI V-1 y las proporciones de células T efectoras de los 

perfiles Th1 (CD4+  I FN-γ+ ) , Tc1 (CD8+  I FN-γ+ )  y Tc17 (CD8+  I L-17+ ) . 

I I .  3. OBJETI VO GENERAL I I  

Evaluar el impacto del TARV en el restablecim iento y funcionalidad de las 

subpoblaciones de células Th17, Treg y la relación Th17/ Treg en sangre perifér ica y en 

mucosa del t racto genital femenino. Asim ismo, analizar la relación de estos parámet ros con 

los niveles de inflamación del t racto genital y de act ivación inmune celular a nivel sistém ico. 

I I .  3. 1. OBJETI VOS ESPECÍ FI COS I I  

 OE1:  Cuant ificar las subpoblaciones celulares Th17 y Treg y su balance en PBMCs en 

el contexto de la infección crónica por HI V-1 en presencia y ausencia de TARV. 

 OE2:  Evaluar el impacto del TARV sobre el nivel de act ivación celular en PBMCs y 

analizar su relación con los niveles de las subpoblaciones Th17, Treg y su balance. 

 OE3:  Analizar el impacto del TARV en los niveles de células T precursoras de la 

subpoblación Th17 que m igran a intest ino (T CD4+  CD161+ )  en m uest ras de sangre 

perifér ica. 

 OE4:  Evaluar el impacto del TARV sobre la capacidad de células mononucleares de 

cérvix (CMCs)  de secretar m oléculas efectoras asociadas a los perfiles Th17 y Treg. 

 OE5:  Evaluar el perfil inflam ator io de citoquinas en mucosa del TG y analizar su 

relación con los niveles sistém icos de act ivación inmune celular y de las 

subpoblaciones Th17 y Treg en individuos bajo TARV. 
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I I I .  1. POBLACI ÓN EN ESTUDI O 

Un total de 132 individuos part iciparon de los estudios presentados en las Partes I  y I I  

de este t rabajo de tesis:  34 dadores sanos seronegat ivos para la infección por HI V-1 (DSs)  

y 98 pacientes infectados por HI V-1, de los cuales 40 se encont raban cursando la etapa 

aguda/ tem prana de la infección (PHI ) , 26 eran individuos crónicamente infectados naïve de 

TARV (Crónicos o TARV-) , 19 eran pacientes crónicam ente infectados bajo TARV (TARV+ )  y 

13 eran individuos definidos como ECs. Una parte de las muest ras de los DSs fueron 

obtenidas del banco de sangre del Sanatorio Dr. Julio Méndez (Buenos Aires, Argent ina) , y 

todas provenían de individuos m ayores de 18 años que com pletaron una encuesta sobre 

donación de sangre y fueron exam inados para m arcadores serológicos previo a su 

aceptación como donantes. La ot ra parte de las muest ras fue obtenida en el Hospital 

General de Agudos “Dr. Juan A. Fernández”  (Buenos Aires, Argent ina)  y su serología 

negat iva para HI V-1 fue confirmada mediante dos técnicas de acuerdo al algor itm o 

aprobado para diagnóst ico [ prueba rápida VI KI A HI V1/ 2 (bioMérieux SA)  seguida de la 

técnica de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELI SA, enzym e- linked im m unosorbent  assay)  

Genscreen ULTRA HI V Ag-Ab (BI O-RAD)  para la detección de ant icuerpos y ant ígenos 

específicos de HI V-1 y HI V-2] . Los pacientes del grupo PHI  fueron reclutados por el Grupo 

Argent ino de Seroconversión bajo los siguientes cr iter ios de inclusión143:  ( i)  una serología 

negat iva seguida por una serología posit iva para HI V-1, confirmada por Western Blot  (WB) , 

dent ro de los 6 meses;  ( 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 confirmación de infección. Para algunos análisis, los individuos de 

la cohorte PHI  fueron divididos en 2 subgrupos de acuerdo a si sus recuentos de células T 

CD4+  decaían, o no, por debajo de 350 células/ μl en cualquier momento durante el pr im er 

año de infección, y fueron denom inados progresores rápidos (PRs)  y t ípicos (PTs) , 

respect ivam ente. Los Crónicos fueron definidos como individuos con infección por HI V-1 

establecida por más de 3 años, CV plasmát ica detectable (ent re 500 y 500.000 copias de 

ARN/ m l plasma) , y naïve de TARV al momento de ser reclutados. Los pacientes del grupo 

TARV+  se definieron com o individuos con infección por HI V-1 establecida por más de 3 años, 
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y que se encuent ran desde hace al m enos 2 años bajo algún régim en de terapia HAART, con 

supresión efect iva de la CV plasm át ica (menor a 50 copias de ARN/ m l plasma) . Los ECs se 

definieron com o personas 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 (menor a 

50 copias de ARN/ m l plasma) , naïve de TARV, recuento de células T CD4+  mayor a 450 

células/ μl y sin histor ial de infecciones oportunistas y/ o enfermedades marcadoras 

relacionadas a HI V/ SI DA. En la Tabla 1 se detallan las característ icas m ás im portantes de 

cada uno de los individuos HI V+ .  

Tabla 1: Características de los individuos HIV+ incluidos en este trabajo de tesis 

           Carga Viral (CV)c   

Paciente  Sexo 
Edad 
(años) 

Estadio de 
la infeccióna 

Días post‐
infección

b 

Copias de 
ARN viral/ml 
de plasma 

Log10 
Recuento 
de células 
T CD4+/μld 

TARV
e 

Infección aguda/temprana por HIV (PHI; n=40) 
PT 01  F  25  V  90  1810  3,26  499  NO 
PT 02  F  21  VI  120  9018  3,96  587  NO 
PT 03  M  ND  VI  180  <50  <1,70  786  NO 
PT 04  M  41  VI  60  236570  5,37  496  NO 
PT 05  M  23  V  30  >500000  >5,70  734  NO 
PT 06  M  23  VI  60  37169  4,57  505  NO 
PT 07  M  26  VI  150  256051  5,41  797  NO 
PT 08  M  34  VI  60  >500000  >5,70  851  NO 
PT 09  M  19  VI  90  67660  4,83  387  NO 
PT 10  M  ND  VI  ND  46211  4,66  633  NO 
PT 11  M  22  V  30  32918  4,52  748  NO 
PT 12  M  31  VI  90  318838  5,50  655  NO 
PT 13  M  35  VI  120  32473  4,51  500  NO 
PT 14  M  33  VI  150  53303  4,73  393  NO 
PT 15  M  24  V  60  16926  4,23  801  NO 
PT 16  M  41  VI  120  61045  4,79  595  NO 
PT 17  M  67  VI  120  13962  4,14  577  NO 
PT 18  M  39  V  90  <50  <1,70  902  NO 
PT 19  M  34  VI  90  8613  3,94  778  NO 
PT 20  M  41  V  60  104  2,02  602  NO 
PT 21  M  37  V  30  19522  4,29  525  NO 
PT 22  F  29  V  30  >500000  >5,70  603  NO 
PT 23  F  36  VI  150  28260  4,45  670  NO 
PT 24  M  25  V  45  455417  5,66  698  NO 
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PT 25  F  20  VI  60  17420  4,24  685  NO 
PT 26  F  31  V  75  9532  3,98  590  NO 
PT 27  F  23  VI  60  116129  5,06  671  NO 
PT 28  F  30  VI  90  64454  4,81  391  NO 
PT 29  M  ND  VI  90  412  2,61  577  NO 
PR 01  F  ND  VI  ND  199754  5,30  252  NO 
PR 02  M  38  VI  150  255240  5,41  399  NO 
PR 03  M  ND  VI  120  283825  5,45  282  NO 
PR 04  M  34  ND  60  1315  3,12  504  NO 
PR 05  F  36  VI  90  3662  3,56  303  NO 
PR 06  M  44  VI  50  145002  5,16  308  NO 
PR 07  M  48  III  30  >500000  >5,70  117  NO 
PR 08  M  37  VI  50  98684  4,99  256  NO 
PR 09  M  21  VI  60  242199  5,38  161  NO 
PR 10  F  41  IV  30  >500000  >5,70  379  NO 
PR 11  F  24  VI  30  102297  5,01  222  NO 

Crónicos naïve de tratamiento antirretroviral (Crónicos o TARV‐
; n=26) 

C 01  F  37  Crónico  ‐  22475  4,35  143  NO 
C 02  F  28  Crónico  ‐  14784  4,17  139  NO 
C 03  F  23  Crónico  ‐  253164  5,40  5  NO 
C 04  F  43  Crónico  ‐  36399  4,56  555  NO 
C 05  M  35  Crónico  ‐  4718  3,67  441  NO 
C 06  F  34  Crónico  ‐  >500000  >5,70  4  NO 
C 07  M  22  Crónico  ‐  2889  3,46  606  NO 
C 08  M  26  Crónico  ‐  34395  4,54  4  NO 
C 09  M  34  Crónico  ‐  >500000  >5,70  13  NO 
C 10  M  46  Crónico  ‐  72888  4,86  29  NO 
C 11  M  32  Crónico  ‐  139439  5,14  348  NO 
C 12  M  48  Crónico  ‐  >500000  >5,70  44  NO 
C 13  M  42  Crónico  ‐  23643  4,37   ND  NO 
C 14  F  44  Crónico  ‐  159858  5,20   ND  NO 
C 15  M  28  Crónico  ‐  2002  3,30  353  NO 
C 16  M  ND  Crónico  ‐  21260  4,33  380  NO 
C 17  F  ND  Crónico  ‐  477541  5,68  ND   NO 
C 18*  F  36  Crónico  ‐  3887  3,59  222  NO 
C 19*  F  36  Crónico  ‐  650  2,81  820  NO 
C 20*  F  49  Crónico  ‐  1576  3,20  429  NO 
C 21*  F  19  Crónico  ‐  10576  4,02  341  NO 
C 22*  F  ND  Crónico  ‐  2372  3,38  793  NO 
C 23  M  ND  Crónico  ‐  140288  5,15  341  NO 
C 24  M  45  Crónico  ‐  15874  4,20  465  NO 
C 25  M  30  Crónico  ‐  228020  5,36  698  NO 
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C 26  M  37  Crónico  ‐  >500000  >5,70  952  NO 
Controladores Elite (EC; n=13) 

EC 01  M  48  Crónico  ‐  <50  <1,70  566  NO 
EC 02  F  35  Crónico  ‐  <50  <1,70  912  NO 
EC 03  M  30  Crónico  ‐  <50  <1,70  456  NO 
EC 04  F  43  Crónico  ‐  <50  <1,70  602  NO 
EC 05  F  54  Crónico  ‐  <50  <1,70  570  NO 
EC 06  F  37  Crónico  ‐  <50  <1,70  817  NO 
EC 07  M  38  Crónico  ‐  <50  <1,70  549  NO 
EC 08  M  33  Crónico  ‐  <50  <1,70  595  NO 
EC 09  F  50  Crónico  ‐  <50  <1,70  612  NO 
EC 10  F  32  Crónico  ‐  <50  <1,70  562  NO 
EC 11  F  43  Crónico  ‐  <50  <1,70  1261  NO 
EC 12  F  28  Crónico  ‐  <50  <1,70  888  NO 
EC 13  F  37  Crónico  ‐  <50  <1,70  1100  NO 

Crónicos bajo tratamiento antirretroviral (TARV+
; n=19) 

TARV
+ 01*  F  32  Crónico  ‐  <50  <1,70  479  SI 

TARV
+ 02*  F  ND  Crónico  ‐  <50  <1,70  376  SI 

TARV
+ 03*  F  37  Crónico  ‐  <50  <1,70  553  SI 

TARV
+ 04*  F  23  Crónico  ‐  <50  <1,70  568  SI 

TARV
+ 05*  F  37  Crónico  ‐  <50  <1,70  595  SI 

TARV
+ 06*  F  26  Crónico  ‐  <50  <1,70  570  SI 

TARV
+ 07*  F  42  Crónico  ‐  <50  <1,70  1199  SI 

TARV
+ 08*  F  48  Crónico  ‐  <50  <1,70  141  SI 

TARV
+ 09*  F  45  Crónico  ‐  <50  <1,70  292  SI 

TARV
+ 10*  F  38  Crónico  ‐  <50  <1,70  220  SI 

TARV
+ 11*  F  49  Crónico  ‐  <50  <1,70  389  SI 

TARV
+ 12*  F  35  Crónico  ‐  <50  <1,70  564  SI 

TARV
+ 13*  F  46  Crónico  ‐  <50  <1,70  596  SI 

TARV
+ 14*  F  40  Crónico  ‐  <50  <1,70  643  SI 

TARV
+ 15*  F  53  Crónico  ‐  <50  <1,70  917  SI 

TARV
+ 16*  F  47  Crónico  ‐  <50  <1,70  534  SI 

TARV
+ 17*  F  43  Crónico  ‐  <50  <1,70  758  SI 

TARV
+ 18*  F  69  Crónico  ‐  <50  <1,70  556  SI 

TARV
+ 19*  F  37  Crónico  ‐  <50  <1,70  564  SI 

a
: Los individuos de la cohorte PHI fueron clasificados de acuerdo a los estadios de Fiebig144. Las siglas PR y PT distinguen a los individuos de la cohorte 
PHI que experimentaron, o no, una caída en sus recuentos de células T CD4+ por debajo de las 350 células/μl en cualquier momento durante el primer 
año p.i.  
b
: Sólo aplicable al grupo de individuos de la cohorte PHI.  

c
:  Versant  HIV‐1  RNA  3.0  assay,  Siemens.  Los  límites  de  detección  negativo  y  positivo  son  50  y  500.000  copias  de  ARN  viral/ml  de  plasma, 
respectivamente (1.7 y 5.7 log10).  
d
: Para  los  individuos de  la  cohorte PHI  los datos  corresponden a  las muestras basales. Para  los pacientes de  los  grupos C, TARV+  y EC,  los datos 
corresponden a los obtenidos al momento de la toma de muestra.  
e
: Respecto a los individuos de la cohorte PHI, se refiere a la ausencia de tratamiento durante el primer año de infección. En relación a los pacientes de 
los grupos C y EC, los datos representan si los pacientes recibieron tratamiento alguna vez. Para los individuos TARV+

, los datos indican si los pacientes 
se encuentran hace al menos 2 años bajo tratamiento antirretroviral con supresión efectiva de la CV plasmática.  
*: Indican pacientes de las que fueron obtenidas muestras de tracto genital femenino. F: femenino. M: masculino. ND: Datos no disponibles. 
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Los resultados presentados en las Partes I  y I I  del presente t rabajo de tesis forman 

parte de un estudio que fue evaluado y aprobado por los com ités de ét ica de las siguientes 

inst ituciones:  el Com ité de Bioét ica y Docencia e I nvest igación del Hospital General de 

Agudos “Dr. Juan A. Fernández”  (Buenos Aires, Argent ina;  protocolo CODEI  201115, 

22/ 09/ 2014)  y el Com ité de Bioét ica de Fundación Huésped (Buenos Aires, Argent ina) . 

Todos los pacientes infectados por HI V-1, y los DSs reclutados en el Hospital General de 

Agudos “Dr. Juan A. Fernández” , firm aron un consent im iento inform ado aceptando 

part icipar del estudio, y las metodologías fueron aplicadas de acuerdo a las guías 

aprobadas. 

I I I .  2. PROCESAMI ENTO DE MUESTRAS DE SANGRE PERI FÉRI CA 

De cada individuo, al momento del reclutam iento, se obtuvo una m uest ra de sangre 

perifér ica (ent re 20 y 80 m l)  en tubos conteniendo ácido et ilendiam inotet raacét ico (EDTA, 

ethylenediam inetet raacet ic acid) . Luego se obtuvieron m uest ras adicionales a una mediana 

de 330 días p.i de aquellos individuos del grupo PHI  que aún no habían iniciado TARV. Las 

muest ras de sangre se cent r ifugaron a 2500 revoluciones por m inuto ( rpm)  durante 10 

m inutos. El plasma así obtenido se separó y conservó a -80°C hasta su ut ilización. Luego, 

PBMCs fueron aisladas mediante una cent r ifugación en gradiente de densidad en Ficoll-

Hypaque (GE Healthcare)  y posteriormente cr iopreservadas en nit rógeno líquido, en una 

solución de suero fetal bovino (SFB, Gibco BRL)  suplem entada con 10%  de dimet ilsulfóxido 

(DMSO, Sigm a-Aldrich) , tom ando todos los recaudos necesarios para conservar su 

viabilidad.  

A todos los individuos HI V+  y los DSs reclutados en el Hospital General de Agudos “Dr. 

Juan A. Fernández” , se les determ inó de forma rut inaria la CV plasmát ica mediante el 

método de ADN ram ificado (branched-DNA Versant  HI V-1 RNA 3.0 assay viral load system , 

Siem ens Healthcare;  lím ite de detección 50 copias de ARN de HI V-1/ m l de plasma)  y el 

recuento de las poblaciones linfocitar ias CD3+ CD4+  y CD3+ CD8+  por citom et ría de flujo 

(sistem a doble plataform a, FACSCanto, BD Biosciences) . 
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Para la realización de los ensayos funcionales, PBMCs de cada individuo fueron 

descongeladas y lavadas dos veces (5 m inutos 1500 rpm)  en medio RPMI -1640 (Gibco BRL)  

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

BRL) , 100 μg/ m l est reptom icina (Gibco BRL) , 10 m M ácido 2- [ 4- (2-hidroxiet il)piperazin-1-

il] etansulfónico (HEPES, Gibco BRL)  (en adelante, m edio RPMI  com pleto)  con el agregado 

de 50 U/ m l de DNAsa I  (Benzonase,  Sigm a-Aldrich) . Las células se resuspendieron en RPMI  

com pleto sin DNAsa a una densidad de 106 células/ m l y se incubaron a 37º C en una 

atm osfera húm eda con 5%  de CO2 durante toda la noche. La viabilidad celular se evaluó 

m ediante el m étodo de exclusión de las células m uertas por t inción con azul t r ipán tanto 

luego del descongelado como de la incubación durante toda la noche. Solamente las 

muest ras con un 95%  de viabilidad celular fueron ut ilizadas para los ensayos. 

I I I .  3. ESTÍ MULOS UTI LI ZADOS EN LOS DI FERENTES ENSAYOS 

I I I .  3. 1. ANTI CUERPOS 

Para la est imulación policlonal de PBMCs descongeladas y la posterior ident ificación por 

citom et ría de flujo de:  ( i)  las subpoblaciones de linfocitos T CD4+  y T CD8+  productores de 

I L-17A e I FN-γ  y ( ii)  células T CD4+  CD161+ ,  se ut ilizó una mezcla de los ant icuerpos ant i-

CD3 y ant i-CD28 (BD Biosciences)  a una concent ración final de 10 ng/ m l cada uno. El 

objet ivo de la ut ilización de estos ant icuerpos es que se realice una act ivación policlonal por 

ent recruzam iento del receptor de células T (TCR, T-cell receptor)  en condiciones que se 

asemejan a lo que ocurre fisiológicamente, a diferencia de los mecanismos de act ivación 

celular inducidos por m itógenos tales como el forbol 12-m ir istato 13-acetato (PMA, phorbol 

m yristate acetate)  que est imula a las células T mediante la act ivación directa de la proteína 

C quinasa (PKC, protein kinase C) 145. 

La est im ulación de células T CD8+  se realizó en presencia de pépt idos específicos (ver 

sección I I I .3.2 a cont inuación)  y de los ant icuerpos co-est im ulator ios ant i-CD28 y ant i-

CD49d (BD Biosciences)  a una concent ración final de 1 μg/ m l cada uno, a fin de potenciar la 

respuesta HI V-específica. 
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I I I .  3. 2. PÉPTI DOS 

Todos los pépt idos empleados se obtuvieron a t ravés del programa de provisión de 

react ivos (AI DS Reference and Reagent  Program )  de los I nst itutos Nacionales de Salud de 

EEUU (NI H, Nat ional I nst itutes of Health) . En aquellos ensayos cuyo objet ivo consist ió en la 

ident ificación de células T CD8+  específicas frente a HI V, se ut ilizaron como est ímulos 

pépt idos correspondientes a las proteínas Gag, Env y Nef de HI V-1. Los pépt idos que se 

ut ilizaron [ HI V-1 PTE (potent ial T-cell epítopes) ]  presentan 15 am inoácidos (aa)  cada uno e 

incluyen a todos los potenciales epítopes de células T descriptos para diferentes variantes 

de HI V-1 circulantes a nivel mundial, perm it iendo maxim izar la detección de respuestas 

posit ivas146.  Los pépt idos se agruparon en 9 m ezclas o pooles:  uno correspondiente a la 

proteína Nef (127 pépt idos) ;  t res pooles que comprenden a la proteína Gag 

(correspondientes a las subunidades p17=  97 pépt idos;  p24=  128 pépt idos y p2p7p1p6=  

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) . Estos pooles 

de pépt idos y las mezclas de los m ismos se ut ilizaron para la est imulación de PBMCs 

descongeladas a una concent ración final de 2 μg/ m l.  

También, se ut ilizó el pool de pépt idos virales CEF (Citom egalovirus, Epstein Barr e 

I nfluenza;  Cytom egalovirus, Epstein Barr and Flu) ,  el cual es una mezcla de pépt idos 

derivados de los m encionados virus147 que se ut ilizó com o cont rol posit ivo a una 

concent ración final de 2 μg/ m l. Este pool de pépt idos es ut ilizado como cont rol posit ivo, ya 

que perm ite maxim izar la detección de células virus-específicas presentes en las muest ras, 

debido a que la mayoría de las personas poseen clones react ivos para al menos uno de los 

t res patógenos (y una buena parte para dos o incluso los t res) .  

Todos los pépt idos liofilizados fueron cuidadosamente resuspendidos en DMSO en una 

concent ración final de 40 μg/ μl,  alicuotados y mantenidos a -20º C hasta su ut ilización. 
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I I I .  3. 3. M I TÓGENOS 

Dos m itógenos “ t radicionales”  fueron ut ilizados en este t rabajo para generar una fuerte 

y rápida act ivación de linfocitos requerida en t res ensayos. Uno de ellos, que perm it ió 

evaluar la capacidad de las células T CD8+  de suprim ir la replicación viral en células T CD4+  

autólogas (VI A) , requiere de la act ivación de las células T CD4+  para opt im izar su posterior 

infección con cepas de laboratorio de HI V-1. Para ello se ut ilizó 1μg/ m l de fitohem aglut inina 

(PHA, phytohem agglut inin, Sigm a-Aldrich) .  Además, la est imulación combinada con 10 

ng/ m l de PMA (Sigma-Aldrich)  y 500 ng/ m l de ionom icina (Sigma-Aldrich)  se ut ilizó com o 

segundo cont rol posit ivo en los ensayos de est im ulación de PBMCs para la detección de 

células HI V-específicas mediante citom et ría de flujo, a fin de observar la m áxim a producción 

de citoquinas. Este est ímulo tam bién fue ut ilizado para conseguir una fuerte y rápida 

act ivación de CMCs ext raídas de citocepillos endocervicales, a fin de m axim izar su 

producción de citoquinas las cuales serían posteriormente cuant ificadas en el sobrenadante 

de los cult ivos. 

I I I .  4. MARCACI ONES CELULARES Y ANÁLI SI S POR CI TOMETRÍ A DE FLUJO 

I I I .  4. 1. PROCEDI MI ENTO GENERAL Y REACTI VOS UTI LI ZADOS  

El fenot ipo y la funcionalidad de las diferentes subpoblaciones de células T evaluadas en 

el presente t rabajo fueron caracterizadas mediante el m arcado de moléculas de superficie, 

int racelulares e int ranucleares, por citometría de flujo. Para ello, PBMCs descongeladas 

(como se describió en la sección I I I .2)  se dispensaron en placas de 96 pocillos con fondo en 

U a una densidad de 5x105 a 106 células/ pocillo dependiendo del ensayo y la disponibilidad 

de muest ra. Luego de los períodos de est imulación, en los casos en los que correspondía, 

las células fueron t raspasadas a placas de 96 pocillos de fondo en V para la realización de 

las m arcaciones. Todos los ant icuerpos ut ilizados en el t rabajo, tanto los específicos 

conjugados a fluorocrom os, com o los isot ipos y los co-est im ulatorios, fueron obtenidos de la 

empresa BD Biosciences.  Los fluoróforos ut ilizados fueron los siguientes:  isot iocianato de 

fluoresceína (FI TC, fluorescein isothiocyanate) , ficoerit r ina (PE, phycoerythrin) , proteína 
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I I I .  4. 3. ENSAYOS REALI ZADOS PARA LA I DENTI FI CACI ÓN DE LAS DI FERENTES SUBPOBLACI ONES 

LI NFOCI TARI AS DE I NTERÉS  

A cont inuación se describen detalladam ente los protocolos y análisis de datos 

part iculares de cada uno de los ensayos realizados en este t rabajo de tesis. 

I I I .4.3.1. I dent if icación de células T CD4 +  y T CD8 +  productoras de I L- 1 7 A e I FN- γ 

t ras una est im ulación policlonal 

Las células Th17 (definidas com o CD4+  I L-17+ )  fueron ident ificadas mediante una 

marcación int racitoplasmát ica luego de 6 horas de incubación a 37°C en atmosfera húmeda 

con 5%  de CO2 en presencia de una mezcla de los ant icuerpos ant i-CD3 y ant i-CD28 (10 

ng/ m l cada uno)  junto al inhibidor del t ransporte int racelular m onensina (0.7 μl/ m l;  

GolgiStop, BD Biosciences) .  Este ensayo perm it ió, adicionalmente, la detección simultánea 

de las siguientes subpoblaciones de células T efectoras:  Th1 (CD4+  I FN-γ+ ) , Tc17 (CD8+  I L-

17+ )  y Tc1 (CD8+  I FN-γ+ ) .  La marcación de superficie consist ió en la incubación durante 30 

m inutos a 4º C en oscuridad con una m ezcla conteniendo el m arcador de exclusión vital, 

ant i-CD3-PE-Cy7, ant i-CD4-PerCP y ant i-CD8-APC. Luego de realizar dos lavados con 

solución tam ponada de fosfato (PBS, phosphate buffer saline)  se procedió a la f ijación y 

permeabilización simultánea, mediante la ut ilización de la solución comercial provista en el 

kit  Cytofix/ Cytoperm  (BD Biosciences) , incubando 20 m inutos a 4º C en oscuridad. 

Finalmente, se realizaron dos lavados con la solución comercial de lavado Perm  Wash,  la 

cual preserva la permeabilidad de las células, para la posterior marcación 

int racitoplasmát ica de citoquinas con una mezcla conteniendo ant i- I L-17A-PE y ant i- I FN-γ–

FI TC, durante 30 m inutos a 4º C en oscuridad. Finalmente, las células fueron lavadas dos 

veces,  fij adas en paraformaldehído (PFA)  al 0,5%  y guardadas a 4°C (por no m ás de 24 

horas)  hasta su adquisición en el citómetro de flujo. 

Durante la etapa de análisis, en primer lugar se aplicó la est rategia de gat ing inicial, 

com ún a todos los ensayos, descripta detalladam ente en la sección I I I .4.2.  (Figura 11) .  

Finalm ente, para la selección de las células Th17 (así com o tam bién de las subpoblaciones 

Th1, Tc17 y Tc1)  se const ruyeron los correspondientes dot  blots [ CD4 (o CD8)  vs. I L-17 (o 
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que perm ite realizar la intersección matemát ica de los gates seleccionados, determ inando 

de form a precisa y autom át ica la población doble posit iva CD25+  FoxP3+ .  Para cada m uest ra 

se ut ilizaron los isot ipos conjugados a APC y PE con el fin de ident if icar de forma precisa las 

poblaciones negat ivas para los marcadores CD25 y FoxP3, respect ivamente (Figura 13) . 

I I I .4.3.3. Evaluación de los nive les de act ivación inm une celu lar  

Los niveles de act ivación inm une se definieron com o el porcentaje de células T CD4+  o 

CD8+  dobles posit ivas para los marcadores CD38 y HLA-DR. Para ello, alícuotas de PBMCs 

fueron m arcadas durante 30 m inutos a 4º C en oscuridad con una m ezcla conteniendo el 

marcador de exclusión vital,  ant i-HLA-DR-FITC, ant i-CD4-PerCP, ant i-CD38-APC, ant i-CD3-

PE-Cy7 y ant i-CD8-PE. Luego de la incubación, las células se lavaron dos veces con PBS, se 

fij aron con PFA al 0,5%  y se guardaron a 4°C en oscuridad (p or un máximo de 24 horas)  

hasta su adquisición en el citómet ro de flujo. 

Para el análisis, nuevamente se aplicó la est rategia de gat ing inicial mencionada en las 

secciones previas, seguida de la confección de dot  plots de CD4 o CD8 vs. CD38 y HLA-DR. 

Para cada muest ra se incluyó un cont rol de isot ipos ut ilizando ant icuerpos inespecíficos 

conjugados a los fluorocrom os FI TC y APC para determ inar de forma fehaciente las 

poblaciones negat ivas para los marcadores HLA-DR y CD38, respect ivam ente. Asim ism o, se 

ut ilizó la herram ienta “ derived gate”  disponible en el software FACSDiva para determ inar 

autom át icam ente las poblaciones doble posit ivas CD38+  HLA-DR+  (de m odo sim ilar a lo 

ilust rado para la detección de células Treg) . 

I I I .4.3.4. I dent if icación de la  subpoblación de células T CD4 +  CD1 6 1 + , precursoras de 

células Th1 7  que m igran a intest ino, t ras una est im ulación policlona l 

En la Parte I I  de este t rabajo de tesis, en función de la cant idad máxima de fluoróforos 

que podían ser evaluados simultáneamente y de la disponibilidad de muest ra, una parte de 

las células est imuladas para la determ inación de células Th17 se ut ilizaron para la 

ident ificación de células T CD4+  CD161+  m ediante una m arcación de superficie t ras una 

est imulación policlonal idént ica a la descripta en la sección I I I .4.3.1.  La marcación de 

superficie consist ió en la incubación durante 30 m inutos a 4º C en oscuridad con una m ezcla 
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conteniendo el m arcador de exclusión vital, ant i-CD3-PE-Cy7, ant i-CD4-PerCP y ant i-

CD161-APC. Luego, las células fueron lavadas dos veces,  fij adas en PFA al 0,5%  y 

guardadas a 4°C (por no más de 24 horas)  hast a su adquisición en el citómet ro de flujo. 

Para el análisis, luego de aplicar la est rategia de gat ing inicial,  se realizó un dot  plot  de 

CD4 vs. CD161. Para cada m uest ra se incluyó un cont rol de isot ipo ut ilizando un ant icuerpo 

inespecífico conjugado al fluorocrom o APC para determ inar de forma fehaciente la población 

negat iva para el marcador CD161. 

I I I .4.3.5. Evaluación de la  polifunciona lida d de la  población celular  T CD8 +  específ ica 

frente a  HI V- 1 : capacidad de degranulación ( expresi ón de los m arcadores CD1 0 7 A/ B  

en m em brana)  y secreción sim ultánea de I FN- γ 

Se evaluó la capacidad de células T CD8+  HI V-específicas de secretar I FN-γ y degranular 

(evidenciado por la m ovilización de los m arcadores de gránulos citotóxicos CD107A/ B)  

simultáneamente, luego de su est imulación con pépt idos de HI V como ha sido previamente 

publicado61.  Brevem ente, a fin de proceder con la est imulación de las células, en cada 

pocillo se agregaron ant icuerpos co-est imulatorios (ant i-CD28 y ant i-CD49d, 1 μg/ m l) , 

m onensina (0,7 μl/ m l) , brefeldina A (10 μg/ m l;  Sigm a-Aldrich)  y una m ezcla de los pooles 

de pépt idos de HI V (2 μg/ m l) . Luego se agregó una mezcla de ant icuerpos ant i-CD107A-

FI TC y ant i-CD107B-FI TC. Se procedió a incubar las células durante 6 horas a 37°C en 

atm osfera húm eda con 5%  de CO2.  Luego de interrumpir la est imulación mediante el lavado 

de las células, se procedió al marcado de las m oléculas de superficie con una m ezcla 

conteniendo el m arcador de exclusión vital,  ant i-CD3-PerCP y ant i-CD8-APC. El m arcado se 

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

PBS, se fijaron y permeabilizaron ut ilizando las soluciones comerciales contenidas en el kit  

Cytofix/ Cytoperm  previamente descriptas. Finalizada la fijación y permeabilización, las 

células se lavaron 2 veces ut ilizando la solución comercial Perm  Wash y se procedió al 

m arcado int racelular con I FN-γ-PE-Cy7 (30 m inutos, 4º C, en oscuridad) . Luego, las células 

se lavaron 2 veces con Perm  Wash,  se fij aron con PFA al 0,5%  y se guardaron a 4°C (por no 

más de 24 horas)  hasta su adquisición en el citómetro de flujo. 
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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 imán y se 

respuspendieron las células en solución S,  se colocó nuevamente el tubo en el imán y se 

realizó el procedim iento dos veces más a modo de lavado. La fracción depletada de células 

CD4+  fue nuevamente somet ida a separación magnét ica para recuperar las células CD8+ .  

Para ello, se procedió de la m isma manera m encionada para las células CD4+  pero 

ut ilizando un ant icuerpo monoclonal ant i-CD8 (BD Biosciences)  que también se encuent ra 

conjugado a nanopart ículas m agnét icas. La primera 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 1 μg/ m l de PHA (Sigm a-Aldrich)  y se cult ivaron durante 3 

días a 37º C en una atmosfera húmeda con 5%  de CO2.  Las células CD8+  recuperadas fueron 

cult ivadas en medio RPMI  completo durante 3 días, en las m ismas condiciones. Pasados los 

3 días, ambas 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 

laborator io previamente t ituladas:  la cepa HI V/ LAI  (cepa con t ropismo X4)  y la cepa 

HI V/ BAL (cepa con t ropism o R5) . La infección se realizó a una mult iplicidad de infección 

(moi)  de 0,001 y en un volumen final de 100 μl.  Para una mejor eficiencia de infección, se 

somet 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 osfera húm eda con 5%  de CO 2.  Finalizada la adsorción, se realizaron dos 

lavados y se cult ivaron las células en medio RPMI  completo suplem entado con 10 U/ m l de 

I L-2 (BD Biosciences)  durante 7 días a 37º C en una atmosfera húmeda con 5%  de CO2.  Al 

tercer día p.i, se reemplazó la m itad del sobrenadante de los co-cult ivos por medio fresco. 

Al día siete p.i,  se recolectaron los sobrenadantes y se evaluó la replicación viral mediante 

la cuant ificación de ant ígeno p24 en sobrenadante por la técnica de ELI SA (Vironost ika kit  

de ant ígeno p24 para HI V-1;  bioMérieux) ] ,  siguiendo las inst rucciones del fabricante. 

Para cada sujeto se incluyó un cont rol negat ivo (células CD4+  sin infectar)  y un cont rol 

de 100%  de producción viral (células CD4+  infectadas sin el agregado de células efectoras 
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disgregando el m ucus presente. En caso de contener cant idades excesivas de m ucus, 

células epiteliales y/ o restos de tej ido, fueron adicionalmente filt radas con un filt ro de 100 

μm (BD Biosciences) . Finalmente, se descartaron los citocepillos y se realizó una 

cent r ifugación durante 10 m inutos a 1500 rpm para obtener el pellet  de CMCs. Las células 

fueron resuspendidas en medio de t ransporte suplementado con 10%  de SFB (medio 

completo) , contadas mediante la ut ilización del colorante de exclusión vital azul t r ipán y 

ajustada su concent ración a 1-2x105 CMCs/ 200 μl ( según la disponibilidad de células)  para 

su inmediata ut ilización.  138,152 

I I I .  7. 3. DETECCI ÓN DE CI TOQUI NAS CARACTERÍ S TI CAS DE LOS PERFI LES CELULARES TH1 7  Y TREG 

EN SOBRENADANTES DE CMCS ESTI MULADAS  

Se m idieron los niveles de las citoquinas característ icas de cada perfil a fin de tener una 

est imación de la funcionalidad de las células Th17 y Treg presentes ent re las CMCs aisladas 

de los citocepillos. Para ello, las CMCs obtenidas y resuspendidas fueron plaqueadas en 

placas de 96 pocillos de fondo en U, en una cant idad de 2x105 a 105 CMCs por pocillo en 

200 μl,  dependiendo de la disponibilidad de células. Posteriormente se les agregó 5 μl de 

una m ezcla concent rada 40 veces de PMA/ I onom icina (concent ración final en el pocillo 10 

ng/ m l y 500 ng/ m l, respect ivamente)  y fueron incubadas durante 8 horas a 37°C en 

atm osfera húm eda con 5%  de CO2. Una vez finalizado el período de incubación, la placa fue 

cent r ifugada 3 m inutos a 4000 rpm  y los 200 μl de sobrenadante así separados se 

guardaron a -80º C hasta su ut ilización. 

I I I .7.3.1. Cuant if icación de I L- 1 7 A, I L- 1 7 F, I L- 2 1  e I L- 1 0  m ediante una m at r iz de 

nanopart ículas f luorescentes acopla das a ant icuerpos específ icos ( CBA, cytokine 

bead array, BD Biosciences)  

El ensayo de CBA perm ite el análisis de m últ iples analitos en una m isma m uest ra, 

resultando de gran ut ilidad cuando se dispone de una cant idad pequeña o lim itada de 

sobrenadante, maxim izando la cant idad de proteínas que pueden ser detectadas en un 

volumen m ínimo (ent re 25 y 50 μl) .  El pr incipio del ensayo ( ilust rado en la Figura 18)  se 

basa en:  1 )  la propiedad de las nanopart ículas que pueden ser individualizadas mediante 
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CMCs fueron descongelados, clar ificados de posibles remanentes de debris celular mediante 

una cent r ifugación a 14000 rpm  durante 30 segundos, t raspasados a tubos nuevos y 

conservados en oscuridad a tem peratura am biente hasta su ut ilización;  3 )  se realizó la 

dilución y mezcla de las nanopart ículas de captura (concent ración inicial 50X) , ut ilizando el 

diluyente comercial.  Se mezclaron 25 μl de nanopart ículas de captura 1X de cada uno de los 

sets por cada muest ra a analizar y la mezcla se dejó reposar 15 m inutos a temperatura 

am biente en oscuridad;  4 )  se realizó la dilución y mezcla de los ant icuerpos de detección 

(concent ración inicial 50X) , ut ilizando el diluyente comercial.  Se mezclaron 25 μl de los 

ant icuerpos de detección 1X de cada uno de los sets por cada muest ra a analizar y se 

conservó esa mezcla a temperatura ambiente en oscuridad hasta su ut ilización. 

Una vez preparadas todas las m ezclas de react ivos, standards y las m uest ras, se 

sem braron 25 μl de las diluciones de la m ezcla de standards y de cada sobrenadante en 

pocillos de una placa de 96 pocillos de fondo en U. A cont inuación se agregaron 25 μl de la 

mezcla de nanopart ículas de captura a cada pocillo, se homogeneizó e incubó durante 1 

hora a tem peratura am biente. Posteriorm ente se agregaron 25 μl de la mezcla de 

ant icuerpos de detección a cada pocillo, se homogeneizó y se incubó por 2 horas m ás a 

tem peratura am biente. Finalm ente, se realizó un lavado m ediante el agregado de 125 μl de 

la solución de lavado comercial, posterior cent r ifugación de la placa durante 3 m inutos a 

4000 rpm  y descarte del sobrenadante. Una vez resuspendidas en 300 μl de solución de 

lavado, las muest ras fueron adquir idas en un citómet ro de flujo FACSCanto I  (BD 

Biosciences)  y posteriormente analizadas mediante la ut ilización del software específico 

FCAP Array  (BD Biosciences) . Este software ut iliza los archivos exportados del citómet ro de 

flujo y realiza automát icamente las curvas de calibración de cada analito, arrojando los 

valores finales de concent ración de cada citoquina en tablas. La calibración del inst rumento 

se realizó en cada día de determ inación mediante la ut ilización de nanopart ículas dest inadas 

a tal fin siguiendo las inst rucciones del fabricante. 
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I I I .  7. 4. DETECCI ÓN DE CI TOQUI NAS PROI NFLAMATO RI AS EN SOBRENADANTE DE HI SOPADOS 

EXOCERVI CALES  

I I I .7.4.1. Cuant if icación sim ultánea de seis m ediadores solubl es en m uest ras de 

exocervix  m ediante la  técnica de CBA 

Con el fin de obtener el perfil inflam atorio en mucosa cervical de las pacientes incluidas 

en la Parte I I  de la tesis, se cuant ificaron citoquinas proinflam atorias en los sobrenadantes 

obtenidos a part ir  del procesam iento de los hisopados exocervicales. Para ello se recurr ió a 

la técnica de CBA previam ente descripta (ver sección I I I .7.3.1)  que perm it ió determ inar 

múlt iples analitos en cada muest ra mediante un solo ensayo. Para ello se ut ilizó un kit  

comercial (CBA Human I nflamm atory Cytokines Kit , BD Biosciences)  especialm ente 

diseñado para detectar la combinación de las siguientes seis citoquinas:  I L-8, I L-1β,  I L-6, 

I L-10, TNF y la subunidad p70 de I L-12. Tanto el protocolo para la cuant ificación de estos 

mediadores inflamatorios como la metodología de análisis y la calibración del citómet ro de 

flujo, son idént icos a lo detallado en la sección anterior. 

I I I .7.4.2. Cuant if icación de proteínas tota les en m uest ras de hisopado de exocervix  

m ediante e l ensayo de ácido bicinconínico ( BCA, bicinchoninic acid)  

Con el fin de determ inar la concent ración de proteínas totales en los sobrenadantes 

obtenidos a part ir  del procesam iento de los hisopados exocervicales de las pacientes 

incluidas en la Parte I I  de la tesis, se ut ilizó el kit  comercial Micro BCA Protein Assay 

(Therm o Scient ific)  de acuerdo a las inst rucciones del fabricante. Brevemente, los 

sobrenadantes de hisopados exocervicales fueron descongelados y clar ificados de posibles 

remanentes de debris m ediante una cent r ifugación durante 15 segundos a 14000 rpm, y se 

prepararon las diluciones apropiadas. Se realizó la curva estándar mediante diluciones 

seriadas a part ir  de una solución madre de la proteína BSA contenida en el kit  ( rango de la 

curva:  0.5-200 μg/ m l) .  Luego se preparó la mezcla de solución de t rabajo con BCA de la 

siguiente form a:  25 partes de react ivo A,  24 partes de react ivo B y 1 parte de react ivo C 

( todas soluciones comerciales) . Finalm ente se dispusieron 150 μl de las m uest ras y las 

diluciones de standard por duplicado en placas de 96 pocillos de fondo plano, se les agregó 
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150 μl por pocillo de la solución de t rabajo con BCA y se incubó durante 60 m inutos a 60º C 

en un incubador ET 5 (Werfen Medical) .  Al finalizar este período se dejó que la placa llegara 

a tem peratura am biente durante 10 m inutos en oscuridad y posteriormente fue leída en un 

lector Mult iskan GO (Therm o Scient ific)  a 562 nm. 

I I I .  8. ANÁLI SI S ESTADÍ STI CO 

Los análisis estadíst icos fueron realizados ut ilizando el programa Graph-Pad Prism  5 

(Graph-Pad Software) . Todos los datos excepto el Log10 de la CV se analizaron ut ilizando 

test  estadíst icos no paramét r icos. Se ut ilizaron las pruebas de Kruskal-Wallis seguida de la 

prueba a posterior i de Dunn,  Mann-Whitney y  Wilcoxon de dos colas para realizar las 

comparaciones de las variables ent re y dent ro de los grupos, respect ivam ente. Para todas 

las correlaciones se aplicó la prueba de correlación de Spearm an.  Todas las pruebas fueron 

consideradas estadíst icamente significat ivas cuando el valor de p obtenido era m enor a 

0.05. 



 

 

I V.  RESULTADOS 
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I V. 1. PARTE I : ESTUDI O DE LAS SUBPOBLACI ONES TH1 7 , T REG Y SU BALANCE EN 

MUESTRAS DE SANGRE PERI FÉRI CA DURANTE LA I NFECCI ÓN 

AGUDA/ TEMPRANA POR HI V- 1  Y SU RELACI ÓN CON LA RESPU ESTA T 

ANTI VI RAL PROTECTI VA 

I V. 1. 1. CARACTERÍ STI CAS DE LOS I NDI VI DUOS HI V+  SELECCI ONADOS  

Los diferentes grupos de indiv iduos HI V+  seleccionados para realizar esta parte del 

estudio fueron:  un grupo de 40 personas diagnost icadas durante la infección 

aguda/ tem prana o PHI  (durante la seroconversión o dent ro de los primeros 6 meses desde 

la fecha est imada de infección, el 95%  de ellos corresponden a los estadios de Fiebig V y 

VI 144) ,  17 individuos crónicamente infectados que se encont raban en estadios avanzados de 

la enfermedad (Crónicos) , y un grupo de 13 pacientes infectados definidos com o ECs. Los 

dos últ im os grupos mencionados se incluyeron como grupos cont rol con el objet ivo de 

comparar los diferentes parámetros evaluados en relación a lo que ocurre en la cohorte de 

PHI . Todos los indiv iduos reclutados eran naïve de TARV al momento de recolección de la 

muest ra, lo cual perm it ió evaluar lo que ocurre durante la historia natural de la infección 

(una descripción detallada de los cr iter ios de inclusión de los pacientes de cada grupo se 

puede consultar en la sección I I I .1 de Materiales y Métodos) . 

Una descripción de las característ icas de los diferentes grupos de individuos infectados 

se resume en la Tabla 2.  Dent ro de la cohorte de PHI , la mediana ( I Q, rango intercuart il o 

interquart ile range)  del t iempo est imado p.i fue de 75 días [ (50-120)  días;  m om ento en el 

cual se obtuvo la muest ra basal] , m ient ras que la mediana del t iempo de toma de la 

muest ra de seguim iento al año fue de 330 días [ (300-360)  días] . Para algunos análisis, los 

individuos PHI  fueron divididos en dos sub-grupos considerando si sus recuentos de células 

T CD4+  caían, o no, por debajo de las 350 células/ μl,  en cualquier mom ento durante el 

pr imer año p.i, llamados progresores rápidos (PRs)  y t ípicos (PTs) , respect ivam ente. Al 

comparar estos sub-grupos, se hallaron diferencias a nivel basal:  los progresores t ípicos 

evidenciaron tanto mayores recuentos de células T CD4+  (p< 0.0001)  com o relación 

CD4/ CD8 (p< 0.0001) . Am bas determ inaciones const ituyen parámetros bien establecidos de 
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seguim iento de la enfermedad, y por lo tanto m ayores valores se relacionan directam ente 

con un mejor estado clínico del paciente. 

  

Tabla 2. Características de los individuos infectados por HIV‐1 reclutados para la Parte I 

Grupo 
Muestra 

(nº de 
individuos) 

Estimación de 
los dpia, 
mediana (IQ) 

Edad (años), 
mediana (IQ) 

Log10CV
b
, 

media±DS 

Recuento de 
células T CD4c,
mediana del nº de 
células/μl (IQ)

Recuento de 
células T CD8c, 
mediana del nº de 
células/μl (IQ) 

Relación 
CD4/CD8, 
mediana (IQ) 

Cohorte 
PHI 

Basal 
(n=40)  75 (50‐120)  32 (23‐37)  4.52±1.10  577 (388‐681)  1099 (767‐1593)  0.50 (0.27‐0.79) 

Año 
(n=22)  330 (300‐360)  ‐‐‐  4.27±0.84  480 (396‐660)  845 (594‐1200)  0.57 (0.35‐0.91) 

PHI PRs 

Basal 
(n=11)  55 (30‐98)  37 (27‐40)  4.98±0.85  282 (222‐379)  1324 (930‐1771)  0.23 (0.12‐0.33) 

Año 
(n=5)  300 (230‐370)  ‐‐‐  4.01±1.14  316 (178‐358)  961 (540‐1219)  0.27 (0.25‐0.41) 

PHI PTs 

Basal 
(n=29)  90 (60‐120)  30 (23‐36)  4.35±1.14  603 (515‐741)  1021 (634‐1420)  0.60 (0.40‐0.87) 

Año 
(n=17)  330 (300‐360)  ‐‐‐  4.34±0.63  575 (443‐680)  769 (592‐1217)  0.70 (0.44‐0.94) 

Ecs  ≥ 5 años 
(n=13)  ‐‐‐  37 (33‐44)  < 1.70  599 (559‐894)  618 (287‐802)  1.54 (0.61‐2.38) 

Crónicos  ≥ 3 años 
(n=17)  ‐‐‐  34 (25‐36)  4.71±0.70  141 (11‐395)  1009 (540‐1265)  0.19 (0.03‐0.37) 

PHI:  cohorte  de  individuos  de  infección  aguda/temprana.  PRs:  progresores  rápidos.  PTs:  progresores  típicos.  ECs:  controladores  elite.  dpi:  días  post‐
infección. CV: carga viral. IQ: rango intercuartil. DS: desvío standard. PRs y PTs distinguen individuos de la cohorte PHI que tuvieron recuentos de células T
CD4

+ por debajo o encima de 350 células/μl durante el primer año post‐infección, respectivamente. 
a
: En pacientes sintomáticos, se estimó como 14 días anteriores a la aparición de los síntomas. En pacientes asintomáticos, se estimó como el punto medio

entre la última determinación negativa y la primer determinación positiva o un mes anterior a la fecha de un WB indeterminado o negativo143
. 

b
: Versant HIV‐1 RNA 3.0 assay, Siemens. Los límites de detección negativo y positivo son 50 y 500.000 copias de ARN viral/ml de plasma, respectivamente

(1.7 y 5.7 log10). 
c
: Citometría de flujo doble plataforma, FACSCanto, BD Biosciences. 

Además, la media del Log10 de la CV de los individuos con progresión rápida evidenció 

una tendencia a ser mayor a la observada en progresores t ípicos (p= 0.0713) . Al año p.i. se 

observaron las m ism as tendencias, aunque en este caso los análisis deben ser interpretados 

con cautela debido a la lim itación impuesta por el bajo número de muest ras de progresores 

rápidos obtenidas al año p.i (debido a que la mayoría de los indiv iduos de progresión rápida 

ya se encont raban bajo t ratam iento, mot ivo por el cual fueron excluidas de estos análisis) . 

Todos los individuos de la cohorte PHI  ( tanto a nivel basal como al año p.i) ,  evidenciaron 

m ayores recuentos de células T CD4+  y relación CD4/ CD8 com parados con los Crónicos 

(valores de p< 0.001) . Tal como se esperaba, los ECs preservan sus recuentos de células T 

CD4+  en relación a los Crónicos (p< 0.001)  y poseen una m ayor relación CD4/ CD8 
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comparados tanto con los Crónicos (p< 0.001)  como con los individuos de la cohorte PHI  

( tanto a nivel basal como al año p.i;  valores de p< 0.03) . 

I V. 1. 2. LA RELACI ÓN TH1 7 / TREG SE ENCUENTRA DI SMI NUI DA DESDE TI EMPOS TEMPRANOS  POST-

I NFECCI ÓN ,  MI ENTRAS QUE LAS FRECUENCI AS DE CÉLULAS TREG Y TH1 7  SE ENCUENTRAN 

SEVERAMENTE ALTERADAS EN ESTADÍ OS  AVANZADOS DE LA I NFECCI ÓN POR HI V- 1  EN 

COMPARACI ÓN A LO OBSERVADO EN I NDI VI DUOS HI V -  

El primer objet ivo del presente estudio consist ió en analizar los cambios que ocurren 

tanto en la subpoblación de células Th17 como en la relación Th17/ Treg durante la infección 

aguda/ temprana, cont rastando estas variaciones con las observadas en DSs y en pacientes 

crónicamente infectados en estadios avanzados de la enfermedad, definidos com o Crónicos, 

e individuos capaces de cont rolar naturalmente la infección, catalogados como ECs. 

La Figura 19A muest ra que la mediana del porcentaje ( I Q)  de células Th17 presentes en 

los individuos de la cohorte PHI  ( tanto en la muest ra basal como en la de seguim iento al 

año p.i.)  resultó significat ivamente mayor en comparación a lo que se observa en el grupo 

de Crónicos [ 0.17%  (0.06-0.35)  a nivel basal y 0.07%  (0.05-0.22)  al año p. i en PHI s vs. 

0.03%  (0.01-0.07)  en Crónicos;  valores p 0.0002 y 0.0145, respect ivam ente] . Dent ro de la 

cohorte de infección aguda/ tem prana, se observó una tendencia a la dism inución de los 

niveles de Th17 a medida que la infección avanza [ 0.17%  (0.06-0.35)  a nivel basal vs. 

0.07%  (0.05-0.22)  al año p.i;  p= 0.11] ;  sin em bargo, estas diferencias no alcanzaron la 

significancia estadíst ica debido, probablemente, a la gran dispersión de los datos obtenidos. 

Es interesante destacar que no fueron halladas diferencias significat ivas ent re las muest ras 

basales de los individuos PHI  y lo observado tanto en DSs [ 0.14%  (0.07-0.28) ]  com o en 

ECs [ 0.11%  (0.07-0.15) ] . Como se esperaba, los Crónicos evidenciaron los niveles m ás 

bajos de células Th17. Cuando los m ismos análisis fueron realizados ut ilizando los valores 

de recuentos absolutos de células Th17 (número de células/ μl)  los resultados hallados 

fueron sim ilares a los descriptos anteriormente. 

En cont raste a lo observado en la subpoblación de células Th17, en el com part im ento de 

las células Treg se observó que el porcentaje resultó mayor en el grupo de indiv iduos 
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respecto a lo observado en el grupo de ECs [ 0.11 (0.06-0.18) ;  p= 0.0054]  y la cohorte PHI  

tanto a nivel basal [ 0.18 (0.08-0.30) ;  p= 0.0004]  como al año p.i [ 0.12 (0.03-0.22) ;  

p= 0.0058] . En relación a la cohorte de PHI , tanto a t iempos tempranos como tardíos p.i, la 

relación Th17/ Treg resultó significat ivamente menor respecto a lo observado en DSs, 

evidenciando que la proporción ent re estas dos subpoblaciones se ve afectada 

tem pranam ente en la infección por HI V. 

En resum en, los resultados descriptos anteriormente indican que la infección por HI V 

t iene un impacto negat ivo sobre la relación Th17/ Treg desde t iempos muy cortos p.i, incluso 

en individuos capaces de cont rolar naturalmente la infección (ECs) . También se pudo 

corroborar que las frecuencias de células Th17 y Treg se encuent ran severamente alteradas 

en pacientes crónicam ente infectados que se encuent ran en estadios avanzados de la 

enferm edad. 

I V. 1. 3. LOS NI VELES BASALES DE CÉLULAS TH1 7  SE CORRELACI ONAN TANTO CON LA ACTI VACI ÓN 

I NMUNE DE CÉLULAS T  CD8 +  COMO CON LA TASA DE PROGRESI ÓN A LA ENFERMEDAD  

La act ivación inmune const ituye un evento característ ico en la infección por HI V, y ha 

sido reportado que ocurre desde t iem pos tem pranos p.i153,  por lo tanto el siguiente objet ivo 

del presente t rabajo consist ió en analizar la relación ent re la act ivación inmune y las 

subpoblaciones Th17 y Treg a t iem pos tem pranos (75 días p.i)  de la infección por HI V, 

comparando individuos que evidencian dist intas tasas de progresión y deterioro de su 

sistema inmunitar io. 

En prim er lugar, se com pararon tanto las proporciones como los recuentos de células 

Th17 presentes en las m uest ras basales de los individuos de la cohorte PHI  con un rápido 

deterioro de su sistema inmune (PRs)  en comparación con aquellos individuos cuyo pat rón 

de progresión era t ípico (PTs) . Así, se evidenció una tendencia a menores proporciones de 

células Th17 en progresores rápidos [ 0.13%  (0.04-0.25)  vs. 0.22%  (0.06-0.40)  en PTs;  

p= 0.13;  Figura 20A eje y izquierdo] , para los cuales también se detectaron menores 

recuentos absolutos de células Th17 a nivel basal [ 0.33 (0.10-0.63)  células/ μl vs. 1.47 

(0.40-3.14)  células/ μl en PTs;  p= 0.0040;  Figura 20A eje y derecho] . 
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Tam bién se pudo corroborar que, com o se esperaba, la infección por HI V resulta en 

altos niveles de act ivación de células T CD8+  desde t iem pos tem pranos p.i.  [ 15.2%  (7.1-

30.6)  en muest ras basales de la cohorte PHI ]  en com paración tanto con ECs [ 8.2%  (3.2-

12.8) ;  p= 0.0460]  como con los valores normales hallados en DSs [ 0.38%  (0.18-2.19) ;  

p= 0.0007;  Figura 20D] .  Al año p.i. ,  aunque no se encont raron diferencias significat ivas, los 

niveles de act ivación inm une m ost raron una tendencia a dism inuir [ 6.5%  (3.2-11.3)  en 

muest ras de un año p.i.] .  

Los resultados de esta sección indican que, no solo los individuos Crónicos sino también 

los ECs poseen m ayores niveles de act ivación inmune en comparación a los DSs (Figura 

20D) , en concordancia con su dism inución en la relación Th17/ Treg (Figura 19C) . 

I V. 1. 4. LA PRESERVACI ÓN DE LA SUBPOBLACI ÓN DE CÉLULAS TH1 7  SE CORRELACI ONA 

POSI TI VAMENTE CON MEJORAS EN LOS PARÁMETROS DE SEGU I MI ENTO DE LA I NFECCI ÓN Y 

PROGRESI ÓN A LA ENFERMEDAD ,  MI ENTRAS QUE LOS N I VELES DE CÉLULAS TREG SE 

CORRELACI ONAN CON MAYORES CARGAS VI RALES Y ACTI VACI ÓN DE CÉLULAS T  CD8 +  

El siguiente objet ivo consist ió en analizar las correlaciones ent re las subpoblaciones de 

células Th17 y Treg con variables de seguim iento de la infección y progresión a la 

enferm edad en los diferentes grupos de individuos. Con el fin de realizar un análisis m ás 

exhaust ivo de la subpoblación Th17, no solo se determ inaron su frecuencia y núm eros 

absolutos, sino que adicionalmente se evaluó la I MFr de I L-17 y los niveles de I L-17 

plasmát icos (como parámet ros de funcionalidad de la subpoblación de células Th17) . 

Al analizar las muest ras basales de los individuos de la cohorte PHI , se observó una 

correlación posit iva ent re los niveles de células Th17 y los recuentos de células T CD4+  

(p= 0.0091 r= 0.4288;  Figura 21A) , en concordancia con la correlación directa ent re los 

niveles plasmát icos de I L-17 y los recuentos de células T CD4+  (p= 0.0308 r= 0.4960;  Figura 

21B) . Es interesante destacar la correlación posit iva hallada ent re el porcentaje de células 

Th17 y los niveles plasmát icos de la β-quim ioquina MDC (del inglés, m acrophage-derived 

chem okine;  p= 0.0101 r= 0.5747;  Figura 21C) , reforzada a su vez por ot ra correlación 

posit iva ent re esta quim ioquina con la I MFr de I L-17 (p= 0.0361 r= 0.4964;  Figura 21D) . 
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I V. 1. 6. LA FUNCI ONALI DAD DE LAS CÉLULAS TH1 7  Y LA RELACI ÓN TH1 7 / TREG DETECTADAS A 

TI EMPOS TARDÍ OS POST - I NFECCI ÓN TAMBI ÉN I NFLUENCI AN LA  CALI DAD DE LAS RESPUESTAS 

T  CD8 +  ESPECÍ FI CAS FRENTE A HI V- 1  

A cont inuación, se analizaron, dent ro de la cohorte de individuos PHI , las posibles 

relaciones ent re:  los niveles de células Th17, su funcionalidad ( I MFr de I L-17)  y la relación 

Th17/ Treg con la funcionalidad de las células T CD8+  HI V-específicas a t iempos tardíos p.i. 

La importancia de evaluar la act ividad ant iviral ex vivo mediante el ensayo de VI A se ve 

reflejado por reportes previos que han demostrado que este parámetro puede predecir la 

velocidad de decaim iento del recuento de células T CD4+  durante la infección por HI V156.  

Cuando los individuos de la cohorte PHI  fueron sub-divididos en función de los niveles 

de su respuesta VI A, se observó que aquellos que poseían una m ayor m agnitud de VI A a 

nivel basal (> 25% )  most raban también una relación CD4/ CD8 significat ivamente mayor en 

com paración con individuos PHI  cuyo VI A basal era m ás bajo (< 25% )  tanto a nivel basal 

como al año p.i. [ 0.57 (0.42-1.26)  CD4/ CD8 basal en VI A> 25%  vs. 0.25 (0.13-0.36)  

CD4/ CD8 basal en VI A< 25% , p= 0.0270;  0.92 (0.66-1.07)  CD4/ CD8 al año p.i. en 

VI A> 25%  vs. 0.35 (0.26-0.52)  CD4/ CD8 al año p.i. en VI A< 25% , p= 0.0159;  Figura 27A] . 

Estos resultados resaltan el valor pronóst ico de esta función T CD8+  ant iviral tal com o ha 

sido reportado para ot ras cohortes de pacientes en las que VI A se correlaciona con m ayores 

recuentos de células T CD4+ 156 y con m enores valores de CV157.  A cont inuación, resultó 

interesante la observación de que la funcionalidad de las células Th17 (evaluada como la 

I MFr de I L-17, indicador del nivel de producción de I L-17)  se correlacionó posit ivamente con 

VI A (p= 0.0062 r= 0.7636;  Figura 27B) . Y en este caso, cuando las muest ras fueron sub-

divididas en función de sus niveles de VI A (> 25%  o < 25% ), se observaron diferencias 

significat ivas ent re sub-grupos, encont rando mayor I MFr de I L-17 en aquellos pacientes con 

m ayor VI A [ 25.8 (21.8-31.5)  en VI A> 25%  vs. 17.9 (12.9-19.8)  en VI A< 25% ;  p= 0.0206;  

Figura 27C] .  Finalmente, también se encontró una correlación directa ent re la relación 

Th17/ Treg y VI A (p= 0.0120 r= 0.8649;  Figura 27D) . De este m odo, individuos de la cohorte 
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En conclusión, los resultados presentados en los párrafos precedentes, indican que la 

proporción de células Th17 se correlacionó no solo con respuestas T CD8+  específicas frente 

a HI V sino tam bién con los niveles de ot ras subpoblaciones de células T efectoras con 

potencial im portancia en la respuesta frente a diferentes patógenos. 

 

I V. 2. PARTE I I : ESTUDI O DEL I MPACTO DEL TRATAMI ENTO ANTI RRETROVI RA L 

SOBRE LA RESTAURACI ÓN DE LAS SUBPOBLACI ONES DE CÉLU LAS TH1 7 , T REG Y 

SU BALANCE EN SANGRE PERI FÉRI CA Y TRACTO GENI TAL FEMENI NO 

Un importante aspecto que debe ser considerado es el efecto del TARV en el 

restablecim iento de las proporciones de células Th17 y del balance Th17/ Treg durante la 

infección crónica causada por HI V-1. Diferentes t rabajos han dem ost rado que lo que se 

observa a nivel de per ifer ia no necesariam ente se ve reflejado en lo que ocurre en sit ios de 

m ucosas121,123,158,  fundamentalmente en GALT, donde han sido realizados la m ayoría de los 

estudios. Por ello, el segundo objet ivo de la presente tesis se cent ra en la evaluación de la 

dinám ica de las subpoblaciones mencionadas tanto en perifer ia como en el t racto genital 

fem enino (pr im er sit io de contacto con el v irus t ras su t ransm isión heterosexual) , en el 

contexto de la im plem entación del TARV.  

I V. 2. 1. CARACTERÍ STI CAS DE LOS I NDI VI DUOS SELECCI ONADOS  

Los diferentes grupos de indiv iduos seleccionados para realizar esta segunda parte del 

estudio fueron:  un grupo de 20 dadores seronegat ivos para la infección por HI V-1 (DSs) , 22 

individuos crónicamente infectados naïve de TARV (TARV-) , y un grupo de 19 pacientes 

crónicamente infectados que se encuent ran bajo TARV, durante al m enos 2 años, con 

supresión efect iva de su CV plasmát ica (TARV+ ) . Los dos prim eros grupos m encionados se 

incluyeron com o grupos cont rol con el objet ivo de comparar los diferentes parámetros 

evaluados en relación a lo que ocurre en individuos bajo t ratam iento (una descripción 

detallada de los cr iter ios de inclusión de los pacientes de cada grupo se puede consultar en 
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la sección I I I .1 de Materiales y Métodos) . La Tabla 3 resum e las principales característ icas 

de los grupos de individuos infectados incluidos en esta segunda parte de la tesis. 

 

Tabla 3. Características de los individuos crónicamente infectados con HIV‐1 seleccionados para la Parte II

Grupo 
Muestra 

(nº de 
individuos) 

Edad (años), 
mediana (IQ) 

Log10CV
a
, 

media±DS 
Tiempo bajo 
HAART (años), 
mediana (IQ) 

Recuento de 
células T CD4b,
mediana del nº de 
células/μl (IQ)

Recuento de 
células T CD8b, 
mediana del nº de 
células/μl (IQ) 

Relación 
CD4/CD8, 
mediana (IQ) 

TARV
‐  n=22  36 (28‐43)  4.52±0.91 ‐‐‐ 348 (44‐555) 959 (540‐1243)  0.25 (0.05‐0.44)

TARV
+  n=19  41 (37‐47)  <1.70 7 (4‐16) 556 (376‐596) 709 (458‐787)  0.73 (0.53‐0.99)

TARV
‐
:  individuos  crónicamente  infectados  por  HIV‐1  naïve  de  tratamiento  antirretroviral.  TARV+

:  individuos  crónicamente  infectados  por  HIV‐1  bajo
tratamiento  antirretroviral. HAART: tratamiento antirretroviral de alta eficacia. CV: carga viral. IQ: rango intercuartil. DS: desvío standard. 
a
: Versant HIV‐1 RNA 3.0 assay, Siemens. Los límites de detección negativo y positivo son 50 y 500.000 copias de ARN viral/ml de plasma, respectivamente

(1.7 y 5.7 log10). 
b
: Citometría de flujo doble plataforma, FACSCanto, BD Biosciences. 

Puede observarse que el TARV resulta en la dism inución de la CV plasmát ica a niveles 

indetectables en todos los individuos TARV+  m ient ras que el grupo TARV- presenta altos 

valores de CV. Los individuos del grupo TARV+  presentan largos períodos de t iempo bajo 

dist intos esquem as de t ratam iento, con un m ínim o de 2 años. En concordancia con su 

supresión efect iva y prolongada de la CV plasmát ica, los individuos del grupo TARV+  

presentan m ayores recuentos de células T CD4+  y relación CD4/ CD8 com parados a los 

pacientes del grupo TARV- (valores de p 0.0338 y 0.0001, respect ivam ente) .  

I V. 2. 2. EL TRATAMI ENTO ANTI RRETROVI RAL RESTAURA TANTO EL BAL ANCE TH1 7 / TREG COMO LA 

PROPORCI ÓN Y FUNCI ONALI DAD DE CÉLULAS TH1 7  EN SANGRE PERI FÉRI CA  

Con el objet ivo de estudiar el impacto del t ratam iento ant irret roviral sobre la potencial 

restauración de las subpoblaciones Th17 y Treg en sangre perifér ica, en primer lugar se 

procedió a determ inar las proporciones de estas subpoblaciones y su balance en PBMCs 

m ediante citom et ría de flujo, com o ha sido previamente descripto (secciones I I I .4.3.1 y  

I I I .4.3.2 de Materiales y Métodos) .  

Pudo observarse que las proporciones de células Th17 (%  de células Th17)  resultaron 

m ayores en el grupo TARV+  en relación a lo observado en individuos TARV- [ 0.45%  (0.30-

0.61)  en TARV+  vs. 0.05%  (0.02-0.08)  en TARV-;  p= 0.001;  Figura 30A]  y, asim ismo, los 

niveles de Th17 de pacientes TARV+  resultaron sim ilares a los hallados en DSs [ 0.18%  



 

(0.14-

t ratam

(en re

en ind

19.43

(4.41-

estudi

la m is

0.70)  

Th17/

0.09)  

Figura  
Th1 7 / T
est imul
solo (co
Th17 lu
Tinción 
(C) . La 
25-75 y
sanos (
Se indic

-0.31) ;  Fig

miento rest

elación a la 

dividuos TA

) ]  y am bo

-9-86) ;  vs.

iar lo que o

sma aumen

 en DSs;  F

/ Treg resul

 vs. TARV+  

 3 0 : Restau
Treg en in d
adas durante 
ont rol de back
uego de sust r
 int ranuclear 
 línea dent ro 
y las barras inΔ,  DSs) , indiv
can los valore

gura 30A] .  

ableció tan

 capacidad 

RV+  [ 21.06

os significa

 TARV+  p=

ocurría con 

nta llegando

Figura 30C]

tó significa

 p= 0.0001 

ración de l a
d iv iduos cr ó
 6 horas en p
kground)  prev
raer el backgr
para la detecc
 de las cajas 
ndican los valo
viduos crónico
s de p obtenid

 Cabe des

nto las prop

 de cada cé

6 (12.86-34

t ivam ente 

= 0.0001 y 

 la relación

o a valores 

, en cont ra

at ivam ente 

y vs. DSs p

a proporció n
ónicam ente 
resencia de u

vio a su m arc
round (A )  y d
ción de célula
indica el valo
ores m áxim o 
os naïve de t r
dos:  *  p< 0.05

stacar que

porciones c

élula de pro

4.39) ]  en re

 m ayores 

vs. DSs p=

n Th17/ Treg

 norm ales 

aste a lo o

 menor co

p= 0.003;  F

n  y funcion a
infectados 

una m ezcla de
cación int racel
de intensidad

as Treg (D ) . L
or de la m edia

y m ínim o. Ca
ratam iento an
5, * *  p< 0.01 

,  com o se

como la fu

oducir I L-17

elación a la

a lo obser

= 0.0013;  F

g se pudo o

[ 0.37 (0.17

bservado e

omparada 

Figura 30C]

alidad de la  
ba jo t ra ta m

e ant icuerpos 
ular. Se mue
 m edia de flu

La relación Th1
ana, m ient ras
ada sím bolo re
t irret roviral (◊
y * * *  p< 0.00

e observa 

ncionalidad

7) , siendo s

a observada

rvado en p

Figura 30B]

observar qu

7-1.66)  en 

en individuo

con am bos

. 

 subpoblaci ó
m iento ant i r
ant i-CD3/ ant i
st ran los valo
uorescencia re
17/ Treg fue ca
s que sus lím i
epresenta pac◊, TARV-)  y b
01. 

en la Figu

d de esta s

sim ilar la I M

a en DSs [ 1

pacientes T

] . Del m ism

ue, t ras el t

 TARV+  vs. 

os TARV- c

s grupos [

ón Th1 7  y d
r ret rovira l.  
i-CD28 o en m

ores de frecue
elat iva ( I MFr)

calculada para
ites delim itan
cientes indiv id
bajo t ratam ien

RESULTAD O

7

ura 30B,  

subpoblació

MFr de I L-1

13.48 (9.07

TARV- [ 8.1

mo modo, a

t ratam iento

 0.18 (0.12

uya relació

[ 0.03 (0.01

 

de la  re laci ó
PBMCs fuero

medio comple
encia de célula
)  de I L-17 (B
 cada indiv idu
 los percent ile

duales:  Dadore
nto ( , TARV+

OS 

72 

el 

ón 

17 

7-

16 

al 

o, 

2-

ón 

1-

ón 
on 
to 
as 

B) .  
uo 
es 
es 

+ ) .  



RESULTADOS 

73 

 

Por el cont rario, al analizar el com part imento de la subpoblación de células Treg, pudo 

observarse que en individuos crónicamente infectados por HI V, el t ratam iento no t iene un 

efecto sobre las proporciones de estas células, las cuales se mant ienen en niveles sim ilares 

a lo observado en pacientes TARV- [ 0.97%  (0.81-2.46)  en TARV- vs. 1.08%  (0.84-1.57)  en 

TARV+ ;  Figura 30D] ,  y am bos grupos m uest ran m ayores valores de Treg en relación a DSs 

[ 0.65%  (0.40-1.10)  vs. TARV- p= 0.012 y vs. TARV+  p= 0.03;  Figura 30D] . 

En resumen, esta sección muest ra que el t ratam iento ant irret roviral con supresión 

efect iva de la CV plasmát ica resulta en la restauración de la subpoblación de células Th17 y 

del balance Th17/ Treg en muest ras de sangre perifér ica, a pesar de que no logra revert ir  las 

altas proporciones de células Treg en pacientes infectados. 

I V. 2. 3. EL TRATAMI ENTO ANTI RRETROVI RAL NO LOGRA RESTAURAR LA ACTI VACI ÓN DE CÉLULAS T  

CD4 +  A LOS VALORES OBSERVADOS EN DADORES SANOS .   UNA MAYOR ACTI VACI ÓN CELULAR 

SE CORRELACI ONA CON MENORES NI VELES DE CÉLULAS TH1 7  Y DE LA RELACI ÓN 

TH1 7 / TREG Y CON MAYORES NI VELES DE CÉLULAS TREG 

Los resultados descriptos en la pr im era parte de esta tesis evidenciaron que, tanto 

durante la infección aguda com o en la fase crónica de la infección por HI V-1, los niveles de 

las subpoblaciones Th17 y Treg se correlacionan diferencialmente con dist intos parám etros 

de seguim iento de la infección. En base a estos hallazgos, se consideró im portante 

invest igar el impacto del t ratam iento sobre los niveles de act ivación inmune en muest ras de 

sangre perifér ica en los dist intos grupos de pacientes y analizar su relación con los niveles 

de células Th17 y Treg y su balance. 

Se pudo observar que, en indiv iduos TARV+ ,  las proporciones de células T CD8+  y CD4+  

act ivadas es menor en relación a lo observado en el grupo de pacientes TARV- [ 4.56%  

(2.13-6.19)  de células T CD8+  act ivadas en TARV+  vs. 12.29%  (9.78-19.74)  de células T 

CD8+  act ivadas en TARV-,  p= 0.0001, Figura 31A panel izquierdo;  1.61%  (0.73-2.68)  de 

células T CD4+  act ivadas en TARV+  vs. 2.72%  (1.91-7.12)  de células T CD4+  act ivadas en 

TARV-,  p= 0.012, Figura 31A panel derecho]  pero, a pesar de encont rarse bajo supresión 

efect iva y prolongada de su CV plasm át ica, sus valores permanecen elevados comparados a 
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Th17/ Treg (p= 0.0087 r= -0.5834, Figura 31B;  p= 0.0206 r= -0.5265, Figura 31C)  y 

posit ivamente con los niveles de células Treg (p= 0.0044  r= 0.6228;  Figura 31D) . Por ot ro 

lado, dent ro de este m ismo grupo de pacientes, mayores niveles de células Th17 se 

asociaron con m ayores recuentos de células T CD4+  (p= 0.0097 r= 0.5769;  Figura 31E) . 

En resumen, en esta sección se observó que el t ratam iento ant irret roviral con supresión 

efect iva de la CV plasm át ica no logra revert ir  los niveles de act ivación inmune en relación a 

lo observado en DSs. Más aún, los resultados sugieren que una mayor eficiencia en la 

restauración de la subpoblación Th17 y del balance Th17/ Treg parece estar correlacionada 

con m enores niveles de act ivación inmune y la recuperación del recuento de células T CD4+ . 

I V. 2. 4. DURANTE LA I NFECCI ÓN CRÓNI CA CAUSADA POR HI V- 1 ,  AÚN BAJO TRATAMI ENTO 

ANTI RRETROVI RAL ,  SE OBSERVA UNA RESTAURACI ÓN I NCOMPLETA DE LA I NMUN I DAD EN 

SI TI OS DE MUCOSAS,  EN CONTRASTE A LO OBSERVADO EN SANGRE PERI FÉRI CA  

Se ha establecido que las subpoblaciones Th17 y Treg ejercen sus funciones 

m ayorm ente en sit ios de m ucosas, siendo el GALT el tej ido linfoide m ás estudiado115,116,121. 

En este contexto, resulta de interés establecer comparaciones ent re la potencial 

restauración de las subpoblaciones Th17 y Treg circulantes en perifer ia y aquellas 

encont radas en sit ios relevantes para la t ransmisión viral com o el t racto genital fem enino y 

el GALT. La población celular T CD4+  CD161+  ha sido ident ificada com o una subpoblación de 

linfocitos T precursora de la población Th17 que t iene la capacidad de m igrar a intest ino159.  

Algunos estudios han dem ost rado que no sólo la subpoblación Th17 sino tam bién la 

población precursora T CD4+  CD161+  se encuent ra dism inuida a nivel sistém ico en la 

infección crónica causada por HI V-1111.  En este contexto, el siguiente objet ivo consist ió en 

analizar el efecto del TARV sobre la subpoblación de células T CD4+  CD161+  precursoras en 

sangre perifér ica y sobre las pr incipales citoquinas que ejercen funciones efectoras de las 

subpoblaciones Th17 y Treg en el t racto genital femenino. 

En la Figura 32A se m uest ra que el recuento de células T CD4+  CD161+  se encuent ra 

severam ente dism inuido en individuos HI V+ ,  independientem ente de si se encuent ran o no 

bajo t ratam iento, en com paración a lo observado en DSs [ 125.60 (64.85-175.50)  células/ μl 
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ello se obtuvieron células mononucleares de cérvix (CMCs)  mediante la ut ilización de 

citocepillos endocervicales de algunas de las pacientes. Esta técnica no invasiva de tom a de 

muest ra presenta una lim itación en la cant idad de células obtenidas, dificultando su 

ut ilización en ensayos de citomet ría de flujo (sección V.3 de la Discusión) . Por este mot ivo 

se decidió estudiar la funcionalidad de las células obtenidas mediante su est imulación 

durante 8 horas en presencia de una m ezcla de los m itógenos PMA/ I onom icina para la 

posterior detección de las citoquinas I L-17A, I L-17F, I L-21 e I L-10 en el sobrenadante de 

los cult ivos. Las m ism as const ituyen los mediadores más importantes secretados por las 

subpoblaciones Th17 y Treg. Los detalles m etodológicos pueden consultarse en la sección 

I I I .7.3 de Materiales y Métodos. 

Se pudo observar que, a pesar de encontrarse bajo supresión efect iva de la CV 

plasm át ica, las CMCs provenientes de los individuos del grupo TARV+  no logran los niveles 

de secreción de I L-17A e I L-10 observados en DSs [ 32.88 pg/ m l (9.09-131.80)  de I L-17A 

en DSs vs. 7.83 pg/ m l (0.55-57.83)  de I L-17A en TARV+  p= 0.031, Figura 32B;  8.10 pg/ m l 

(1.47-18.75)  de I L-10 en DSs vs. 1.27 pg/ m l (0.04-4.51)  de I L-10 en TARV+  p= 0.013, 

Figura 32C] .  Cabe destacar que, aunque tam bién se observaron diferencias ent re DSs y 

pacientes TARV- para am bas citoquinas [ 4.60 pg/ m l (1.56-7.92)  de I L-17A en TARV- vs. 

DSs p= 0.048, Figura 32B;  0.62 pg/ m l (0.31-0.90)  de I L-10 en TARV- vs. DSs p= 0.038, 

Figura 32C] ,  estas diferencias deben ser interpretadas con cautela debido al bajo núm ero de 

m uest ras endocervicales de las cuales fue posible obtener CMCs en este grupo de pacientes 

hasta el m om ento (su reclutam iento cont inúa actualm ente) . Resulta interesante destacar 

que, en aquellas pacientes del grupo TARV+  para las cuales se encont raron niveles 

detectables de producción de I L-17F por CMCs est im uladas, esto se correlacionó 

posit ivamente con mayores recuentos de células T CD4+  CD161+  en sangre perifér ica 

(p= 0.0333 r= 0.8857;  Figura 32D) ,  aunque por el m om ento la cant idad de datos disponibles 

es lim itada (n= 6) . Por últ im o, no se detectaron diferencias ent re los diferentes grupos de 

pacientes en cuanto a los niveles de secreción de I L-17F e I L-21 por parte de CMCs 

est imuladas (Figura 32E) . 
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Estos resultados sugieren que, en individuos crónicamente infectados por HI V bajo 

TARV, la restauración inm une en sit ios de m ucosas es m ucho m enos eficiente que la 

observada en muest ras de sangre perifér ica. 

I V. 2. 5. EN I NDI VI DUOS CRÓNI CAMENTE I NFECTADOS BAJO TRATAMI ENTO ANTI RRETROVI RAL ,  

MAYORES NI VELES DE CI TOQUI NAS PROI NFLAMATORI AS DETE CTADAS EN EXOCERVI X SE 

CORRELACI ONAN CON UNA MAYOR ACTI VACI ÓN I NMUNE Y UNA MENOR FUNCI ONALI DAD DE 

CÉLULAS TH1 7  EN SANGRE PERI FÉRI CA  

Por últ im o, se estudiaron los niveles de mediadores solubles de inflamación en mucosa 

cervical y su relación con los niveles de act ivación inm une y las subpoblaciones Th17 y Treg 

en sangre perifér ica. Para ello se determ inaron simultáneamente las concent raciones de 

cinco citoquinas proinflamatorias [ I L-12 (subunidad p70) , I L-1β,  I L-8, I L-6 y TNF]  y un 

mediador ant i- inflamatorio ( I L-10)  en sobrenadantes de hisopados de exocervix, ut ilizando 

la tecnología CBA. Debido a que la cant idad de material proveniente de los hisopados puede 

variar de m uest ra en m uest ra, para algunos análisis se optó por relat iv izar la concent ración 

de cada una de las citoquinas determ inadas en función de la concent ración de proteínas 

totales cuant ificadas en los m ism os sobrenadantes de hisopados de exocervix ( ver detalles 

en la sección I I I .7.4.2 de Materiales y Métodos) .  

Como puede observarse en la Figura 33,  m ayores niveles de la citoquina proinflam atoria 

I L-1β en exocervix se correlacionaron posit ivam ente con las proporciones de células T CD4+  

y CD8+  act ivadas en m uest ras de sangre perifér ica de individuos TARV+  [ pg de I L-1β/ μg de 

proteínas vs. %  de células T CD4+  act ivadas p= 0.0256 r= 0.5241, Figura 33A;  pg de I L-1β/  

μg de proteínas vs. %  de células T CD8+  act ivadas p= 0.0238 r= 0.5297, Figura 33B] .  Cabe 

destacar que I L-1β ha sido relacionada con un m ayor estado inflamatorio en la mucosa 

genital y un predictor de r iesgo de infección por HI V160,161.  Al analizar las potenciales 

asociaciones ent re los niveles inflamatorios detectados en m ucosa genital y los niveles y 

funcionalidad de la subpoblación Th17 de sangre perifér ica, se pudo observar que niveles 

altos de la citoquina proinflamatoria I L-1β en exocervix most raron una tendencia a 

correlacionarse negat ivamente con los recuentos de células Th17 de sangre perifér ica en 
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V. 1. PARTE I   

En la Parte I  de este t rabajo de tesis se analizaron los niveles de las subpoblaciones 

Th17, Treg y su balance en cohortes de individuos que poseen dist intos niveles de 

protección natural y se encuent ran en diferentes estadios de la infección por HI V-1. 

Posteriorm ente se estableció su relación con la funcionalidad de la respuesta celular T 

ant iviral y con los niveles de act ivación inmune, part icularm ente en el contexto de la 

infección aguda/ temprana por HI V-1 (PHI )  y el curso del pr imer año de infección. 

V. 1. 1.  SUBPOBLACI ONES DE CÉLULAS TH1 7 ,  TREG Y BALANCE TH1 7 / TREG Y SU RELACI ÓN CON 

LOS NI VELES DE ACTI VACI ÓN CELULAR  

Notablem ente se observó que, en com paración a DSs, la relación Th17/ Treg se 

encont raba significat ivamente reducida en todos los grupos de individuos infectados por 

HI V-1, y dent ro de la cohorte de PHI  se halló una rápida reducción de la relación Th17/ Treg 

desde t iem pos m uy tem pranos p.i (en m uest ras basales;  Figura 19C) . Este hallazgo resulta 

de gran im portancia al ser interpretado en el contexto de un estudio previo llevado a cabo 

en el m odelo de SI V112.  En ese t rabajo se demost ró que la infección patogénica aguda 

causada por SI V en macacos se caracteriza por una depleción rápida y select iva de células 

Th17 y por una dism inución de la relación Th17/ Treg en sangre y múlt iples tej idos, 

indicando que un desbalance tem prano se relaciona con la progresión de la enfermedad en 

la infección por SI V. El presente t rabajo de tesis m uest ra que la relación Th17/ Treg se 

encuent ra significat ivamente reducida incluso en individuos ECs, y que esta reducción en la 

relación Th17/ Treg coincide con mayores frecuencias de células T CD8+  act ivadas en este 

grupo (en com paración a los niveles norm ales hallados en DSs;  Figura 20D) . En cont raste a 

lo reportado por algunos t rabajos recientes que muest ran evidencias de una act ivación de la 

inm unidad innata y de células T en individuos ECs162-164,  sólo existe un reporte que compara 

la relación Th17/ Treg ent re ECs y DSs, el cual muest ra una tendencia a una menor relación 

Th17/ Treg en ECs118.  En este contexto, los resultados de la presente tesis sugieren que la 

potencial asociación ent re el desbalance en la relación Th17/ Treg y los niveles de act ivación 
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inm une que en algunos casos se encuent ran presentes en individuos ECs es un aspecto que 

amerita futuros análisis en m ayor profundidad. 

Dent ro de la cohorte PHI , se encont ró una tendencia a una reducción en los niveles de 

Th17 ent re las muest ras basales y al año p.i, a pesar de ello no se alcanzó la significancia 

estadíst ica, en concordancia con estudios previos153,165.  Sin embargo, a nivel basal se 

observó una clara diferencia ent re progresores rápidos y t ípicos en relación a sus niveles de 

act ivación T CD8+  y los recuentos de células Th17 (Figura 20) . Lo observado en los 

progresores rápidos concuerda con observaciones previas durante la infección avanzada por 

HI V111,166 y, m ás im portante aún, con los factores asociados con una sintomatología severa 

durante la infección aguda previam ente descripta en los pacientes del Grupo Argent ino de 

Seroconversión143 y tam bién en ot ras cohortes de pacientes infectados con HI V167.  

V. 1. 2. SUBPOBLACI ONES DE CÉLULAS TH1 7 ,  TREG Y BALANCE TH1 7 / TREG Y SU RELACI ÓN CON LA 

CONCENTRACI ÓN PLASMÁTI CA DE CI TOQUI NAS / QUI MI OQUI NAS Y CON PARÁMETROS DE 

SEGUI MI ENTO DE LA I NFECCI ÓN Y PROGRESI ÓN A ENFERMED AD  

A t iem pos tem pranos p.i,  la preservación de la subpoblación de células Th17 (evaluada 

de diferentes formas como los niveles de I L-17 en plasma, el porcentaje de células Th17 y 

la I MFr de I L-17)  se correlacionó con m enores niveles de células T CD4+  act ivadas y, por 

ot ro lado, tanto con mayores recuentos de células T CD4+  como niveles plasmát icos de MDC 

(Figura 21) . Ha sido previamente reportado que esta β−quim ioquina posee act ividades 

protect ivas en modelos de infección de PBMCs in vit ro154.  Luego, a t iempos tardíos p.i,  

m ayores niveles de células Th17 m antuvieron sus correlaciones posit ivas con los recuentos 

de células T CD4+  y se correlacionaron inversamente con los niveles basales de m ediador 

inflam atorio sCD40L (Figura 22) , un biomarcador asociado con progresión a la 

enfermedad155.  Estos resultados indican que existe una clara relación ent re un m ejor 

estatus clínico con mayores niveles de Th17 y a su vez con m enores niveles de Treg. 

A la luz de los reportes que dem uest ran que la subpoblación Treg posee la capacidad de 

suprim ir respuestas T, se podrían esperar correlaciones negat ivas con los niveles de 

act ivación inm une. Sin em bargo, el presente estudio reveló la existencia de correlaciones 
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directas con los niveles de act ivación de células T CD8+  y con la CV, y una relación inversa 

con los recuentos de células T CD4+  (Figuras 21F, 22C y 23B y C) . Estos resultados se 

encuent ran en concordancia con lo descripto en ot ros estudios recientes que m uest ran la 

existencia de correlaciones directas ent re los niveles de células Treg y act ivación de células 

T118 o progresión a la enfermedad165,  y asociaciones negat ivas con la frecuencia de células T 

CD4+ 118.  Estos resultados pueden ser interpretados desde al m enos dos perspect ivas:  por 

un lado, pueden ser considerados evidencias a favor de la hipótesis que postula que la 

subpoblación Treg jugaría un rol det r imental durante la infección por HI V168 o, por ot ro lado, 

podrían sugerir  que la infección por HI V da lugar a una expansión de células Treg no 

funcionales. 

V. 1. 3. EVALUACI ÓN DE LAS RESPUESTAS T  CD8 +  ANTI VI RALES PREVI A MENTE ASOCI ADAS CON 

CONTROL VI RAL :  ESTUDI O DE SU RELACI ÓN CON LA SUBPOBLACI ÓN DE CÉLU LAS TH1 7  Y EL 

BALANCE TH1 7 / TREG DURANTE LA SEROCONVERSI ÓN Y EL PRI MER AÑO DE I N FECCI ÓN  

Una de las mayores cont r ibuciones aportada por la presente tesis está dada por el 

análisis del potencial impacto que podrían tener las alteraciones observadas en las 

proporciones y la relación ent re las subpoblaciones Th17 y Treg en la respuesta T CD8+  

específica frente a HI V-1 con una relevancia docum entada en la inm unidad ant iviral durante 

la infección aguda/ temprana. Los resultados revelan la existencia de correlaciones directas 

ent re los niveles basales de células Th17 y la capacidad de ejercer VI A y tam bién con ot ras 

funciones clave ( I FN-γ+ / CD107A/ B
+ )  de las células T CD8+  HI V-específicas tanto a t iempos 

tempranos como tardíos p.i (Figuras 24 y 25) , resaltando el potencial valor pronóst ico de 

esta subpoblación en la preservación de una inmunidad efect iva frente a HI V. Es importante 

destacar que, al año p.i,  aún se detectaron correlaciones posit ivas ent re la funcionalidad de 

las células Th17 ( I MFr de I L-17)  y la relación Th17/ Treg con la capacidad de las células T 

CD8+  de ejercer VI A (Figura 27) .  

En concordancia con estos hallazgos, algunos t rabajos previos ya habían sugerido la 

potencial influencia que la subpoblación Th17 podía tener sobre la funcionalidad de la 

respuesta T específica frente a SIV/ HI V. Uno de estos estudios analizó la restauración de 
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células T CD4+  en GALT en pacientes infectados por HI V, dem ost rando que una restauración 

efect iva se asociaba con una mayor proporción de células Th17 y respuestas T específicas 

para HI V de mayor polifuncionalidad121.  Ot ro estudio realizado en el modelo de SI V, no solo 

demost ró que la replicación del virus se encuent ra lim itada por el tamaño del 

compart im iento Th17 pre-existente a la infección y que la reducción de la relación 

Th17/ Treg se asociaba con m ayores CVs, sino que además most raron que estas variables 

podían interactuar y dar form a a las respuestas celulares cont ra el v irus120.  En 

consecuencia, aquellos animales con mayores niveles de células Th17 fueron los que 

m ost raron m ayor respuesta específica frente a SI V tanto T CD4+  como CD8+ ,  y m ás 

importante aún, la respuesta T CD4+  evaluada en anim ales con m ayor relación Th17/ Treg 

resultaron ser m ás funcionales.   

Con la finalidad de ahondar en la posible relación ent re los niveles de Th17 y potenciales 

funciones T efectoras, se decidió analizar los perfiles de células Th1, Tc1 y Tc17. Los 

resultados sugieren que, la preservación del compart im iento Th17 se ve acompañada por 

mayores niveles de ot ros perfiles de células T efectoras que poseen la potencial capacidad 

de confrontar infecciones por ot ros agentes patógenos (Figura 28) .  

V. 1. 4. POTENCI ALES CAUSAS DE LAS RELACI ONES OB SERVADAS ENTRE LOS NI VELES DE CÉLULAS 

TH1 7  Y LA FUNCI ONALI DAD DE LA RESPUESTA T  CD8 +  ANTI VI RAL PROTECTI VA  

La preservación/ deterioro de la subpoblación de células Th17 y de la relación Th17/ Treg 

observadas en la pr imer parte del presente t rabajo de tesis podrían tener dist intas 

consecuencias de importantes implicancias en la funcionalidad de la respuesta T CD8+  

específica frente a HI V-1. Una de ellas es la pérdida de células T CD4+  la cual se encont ró 

posit iva y negat ivam ente correlacionada con las frecuencias de células Treg y Th17, 

respect ivamente. El declive progresivo de los recuentos de células T CD4+  en la infección 

por HI V, así como en ot ras infecciones virales, ha sido asociado con la disfuncionalidad de 

células T CD8+  just ificado por la dism inución de la “ayuda”  T CD4+  necesaria para la 

segunda expansión de las células T CD8+  específicas169,170.  Adem ás, los altos valores de CV 

podrían tener un fuerte impacto en la disfuncionalidad celular, como ha sido sugerido170-172,  
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así como la presencia de células T CD8+  específicas frente al virus con un fenot ipo de 

act ivación que carecen de sus funciones efectoras debido al agotam iento celular, un 

mecanismo previamente descripto de evasión viral de la respuesta inmune173.  En relación a 

estos dos últ im os factores, en la presente tesis se m uest ra que, m ient ras que los niveles de 

células Th17 se correlacionaron inversamente con la CV, el porcentaje de células Treg se 

correlacionó posit ivamente con la replicación viral, en concordancia con su relación directa 

con m ayores frecuencias de células T CD8+  act ivadas. Por ot ro lado, mayores proporciones 

de células T CD8+  HI V-específicas con un fenot ipo de agotam iento (posit ivas para el 

m arcador PD-1)  detectadas a t iem pos tardíos p.i se correlacionaron inversamente con los 

niveles basales de células Th17. 

Ot ra posible hipótesis que podría explicar la correlación directa observada ent re los 

niveles de células Th17 y la funcionalidad de la respuesta T CD8+  HI V-específica, es la 

acción ejercida por I L-21, que es una citoquina pleiot rópica secretada en altos niveles por 

las células Th17 y ot ras células T CD4+  act ivadas174.  Esta citoquina ejerce múlt iples 

funciones, como el mantenim iento a largo plazo tanto de poblaciones T CD8+  

ant ivirales169,175-177 com o de una subpoblación de células Th17 plenamente funcionales178,179.  

Así, en un estudio publicado recientemente, la adm inist ración de I L-21 a macacos 

infectados con SI V fue acom pañada por una m ayor expresión de perfor ina y granzim a B en 

células T CD8+  totales y específicas cont ra SI V (m ayor funcionalidad)  y m ayores niveles de 

Th17 en intest ino180.  Las relaciones posit ivas ent re la respuesta T CD8+  HI V-específica y los 

niveles y funcionalidad de la subpoblación Th17 ( I MFr de I L-17)  observadas en este t rabajo 

de tesis, podrían ser explicadas infir iendo que m ayores niveles de Th17 podrían t raducirse 

en niveles de producción de I L-21 m ás altos. 

V. 2. PARTE I I  

En la Parte I I  de este t rabajo de tesis se evaluó el impacto del TARV en el 

restablecim iento y funcionalidad de células Th17, Treg y la relación Th17/ Treg en sangre 

perifér ica y en mucosa del t racto genital femenino. Asim ismo, se analizó la relación de estos 
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parámet ros con los niveles de inflamación en t racto genital y de act ivación inmune en 

perifer ia. 

V. 2. 1. EFECTO DEL TRATAMI ENTO ANTI RRETROVI RAL SOBRE LAS SUB POBLACI ONES DE CÉLULAS 

TH1 7 ,  TREG Y EL BALANCE TH1 7 / TREG Y SU RELACI ÓN CON LOS NI VELES DE ACTI VACI ÓN 

CELULAR EN SANGRE PERI FÉRI CA  

Diferentes t rabajos han reportado que, luego del TARV, el número y funcionalidad de las 

células Th17 así como la relación Th17/ Treg no se recuperan, o lo hacen solo parcialmente, en 

sit ios de m ucosas ( fundamentalmente en GALT) , donde estas subpoblaciones ejercen sus 

funciones efectoras121,158.  Por ot ro lado, los resultados de la prim era parte de este t rabajo de 

tesis dem uest ran que, en ausencia de TARV, los niveles de las subpoblaciones Th17 y Treg se 

correlacionan diferencialmente con dist intos parámet ros de seguim iento de la infección. Por 

ello, uno de los pr imeros objet ivos de la segunda parte de esta tesis, consist ió en analizar el 

impacto del TARV sobre los niveles de act ivación inm une en m uest ras de sangre perifér ica en 

los dist intos grupos de pacientes y analizar su relación con los niveles de células Th17, Treg y 

su balance. Cabe destacar que todas las pacientes del grupo TARV+  incluidas en el estudio 

iniciaron el t ratam iento tardíamente respecto al mom ento de la pr im oinfección y, a su vez, se 

encont raban bajo dist intos esquemas de TARV por períodos prolongados, con una m ediana de 

7 años y un m ínim o de 2 años. 

 Tras el t ratam iento, los valores tanto de la proporción y funcionalidad ( I MFr de I L-17)  de 

células Th17 como de la relación Th17/ Treg resultaron sim ilares a los hallados en la población 

de DSs, siendo am bos parám etros significat ivam ente m ayores respecto a lo observado en el 

grupo TARV- (Figura 30A, B y C) . Estos resultados coinciden parcialm ente con lo descripto en 

un t rabajo recientem ente publicado, realizado con pacientes de China181.  En ese t rabajo los 

autores encuent ran que, t ras un t iem po m edio de t ratam iento de 3 años, la proporción de 

células Th17 en perifera se restablece. Sin em bargo, en dicho t rabajo la relación Th17/ Treg en 

el grupo de indiv iduos TARV- no presentó diferencias significat ivas en relación a DSs y TARV+ .  

En el m ism o estudio los autores observan que el porcentaje de células Treg en el grupo TARV- 

está significat ivamente elevado en relación a lo hallado en DSs, y t ras el TARV los valores 
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dism inuyen a los niveles norm ales observados en dadores HI V-.  Esto últ im o se cont rapone a lo 

reportado en este t rabajo de tesis donde, t ras el TARV, los pacientes seguían presentando 

altas proporciones de células Treg en relación a lo observado en DSs (Figura 30D) . En ot ro 

t rabajo en el que realizan un estudio longitudinal analizando los cambios producidos en la 

dinám ica de estas subpoblaciones celulares después del inicio de la terapia123,  y en 

coinicidencia con nuest ros resultados, observan que t ras 12 m eses de TARV se restaura la 

relación Th17/ Treg, m ient ras que el porcentaje de células Th17 se incrementa respecto a los 

valores detectados previo al inicio de TARV pero sin alcanzar los valores de DSs. Por su parte, 

la proporción de células Treg se encont raba incrementada antes del inicio del TARV y a los 12 

m eses post -TARV dism inuía en forma significat iva pero sin alcanzar los valores normales 

presentes en DSs, hallazgo sim ilar al presentado en esta tesis. Los t rabajos m encionados, en 

conjunto con los resultados de esta tesis, demuest ran que existe un efecto posit ivo de 

diferentes esquem as de TARV sobre la restauración de la subpoblación Th17 y de la relación 

Th17/ Treg en sangre perifér ica121,123,  reforzando el concepto general de que el TARV 

cont r ibuiría a la restauración de la hom eostasis inm une a nivel sistém ico. 

Por ot ro lado, el t ratam iento no logró restaurar los niveles de act ivación de células T 

CD4+  a los observados en DSs. A su vez, se destacan las correlaciones halladas ent re 

m ayores niveles de act ivación, tanto de células T CD4+  com o CD8+ ,  con una menor relación 

Th17/ Treg y con m ayores niveles de células Treg (Figura 31) . La act ivación inm une 

sistém ica persistente const ituye una característ ica de la infección crónica por HI V-1, siendo 

un predictor independiente de progresión a enfermedad. Estudios previos ya habían 

reportado la correlación indirecta ent re los niveles de células Th17 y la relación Th17/ Treg 

en perifer ia con el grado de act ivación celular en pacientes HI V+  naïve de t ratam iento182.  

Recientemente, Schuetz y colaboradores183 han descripto que durante la infección aguda 

por HI V-1 ocurre una rápida depleción de células Th17 a nivel de intest ino acompañada de 

un incremento en la act ivación inmune local y sistém ica. Al analizar el impacto del inicio 

temprano del t ratam iento sobre estos eventos, observan que solam ente el inicio del TARV 

en los pacientes de infección aguda que se encuent ran en los estadíos de Fiebig I / I I  (ent re 7 
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y 20 días p.i)  logra, t ras 6 meses, reducir los niveles de act ivación celular en intest ino y 

perifer ia a valores sim ilares a los hallados en DSs. Sin embargo, si el TARV es iniciado 

cuando los pacientes se encuent ran ya cursando el estadío de Fiebig I I I  (ent re 20 y 25 días 

p.i) , si bien los niveles de act ivación celular dism inuyen respecto a los valores basales pre-

TARV, estos no alcanzan los valores norm ales presentes en DSs. Por ot ro lado observan 

que, si bien el inicio de TARV en el estadío de Fiebig I I I  restaura las proporciones de Th17 

en intest ino, su funcionalidad no se recompone, lo que se podría correlacionar con los altos 

niveles de act ivación inm une aún presentes en esos pacientes. Este últ imo resultado se 

encuent ra en concordancia con lo hallado en este t rabajo de tesis en relación a los valores 

de act ivación celular observados en las pacientes TARV+  ( con inicio tardío de t ratam iento)  y 

tam bién con las correlaciones indirectas halladas con los niveles de células Th17 y la 

relación Th17/ Treg.  

V. 2. 2. EFECTO DEL TRATAMI ENTO ANTI RRETROVI RAL SOBRE LA RECONSTI TUCI ÓN I NMUNE EN 

SI TI OS DE MUCOSAS 

La población celular T CD4+  CD161+  ha sido ident ificada como una subpoblación de 

linfocitos T precursora de la población Th17 que t iene la capacidad de m igrar a intest ino y 

que, junto a las células Th17, se encuent ra dism inuida a nivel sistém ico en individuos 

crónicamente infectados por HI V111,159.  En este contexto, consideram os relevante analizar el 

efecto del TARV sobre esta subpoblación precursora en sangre perifér ica. Los resultados 

m ost raron que los núm eros absolutos de células T CD4+  CD161+  se encont raban 

significat ivamente dism inuidos, en relación a los valores hallados en DSs, en individuos 

HI V+  independientem ente de si se encont raban o no bajo TARV (Figura 32A) . Esto indicaría 

que el t ratam iento prolongado (mediana de 7 años)  no logra restaurar la subpoblación de 

células T CD4+  CD161+  precursora de Th17 con  capacidad de m igrar a la mucosa intest inal. 

En concordancia con estos hallazgos, un t rabajo recientemente publicado describe que, en 

los pacientes HI V+ ,  existe un desbalance en las poblaciones de células T CD4+  que m igran a 

intest ino [ definidas en ese t rabajo como células T CD4+  de memoria (RO+ )  que expresan 

α4β7 integrina] 181.  Concretam ente observan que, a nivel sistém ico, los individuos bajo TARV 
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experimentan incrementos en la frecuencia y en los núm eros absolutos de células T CD4+  

totales, pero cuando analizan tanto los recuentos absolutos de células T CD4+  α4β7+  RO+  

como de Th17 α4β7+  RO+ ,  no observan diferencias con el grupo de individuos TARV-,  

hallazgos sim ilares a los presentados en esta tesis. Tanto las células precursoras de células 

Th17 (T CD4+  CD161+ )  descriptas en esta tesis como los linfocitos Th17 de m em oria con un 

fenot ipo de m igración a intest ino181 serían las principales subpoblaciones involucradas en la 

restauración deficiente de linfocitos T CD4+  en intest ino y ganglios linfát icos184 aún post -

TARV122,185.  Por ot ro lado Macal y colaboradores121 ya habían descripto que, en pacientes 

TARV+ ,  la m agnitud de la restauración de células T CD4+  en GALT (en los casos en los que 

esta ocurre)  se encuent ra asociada con el grado de funcionalidad de estas células y su 

capacidad de ejercer respuestas HI V-específicas. Considerando estos datos previos y los 

resultados de la pr im era y segunda parte de la presente tesis, será importante evaluar, en 

el futuro, el potencial impacto del inicio temprano del TARV en la restauración de las células 

Th17 y de la relación Th17/ Treg y su influencia sobre los niveles de act ivación celular y el 

restablecim iento y calidad de las respuestas T CD8+  ant ivirales protect ivas. 

Uno de los aportes m ás novedosos de este t rabajo de tesis consist ió en analizar la 

funcionalidad de las células Th17 y Treg en el t racto genital femenino. Ya se ha mencionado 

que está bien establecida la cinét ica de la pérdida de linfocitos T CD4+  en GALT t ras la 

infección con SI V y HI V, m ient ras que lo que ocurre en ot ros sit ios de m ucosas ha sido 

m enos estudiado. En un t rabajo recientem ente publicado se analizó por pr imera vez el 

impacto de la infección aguda/ temprana por HI V-1 sobre las poblaciones de linfocitos T 

CD4+  en cérvix186.  Los resultados sugieren que la infección por HI V t iene un profundo 

impacto en la frecuencia y balance de las poblaciones de células T CD4+  de la mucosa 

cervical desde t iempos tempranos p.i y, aunque el número de muest ras analizadas es bajo 

(n= 6) , detectan que la frecuencia de células Th17 en cérvix (definidas como CCR6+  CCR10 - 

CD4+ )  es de 10 a 15 veces m enor en relación a lo observado en DSs. Sin embargo, es 

importante destacar que aún no ha sido analizada la potencial restauración de las 

subpoblaciones de células Th17 y Treg en m ucosa cervical t ras la aplicación de TARV. 
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Los resultados presentados en esta tesis dem uest ran que, t ras una est im ulación 

policlonal, las CMCs provenientes de pacientes HI V+  bajo TARV evidencian menores niveles 

de secreción de I L-17A (Th17)  e I L-10 (Treg)  en relación a lo observado en DSs (Figura 32B 

y C) . Este hallazgo sugiere que existen menores niveles de las células productoras de estas 

citoquinas y/ o una m enor funcionalidad de las m ism as en las pacientes de este grupo. Es 

interesante destacar que, en las pacientes del grupo TARV+  cuyos niveles de secreción de la 

citoquina I L-17F por parte de CMCs resultó detectable, se halló una correlación posit iva 

ent re este parám etro y la cant idad de células T CD4+  CD161+  en perifer ia (Figura 32D) . 

Estos resultados sugieren que existe un paralelism o en la restauración de células Th17 en 

am bos sit ios de m ucosas, dado que una mayor funcionalidad de las células Th17 en t racto 

genital se correlaciona con m ayores niveles de la subpoblación precursora de células Th17 

que m igrarán a intest ino. Cabe aclarar que este últ im o const ituye un resultado prelim inar 

(n= 6)  y que se cont inuarán realizando estas determ inaciones en un m ayor núm ero de 

muest ras. La importancia de la preservación/ restauración de la funcionalidad de las células 

Th17 en el contexto de la infección por HI V-1 ha sido previamente analizada en GALT. Ha 

sido demost rado que la funcionalidad de las células Th17 de la mucosa intest inal se 

encuent ra alterada y que esta disfuncionalidad const ituye un predictor independiente de la 

act ivación inm une158.  A su vez, ot ro estudio indicó que el rol de la coproducción de 

citoquinas específicas por parte de estas células resulta crít ico para que puedan ejercer su 

acción defensiva en las m ucosas187.  Sin embargo, los resultados de la presente tesis 

const ituyen los pr imeros en evaluar la funcionalidad de las subpoblaciones de células Th17 y 

Treg en m ucosa genital durante la infección crónica causada por HI V-1 en el contexto de la 

implementación del TARV. 

V. 2. 3. RELACI ÓN ENTRE LOS NI VELES DE I NFLAMACI ÓN EN EXOCERVI X Y LA ACTI VACI ÓN CELULAR 

SI STÉMI CA EN PACI ENTES BAJO TRATAMI ENTO ANTI RRETROV I RAL  

Existen pocos estudios en los que se hayan realizado determ inaciones de mediadores 

solubles de inflamación en la mucosa del t racto genital femenino en mujeres HI V+  t ras la 

aplicación del TARV y, además, el análisis de las correlaciones ent re los marcadores de 
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respuesta inflamatoria en perifer ia en relación a lo detectado en mucosa genital en estas 

pacientes es escasa. Los resultados de la presente tesis muest ran que, en mujeres bajo 

TARV, mayores niveles de la citoquina proinflamatoria I L-1β en exocervix se correlacionan 

posit ivamente con las proporciones de células T CD4+  y CD8+  act ivadas en m uest ras de 

sangre perifér ica (Figura 33A y  B) . Estos resultados indicarían que la detección de mayores 

niveles sistém icos de células T con un fenot ipo de act ivación aumentaría la probabilidad de 

encont rar mayores niveles de act ivación en t racto genital fem enino, lo cual podría tener 

como consecuencia un aumento en la suscept ibilidad de adquisición de co- infecciones y/ o de 

la liberación de virus a nivel del t racto genital188.  Asim ism o, ot ros t rabajos dem ost raron 

que, en mujeres HI V+  en las que se evidenciaba liberación de virus en mucosa genital,  

poseían m ayores niveles de I L-1β,  I L-6 e I L-8189.  La citoquina I L-1β ha sido ident ificada 

como un mediador proinflamatorio pr imario secretado en inflamasomas en respuesta a 

infecciones bacterianas y virales190 y ha sido reportado que, aunque el TARV dism inuye la 

CV en plasm a y m ucosa genital,  no altera los niveles de I L-6 e I L-1β de m ucosa genital en 

individuos de Sudáfr ica191.  En varios de los t rabajos que analizan estos parámet ros, al igual 

que en el presente t rabajo de tesis, no pudo ser evaluada la presencia de ot ras infecciones 

genitales en los pacientes estudiados, por lo que los autores sugieren que la secreción de 

I L-1β podría estar más fuertemente relacionada con infecciones genitales o inflamación 

asociada a eventos no infecciosos191. 

Finalmente, en la presente tesis se muest ran, por pr imera vez, correlaciones ent re 

m ayores niveles de citoquinas proinflam atorias en mucosa genital ( I L-1β e I L-12)  con 

m enores recuentos (Figura 33C)  y m enor funcionalidad (Figura 33D)  de células Th17 

perifér icas, respect ivamente. Hallazgos recientes indican que el inicio temprano del TARV es 

fundamental para preservar la funcionalidad de la subpoblación de células Th17 (evaluada 

com o la capacidad de secreción de I L-17, I L-22 e I FN-γ)  y que la preservación de los 

números y funcionalidad de estas células en GALT es importante para revert ir  los niveles de 

act ivación sistém ica y en m ucosas183.  Estos resultados serían análogos a las observaciones 

prelim inares presentadas en este t rabajo de tesis en t racto genital femenino, en las cuales 

la I MFr de I L-17 (una medida de la funcionalidad de células Th17)  se correlacionó 
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inversamente con los niveles de la citoquina proinflamatoria I L-12 en exocervix (Figura 

33D) .  Cabe resaltar lo novedoso de este t ipo de análisis en t racto genital femenino, los 

cuales son escasos en la bibliografía. Finalm ente, en un t rabajo de reciente publicación 

realizado en una cohorte de mujeres sudafr icanas191 se observó que, t ras un año de 

implementación de TARV, la CV en plasma y en m ucosa genital se suprim ía pero, sin 

embargo, los niveles de citoquinas inflam atorias en mucosa genital permanecieron 

elevados. Esto podría t raducirse en un aumento del r iesgo de la liberación de virus en 

mucosa genital y la consecuente t ransm isión de HI V-1 en pacientes con CV plasm át ica 

indetectable. Los autores del t rabajo describen que la liberación de virus en t racto genital 

depende, pr incipalmente, de la CV en plasma pero también se ve influenciada por ot ros 

factores, como la concent ración local de citoquinas proinflamatorias com o MI P-1β.  En este 

contexto, consideram os que sería de gran im portancia la futura evaluación de la CV genital 

en estas pacientes y el estudio de su potencial correlación con los niveles y funcionalidad de 

células Th17. 

V. 3. LI MI TACI ONES Y ALCANCES DEL ESTUDI O 

Cabe destacar que, a pesar de const ituir  hallazgos muy novedosos, una de las 

lim itaciones del presente estudio se encuent ra dada por la cant idad lim itada de m uest ras 

disponibles para la realización de las múlt iples evaluaciones. De este modo, aunque en la 

pr im era parte se reclutaron 40 individuos PHI , no todas las m uest ras perm it ieron obtener 

suficiente número de células para realizar todos los ensayos descriptos. Del m ismo modo, 

en la Parte I I , no fue posible obtener suficiente cant idad de CMCs de todas las pacientes de 

las cuales se tomaron muest ras ginecológicas y, hasta la fecha, sólo se han podido obtener 

5 m uest ras de pacientes naïve de TARV en las cuales la calidad de la muest ra era la 

adecuada para la realización del ensayo de est im ulación de CMCs. Por este m ot ivo el 

reclutam iento de pacientes cont inúa a fin de corroborar estos resultados ampliando el 

tamaño muest ral de los grupos. Asim ismo, la reducida cant idad de CMCs obtenidas para 

nuest ros ensayos, que no resultó adecuada para la evaluación de marcadores fenot ípicos en 

CMCs por citom et ría de flujo, se deben probablemente al esquem a de tom a de m uest ras 
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ginecológicas el cual pr ior izó la tom a de un citocepillo endocervical para el cont rol médico 

de las pacientes previo a la toma de la muest ra que sería ut ilizada en este estudio. Por ot ro 

lado, no fue posible evaluar la m icrobiota vaginal ni realizar análisis moleculares de la 

presencia de ot ras enfermedades de t ransm isión sexual en las pacientes de las cuales se 

obtuvieron muest ras ginecológicas, por lo que no fue posible evaluar su impacto sobre el 

m icroambiente de la mucosa genital y su potencial interacción con los parám etros 

estudiados. Finalmente, dada la naturaleza del diseño experim ental y de los análisis 

realizados, no es posible establecer las relaciones causales ni los m ecanism os subyacentes a 

las correlaciones halladas ent re los parámetros estudiados. 

A pesar de las lim itaciones anteriorm ente m encionadas, los hallazgos descriptos en este 

t rabajo de tesis sugieren, por primera vez, la potencial existencia de interacciones ent re la 

subpoblación de células Th17 y la relación Th17/ Treg con la funcionalidad de la respuesta T 

CD8+  tanto específica frente a HI V-1 como frente a ot ros potenciales patógenos ( respuesta 

T CD8+  policlonal) . Además, fue posible demost rar que, aunque el inicio del TARV en la 

etapa crónica de la infección cont r ibuye a la restauración de células Th17 y de la relación 

Th17/ Treg en perifer ia, a nivel de la mucosa del t racto genital femenino la restauración de 

la funcionalidad de células Th17 y Treg parecería ser incompleta, de modo sim ilar a lo 

observado en GALT. Finalmente cabe destacar que este const ituye el pr imer t rabajo que 

analiza los diversos aspectos anteriormente mencionados en cohortes de individuos 

infectados por HI V-1 de Sudam érica. 



 

 

  

VI .  CONCLUSI ONES 
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 La infección por HI V-1 t iene un im pacto negat ivo sobre la relación Th17/ Treg desde 

t iempos muy cortos p.i,  e incluso en individuos capaces de cont rolar naturalmente la 

infección (ECs) . 

 Desde etapas tem pranas hasta los estadíos crónicos de la infección por HI V-1 se 

observan niveles elevados de act ivación inmune celular, aún en individuos ECs. 

 Aquellos individuos de infección aguda/ temprana (PHI )  que sufren un rápido deterioro 

de su sistem a inm unitar io (con descensos de sus recuentos de células T CD4+  

infer iores a los 350 células/ μl durante el pr imer año p.i)  evidencian menores niveles 

basales de células Th17 y mayores niveles basales de act ivación celular, de forma 

sim ilar a lo observado en individuos crónicam ente infectados. 

 Tanto durante la infección aguda/ tem prana como en etapas crónicas de la infección 

por HI V-1, la preservación de la subpoblación de células Th17 se asocia con una 

mejora en el estatus inmunológico y virológico de los pacientes (en cuanto al recuento 

de células T CD4+ ,  la CV plasm át ica, m arcadores solubles de progresión a la 

enferm edad y los niveles de act ivación inm une) . Por el cont rar io, la expansión de la 

subpoblación Treg se correlaciona directamente con niveles incrementados de 

act ivación inm une, replicación viral y m enores recuentos de células T CD4+ . 

 Existe una relación directa ent re los niveles basales de células Th17 y la funcionalidad 

de la respuesta T CD8+  ant iviral protect iva (capacidad de inhibir  la replicación viral y 

frecuencia de células T CD8+  HI V-específicas CD107A/ B
+ / I FN-γ+ )  tanto a t iem pos 

tempranos como tardíos de la infección por HI V-1. 

 Al año post - infección, tanto la funcionalidad de las células Th17 como la relación 

Th17/ Treg se relacionan con una m ayor funcionalidad de las células T CD8+  HIV-

específicas capaces de inhibir la replicación viral. 

 La proporción de células Th17 se correlaciona no solo con respuestas T CD8+  

específicas frente a HI V-1 sino tam bién con ot ras funciones ejercidas por diferentes 

subpoblaciones de células T efectoras (Th1, Tc1 y Tc17) . 
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 El t ratam iento ant irret roviral con supresión efect iva de la CV plasmát ica resulta en la 

restauración de los niveles y funcionalidad de células Th17 y del balance Th17/ Treg en 

muest ras de sangre perifér ica, pero no logra revert ir  las altas proporciones de células 

Treg. 

 Aunque el t ratam iento ant irret roviral dism inuye parcialmente la act ivación inmune, los 

niveles de células T CD4+  act ivadas no alcanzan valores normales detectados en 

dadores sanos. 

 En individuos que se encuent ran bajo t ratam iento ant irret roviral, una m ayor eficiencia 

en la restauración de la subpoblación Th17 y del balance Th17/ Treg se correlaciona 

con m enores niveles de act ivación inm une y mayores recuentos de células T CD4+ .  

 El t ratam iento ant irret roviral no logra restaurar los recuentos de células T CD4+  

CD161+ ,  una subpoblación precursora de células Th17 que poseen la capacidad de 

m igrar a intest ino, a los niveles normales observados de dadores sanos. 

 El t ratam iento ant irret roviral no logra restaurar a valores normales los niveles de 

secreción de las citoquinas I L-17A e I L-10 por parte de células mononucleares de 

cérvix. 

 Durante la infección por HI V-1, aún en aquellas pacientes que se encuent ran bajo 

t ratam iento, los niveles de mediadores solubles de inflam ación en m ucosa cervical se 

correlacionan posit ivamente con mayores niveles de act ivación inm une en perifer ia y 

con m enores recuentos y funcionalidad de células Th17. 
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