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RESUMEN

Las enfermedades respiratorias en pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) son frecuentes y particularmente severas. Los linfocitos T reguladores
CD4*'CD25" (Tregs) representan una subpoblacion de linfocitos T CD4" cuya funcion
primordial es el mantenimiento de la homeostasis y tolerancia inmune. Se realiz6 una
investigacion de corte transversal observacional para evaluar la relacion entre variables tales
como carga viral, uso de terapia antiretroviral de gran actividad, perfil de interleucinas y
frecuencia de linfocitos T reguladores en sangre periférica y pulmén de pacientes portadores de
VIH/SIDA. Los linfocitos T CD4*CD25" representaron aproximadamente el 5% y el 12% del
total de linfocitos T CD4"en sangre y lavado broncoalveolar (LBA), respectivamente. Se observo
una asociacion entre el porcentaje de linfocitos T CD4", el cociente CD4/CD8 vy el porcentaje de
linfocitos T CD4*CD25"en el lavado broncoalveolarasicomo con el porcentaje de linfocitos que
expresan el marcador intracelular FoxP3. Hubo una asociaciéon entre carga viral, nimero y
porcentaje de linfocitos T CD4"CD25"en sangre. No se observé una correlacion entre el uso de
terapia antiretroviral de gran actividad y frecuencia de Tregs. Se observo una asociacion entre la
concentracion de IL-10, carga viral y linfocitos T CD4*CD25" en sangre pero no en LBA. Los
resultados demuestran que el aumentode linfocitos T reguladores CD4*CD25" en el pulmén de
pacientes VIH se asocia aconcentraciones mas bajas de IL-10 e IL-12 y mas elevadas de IL-17 y

TGFp; en lavado broncoalveolar en comparacion con sangre periférica.

PALABRAS CLAVE: VIH, linfocitos T reguladores CD4*CD25", interleucinas, lavado

broncoalveolar, 1L-10, pulmon.
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INTERLEUKINS PROFILE AND ITS RELATIONSHIP WITH CD4 + CD25 hi T
LOSLINFOCITOS IN LUNG PATIENTS BLOOD AND CARRIERS OF HUMAN
IMMUNODEFICIENCY VIRUS

ABSTRACT

Respiratory diseases in patients infected with the human immunodeficiency virus (HIV) are
common and particularly severe. T regulatory CD4"CD25" lymphocytes (Tregs) are a small
population of T CD4" lymphocytes whose primary function is the maintenance of immune
homeostasis and tolerance. We conducted a cross sectional observational study to evaluate the
relationship between variables such as viral load, use of high active antiretroviral therapy,
interleukin profile andfrequency of T regulatory lymphocytes inperipheral blood and
bronchoalveolar lavage fluid of HIV/AIDS patients. The results show that T CD4'CD25"
lymphocytes represent approximately5% and 12% of the total T CD4" population in peripheral
blood and bronchoalveolar lavage fluid, respectively. A positive correlation was observed
between the percentage of T CD4" lymphocytes, CD4/CD8 ratio and the percentage of T
CD4*CD25"in bronchoalveolar lavage fluid and also with the percentage of lymphocytes that
express the intracellular marker FoxP3. An association between viral load, number and
percentage of T CD4"CD25" lymphocytes in blood was observed. No association was observed
between high active antiretroviral treatment use and frequency of Tregs. We observed a
correlation between the concentration of IL-10, viral load and T CD4"CD25" lymphocytes in
blood but not in bronchoalveolar lavage fluid. Our results show that the increase number of T
regulatory CD4*CD25" lymphocytes in lungs of HIV patients is associated with lower
concentrations of IL-10 and IL-12 and higher concentrations of IL-17 and TGFB; in
bronchoalveolar lavage fluid compared to peripheral blood.
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INTRODUCCION

El pulmon es el 6érgano mas cominmente

afectado en pacientes portadores de
VIH/SIDA. La mayor parte de los pacientes
VIH desarrollan alguna complicacién
pulmonar en el curso de su enfermedad. El
espectro de enfermedades respiratorias en
estos  pacientes incluye  condiciones
asociadas con el VIH tales como infecciones
oportunistas y neoplasias y condiciones no
asociadas a la infeccion tales como EPOC,

asma, hipertension pulmonar entre otras (1).

El VIH causa una alteracion en el
funcionamiento del sistema inmune en el
pulmon. Por ejemplo, se sabe que el virus es
capaz de infectar macrofagos y linfocitos de
las vias aéreas y este hecho pareciera ser
crucial en la patogenesis de la enfermedad.
De la misma forma, los linfocitos infectados
pueden convertirse en reservorios del virus
dentro del pulmén(2). Al igual que como

ocurre en el resto de los tejidos, se observa
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una deplecion de linfocitos T CD4%en el
tejido linfoide asociado a mucosa bronquial
(BALT, por sus siglas en inglés) con una
aparente preservacionde los linfocitos T
CD4" alveolares. A esta deplecion se asocia
una infiltracion  de  linfocitos T
CD8 citotoxicos VIH-especificos los cuales,
en fases més tardias de la infeccion, son
progresivamente sustituidos por linfocitos T
CD8"supresorestanto en el alveolo como en
el espacio intersticial (3). Asociada a la
afectacion de la inmunidad celular, hay una
disfuncion de la inmunidad mediada por
linfocitos B caracterizada por una caida en
la produccion de anticuerpos antigeno-
especificos en el pulmoén (4). Alteraciones
en la funcién mucociliar y en la produccion
de moléculas solubles de defensa tambiéen
han sido descritas en estos pacientes (5).
Mas aun, la infeccion por el VIH induce
unaactivacion persistente 'y crénica de
células y mediadores inflamatorios tales
como IFNy, TNFa y MCP-1(6).
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En 1995,
demostraron que un subgrupo de linfocitos T

Sakaguchi 'y colaboradores
CD4" que expresaban constitutivamente la
cadena o del receptor de IL-2 (CD25) tenian
potentes propiedades inmunomodulatorias in
celulas,

vitro e in vivo(7). Estas

denominadas linfocitos T reguladores
(Tregs),se caracterizan por la elevada
expresion del marcador de superficie CD25
y del factor de transcripcién intracelular
Forkhead box P3 (FoxP3)(8). Asimismo,
estas células coexpresan otros marcadores
asociados a funciones regulatorias tales
como CTLA-4 y miembros de la familia de
receptores del factor de necrosis tumoral

GITR y Ox40 (9).

Los linfocitos T reguladores juegan un papel
importante en el mantenimiento de la
homeostasis de la respuesta inmune. Por
ejemplo, los Tregs regulan la respuesta
inmuneen infecciones producidas por P.
jirovecii, Leishmania sp., Plasmodium sp.,
C. albicans, M. tuberculosis, virus del
herpes simple y de la hepatitis C, entre

otros(10). Por otra parte, diversos estudios
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han demostrado que los Tregs suprimen la
inmunidad celular mediada por linfocitos T
contra tumores(11, 12) lo cual ha permitido
disefiar estrategias terapéuticas para inhibir
la funcion de éstas células en pacientes con
cancer(13). Adicionalmente, la ausencia de
Tregs se ha asociado con el desarrollo de
diversas enfermedades autoinmunes tanto en

animales como en humanos(14, 15).

De particular interés es la aparente dualidad
del rol de los linfocitos T reguladores en la
infeccion por el VIH. Por una parte, el
efecto beneficioso de los Tregs ocurre a
través de la supresion de la activacion
inmune cronica caracteristica de la infeccion
por VIH (16). Asimismo, se ha descrito un
efecto deletéreo de estas células a través de
la inhibiciébn de las respuestas inmunes
dirigidas especificamente al virus (17). A
pesar de que en los dltimos afios hay una
plétora de informacion acerca del tema, el
papel preciso que estas células juegan en la
patogénesis de la interaccion VIH-pulmoén
aun estd por dilucidar. Este estudio fue

realizado con la finalidad de evaluar la
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relacion entre diversas variables tales como
carga viral, uso de terapia antiretroviral de
gran actividad, produccion de interleucinas y
frecuencia de linfocitos T reguladores tanto
en sangre periférica como en pulmén en

pacientes portadores de VIH/SIDA.
MATERIALES Y METODOS

Previa evaluacion y aprobacion por la
Comision de Bioética del Instituto
Autonomo Hospital Universitario de los
Andes (IAHULA, Mérida, estado Mérida)
se incluyeron 35 pacientes mayores de 18
afios de edad seropositivos para el virus
VIH-1 que acudieron a la consulta externa
del Programa VIH/SIDA o al Servicio de
Neumonologia y Cirugia de Térax de dicho
hospital por presentar sintomas
respiratorios. Posterior a la firma del
consentimiento informado se procedi6 a
recolectar 5 cc de sangre venosa del brazo
derecho y a la realizacion de broncoscopia
flexiblecon la finalidad de obtener muestras
respiratorias siguiendo las recomendaciones
de la Sociedad Americana del Térax (ATS)
y de la Sociedad Respiratoria Europea
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(ERS)(18, 19). Brevemente, después de la
premedicacion con atropina (0.5 mg IM) y
diazepam (10 mg IM) se introdujo por via
oral un broncoscopio Olympus BFtipo P10
(Pennsylvania, USA) y se procedio a
anestesiar la laringe y las cuerdas vocales
con lidocaina al 2%.Se instilaron alicuotas
de 5 ml de solucion salina estéril a
temperatura corporal (37°C) en cada lébulo
pulmonar los cuales fueron inmediatamente
aspiradas a una presion negativa de 5 a 120
mmHg Yy recolectadas en trampas de
Lukens. Se realizé cultivo bacterioldgico y
micoldgico del lavado bronchoalveolar. El
cultivo bacterioldgico se considerd positivo
si se detectd crecimiento de méas de 10.000
UFC/ml de lavado broncoalveolar. Se
realizo biopsia transbronquial bajo vision
directa del area afectada y las muestras
fueron colocadas en una solucion de
formalina al 10% para su ulterior
procesamiento histoldgico y su coloracion
con Hematoxilina-Eosina, Acido Periddico
de Schiff (PAS), Tricromico y Ziehl
Neelsen. Se utiliz6 la coloracion de

Metenamina de Plata (Grocott) para la
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identificacion histopatologica de hongos.

Citometria de flujo para la fenotipificacion

de linfocitos  CD3*/CD4", CDS8",
CD4'CD25"™ en sangre periférica
yCD4"CD25"FOXP3*en lavado

broncoalveolar

La determinacion de los marcadores
extracelulares CD4, CD8 y CD25 se realiz
segun protocolo descrito anteriormente (20).
Brevemente, 100ul de sangre venosa
heparinizada y de lavado broncoalveolar se
mezclaron por separado con 10 pl de
MultiMix Mouse anti Human CD8FITC +
CD4RPE + CD3RPE-Cy5 (DAKO,
USA).En un segundo tubo contentivo de
100ul de sangre venosa heparinizada y de
lavado broncoalveolar, se afadieron (por
separado) los anticuerpos Mouse Anti-
Human CD4/RPE (DAKO R0805) y Mouse
Anti-Human CD25/FITC (DAKO F0801).
Para la determinacion de linfocitos T
CD4'CD25"FoxP3"* en el lavado
broncoalveolar, se permeabilizaron los
linfocitos con una solucién de IntraPrep™
Permeabilization Reagent (DAKO, USA),
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se afiadio el anticuerpo anti-Human Foxp3
PerCP-Cy5.5 PCH 101 (eBioscience,
USA)procediendo a su fijacion con
formaldehido para el analisis por citometria
de flujo utilizando un citometro FACSort
(Becton Dickinson, USA). Se realiz6 un
grafico CD4 versus Side Scatter (SSC),
seleccionando la region de células positivas
para el marcador CD4 y en un segundo
grafico CD4 versus CD25, se analizaron las
células que coexpresaban el doble marcador
CD4 y CD25"". En un segundo grafico
FOXP3 versus CD25, se analizaron las
células que coexpresaban el doble marcador
FoxP3 y CD25". Se analizaron 10.000
eventos por tubo utilizando el CellQuest
software (Becton Dickinson, USA).Los
resultados son expresados en porcentajes de
CD4*'CD25"" y CD4'CD25"FoxP3'del
total de linfocitos CD4".

Determinacion de las interleucinas IL-4,
IL-10, IL-12, IL-17 y TGFf1 en sangre y

lavado broncoalveolar

Los niveles de las interleucinas IL-4, IL-10,

IL-12, IL-17 y TGFp; en sangre y lavado
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broncoalveolar fueron determinados a
través del método de ELISA segun las
recomendaciones del fabricante (R & D
Systems, Minneapolis, MN, USA). Las
muestras fueron evaluadas en duplicados y
las concentraciones de las diferentes
interleucinas se determinaron a través de
una curva estandar. El limite de deteccion
para las interleucinasiL-4, IL-12, IL-17 y
TGFp; es de 31.2 pg/ml y para la IL-10 es
de 7.8 pg/ml.

Determinacion del ARN del VIH-1 en
plasma

La cuantificacion directa del ARN del VIH-
1 en el plasma se realizd utilizando el
VERSANT HIV-1 RNA 3.0 Assay
(SIEMENS)segun

anteriormente (21). Las concentraciones de

protocolo  descrito

ARN VIH-1 se determinaron a través de
una curva estandar.El limite de deteccion es
de 35 copias de ARN VIH-1/mL.

Analisis Estadistico

Los resultados fueron expresados como

media = error tipico de la media de los datos
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obtenidos. Las correlaciones se realizaron
utilizando la prueba de correlacion de
Spearman. La comparacién entre grupos se
realizé utilizando la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis. La comparacion de las
muestras pareadas se realiz6 utilizando la
prueba no paramétrica de Wilcoxon. Una p
< 0.05 se consider6 estadisticamente
significativa. El analisis de los resultados se
realizé utilizando el paquete estadistico IBM
SPSS 20.0 para Windows.

RESULTADOS

Caracteristicas  demograficas de la

poblacién en estudio

Las caracteristicas demograficas y clinicas
de los treinta y cinco pacientes incluidos en
este estudio se muestran en la Tabla 1.En
relacion a la forma de contagio, 22 pacientes
(62.8%) reportaron contagio por contacto
heterosexual, 11 pacientes (31.4%) por
contacto homosexual y 2 pacientes (5.7%)
por via transfusional.En relacion a la

sintomatologia respiratoria, 91.6% de los
44
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pacientes presentaban tos, 75% presentaban
disnea en reposo y 50% reportaron dolor
toracico.Con respecto al uso de terapia
antirretroviral de gran actividad (TARGA),
solo 37% de los participantes la recibian. Al
analizar la  respuesta  viroldgica e
inmunoldgica en los pacientes que
recibieron TARGA, 68.75% se consideraron
respondedores inmunoldgicos (RI), es decir,
mostraron supresion virolégica vy
restauracion del ndmero de linfocitos T
CD4%en sangre periférica, mientras que
31.25% se consideraron no respondedores

(NRI). Consecuentemente, los pacientes no
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respondedores presentaron cocientes
CD4/CD8 muy disminuidos comparados con
los pacientes respondedores. Con respecto a
la subpoblacion de linfocitos T CD8", hubo
una tendencia a observar un mayor namero
de estos linfocitos en los RI. El tiempo de
uso de TARGA no fue significativamente
diferente entre ambos grupos sin embargo se
observo que los RI tendian a tener mayor
tiempo recibiendo tratamiento antiviral.Para
el momento de participacion en el estudio,
ningun paciente recibia profilaxis para P.

jirovecii o M. tuberculosis.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de los pacientes incluidos en el estudio

Respondedores | No Respondedores | Sin TARGA p
(n=11) (n=6) (n=18)
Edad (afios) 458 +4.2 33.1+4.6 36.7+2 p=0.04
% Femenino/Masculino 18.9/81.1 0/100 22.3[77.7 NA
CD4" (células/mm®) 563+ 73 68 + 23 287 £ 65 p=0.001
CD8" (células/mm®) 1053 + 116 584 + 152 834 + 160 p=0.26
Relacion CD4/CD8 0.59 + 0.09 0.10 £ 0.03 0.47+0.14 p=0.02
Categoria CDC 20% C, 5.6% AL, 11.4% C, 5.6% B3 40% C, 2.8% AL, NA
5.6% A2 5.6% B1, 2.8% B3
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Carga viral (copias/ml) 1.031+731

96.872 = 32.577

122.803 + 45.233 p = 0.002

*Los resultados son expresados como la media * error estandar de la media. Los grupos fueron comparados mediante el

test de Kruskal-Wallis. NA = no aplicable

Niveles de linfocitos T CD3"/CD4" y
linfocitos T CD4*/CD25" en sangre
periféricay LBA

Para caracterizar los linfocitos T
CD4*CD25", se determiné primeramente el
porcentaje de éstos en sangreperiférica
elcual fue de 5.1% + 0.8%con respecto al
total de la poblacion de linfocitos T CD4".
Al evaluar el compartimiento pulmonar, se
observd que el porcentaje de linfocitos T
CD4*que presentaban el marcador CD25"en
el lavado broncoalveolar fue en promedio de
12.4% *= 1.7% (Figura 1, p=0.002). No se

observd una correlacién entre el namero y

Recibido: 12-03-2015
Aceptado: 3-06-2015

porcentaje de linfocitos T CD4", relacion
CD4/CD8 vy linfocitos T CD4*CD25"en
sangre (R=-0.02, p=0.91), sin embargo lo
contrario ocurrio en el compartimiento
pulmonar donde se observo una correlacion
positiva entre el porcentaje de células T
CD4'y T CD4'CD25" (R=0.668, p=0.001)
(Figura 2) asi como con la relacion
CD4/CD8 (R=0.594, p=0.001). Asimismo,
se observd una correlacion francamente
positiva entre la frecuencia de linfocitos T
CD4'CD25"y
concomitantemente expresan el marcador
intracelular FoxP3 (R=0.895, p=0.001).

aquellos que
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Figura 1. Linfocitos TCD4"CD25"en sangre y lavado broncoalveolar en pacientes VIH

Al estudiar la asociacion entre carga viral y altamente correlacionada con la carga
linfocitos T CDA4'CD25" en sangre se viral(R=1,00; p=0.01 para CD4'CD25" y
observé quetanto el ndimero absoluto de R=0,81; p=0,00 para %CD4*CD25™). Dicha
linfocitos (Figura 3) como el porcentaje en a p=0002 NO se observd en el lavado
relacion al total de linfocitos CD4" estuvo broncoalveolar (R=-0.014, p=0.93).
g o
33 ° o
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Figura 2. Correlacion entre porcentaje de linfocitos T CD4"y T CD4*CD25"en lavado broncoalveolar en
pacientes VIH

200

150

100

CD4+CD25+ EN SANGRE

H
Carga Viral (log copiasiml)

Figura 3. Correlacion entre el nimero de linfocitos T CD4" y CD4*'CD25"en sangre y carga viral en
pacientes VIH

Al analizar la relacion entre uso de terapia
antiretroviral de gran actividad (TARGA) y
recuento  absoluto de linfocitos T
CD4'CD25" en sangre no se observd
asociacion estadisticamente significativa
entre ambas variables (63.75 + 15.2
celulas/ul en pacientes sin TARGA vs 62.68
+ 14.05 células/pl en pacientes con TARGA,
p= 0.716) sin embargo los pacientes sin
terapia antiviral mostraron los valores mas
bajos de linfocitos Tregs particularmente en

el lavado broncoalveolar. El uso de TARGA
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tampoco se correlacioné con cambios en el
porcentaje de linfocitos T CD4'CD25"
(12.34% + 2.46% en pacientes sin TARGA
vs 12.67% * 2.55% en pacientes con
TARGA, p= 059) en el
broncoalveolar. Asimismo, el nimero de
linfocitos CD4*CD25" fue independiente de

la respuesta inmunologica a la terapia

lavado

antiretroviral aun cuando hubo una
tendencia a observar un mayor nimero y
porcentaje de estas células en pacientes no

respondedores (Tabla 2).
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Tabla 2. Relacion entre respuesta inmunolégica a la TARGA y el porcentaje de linfocitos T CD4"CD25" en

sangre y lavado bronchoalveolar en pacientes VIH

Respondedores | No Respondedores | Sin TARGA p value
(n=11) (n=6) (n=18)
Porcentaje de linfocitos 5.04 £1.42 747 +£2.27 5.22£1.32 p=0.6
T CD4*CD25" en sangre
Porcentaje de linfocitos 13.14 £ 3.24 17.4 £ 3.87 10.41 £1.47 p =0.36
T CD4*CD25" en lavado
broncoalveolar
Niveles de interleucinas en sangre respondedores (252 + 134 pg/ml vs 62 + 22
periférica y LBA de pacientes VIH pg/ml,p=0.04). La concentracién de IL-10

en sangre periférica se asocié al numero
absoluto de linfocitos T CD4'CD25" en
sangre 'y con el cociente porcentual
CD4'CD25" (sangre)/CD4*CD25" (LBA)

(R=0.437, p=0.03). Esta asociacion no fue

El perfil de interleucinas en los pacientes
estudiados se observa en la Figura 4.
Comparativamente, los pacientes
presentaron concentraciones mas elevadas

de IL-10 e IL-12 en sangre periférica y de
observada en el lavado broncoalveolar.
TGFB; en el lavado broncoalveolar. Por otra o )
) _ Asimismo, se encontrd una correlacion
parte, solo los niveles de IL-10 en sangre N ) _ )

. ] positiva entre el porcentaje de linfocitos T
periférica se correlacionaron con la carga . .
) ) CD4'CD25" en el lavado broncoalveolar y
viral (R=0,37, p=0.02). En pacientes que )

la concentracion de IL-17 en sangre

(R=0.362, p=0.03). Dicha asociacion no fue
observada con respecto a la concentracion

de IL-17 en el LBA (R=0.05, p=0.74). Hubo
49

recibian TARGA, los no respondedores
presentaron niveles elevados de IL-10 en

sangre en comparacion con pacientes
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una correlacion negativa entre el cociente asociaciones entre los linfocitos T
porcentual reguladores CD4'CD25" y las otras
CD4*CD25"(sangre)/CD4"CD25"(LBA) 'y interleucinas evaluadas.

el cociente IL-17 sangre/IL-17 LBA (R=-
0.451, p=0.02). No fueron observadas
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Sangre

LBA p=0.00

Figura 4. Niveles de interleucinas en sangre y lavado broncoalveolar en pacientes VIH

DISCUSION

Los linfocitos T CD4*CD25" representan
una pequefa subpoblacion (entre 5% a 10%)
del total de linfocitos T CD4"con
competencias  modulatorias  sobre la
homeostasis y la activacién inmune por lo
cual reciben el nombre de linfocitos T
reguladores. Alteraciones cuantitativas y
cualitativas de este grupo de linfocitos se

han correlacionado con la presencia de

Recibido: 12-03-2015
Aceptado: 3-06-2015

enfermedades autoinmunes y con efectos
supresores anti-tumorales, sin embargo, su
rol en enfermedades infecciosas y en
particular en la infeccion por el VIH es aun

sujeto de extensa controversia (8).

La relacion entre la infeccion por el VIH y
los linfocitos T reguladores depende de
diversos factores entre ellos progresion de la
enfermedad, marcadores fenotipicos vy
compartimiento anatomico. El presente
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estudio demuestra que en pacientes
infectados con el VIH ocurre un aumento en
la frecuencia de linfocitos T CD4*CD25" en
el compartimiento pulmonar. Es de hacer
notar que aunque el porcentaje de linfocitos
T CD4" en sangre periférica y lavado
broncoalveolar fue similar, s6lo en el
pulmon este incremento se asocio al
cociente CD4/CD8 lo cual sugiere que una
mayor proporcion de linfocitos T CD4"
expresan el marcador CD25 en el pulmén en
comparacion con lo que ocurre a nivel de la
periferia. En relaciébn a este hallazgo,
Andersson y colaboradores por primera vez
demostraron que en pacientes cronicamente
infectados con el VIH, ocurre un cambio en
la distribucion tisular de los linfocitos Tregs
observando un incremento en el nimero de
estas células en el tejido linfoideo
amigdalino. Este incremento se asocio a la
carga viral y fue independiente de los
niveles de IL-10(22). Asimismo, Rueda y
colaboradores demostraron un aumento en la
frecuencia de linfocitos Tregs en el tejido
linfoide asociado a intestino (GALT por sus

siglas en inglés) comparado con monocitos
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de sangre periférica (23). Esta redistribucion
de la poblacién de linfocitos T reguladores
pudiese estar asociada a cambios en la
expresion antigénica local, replicacion
microbiana oportunista o viral tisular y
microambiente inflamatorio presente en el
pulmoén. Es importante recalcar que en
nuestro estudio, el 70% de los pacientes
presentaron algin tipo de infeccion
pulmonar demostrada por la positividad de
los cultivos bacterioldgicos y/o micol6gicos
en el lavado broncoalveolar y/o la presencia
histopatoldgica de hongos en las muestras de
tejido  pulmonar. Como se menciond
anteriormente, en el contexto de una
infeccion aguda, los Tregs controlan vy
limitan las respuestas efectoras inmunes y
los dafios colaterales tisulares producto de
intensas respuestas inmunes antimicrobianas
(10). Sin embargo, este patron tolerogénico
e inmunosupresor secundariamente
favoreceria la persistencia de VIH en el
tejido bronquial e inclusive podria tratarse
de un mecanismo de evasion de la respuesta

inmune por parte del virus.
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En concordancia con estudios anteriores (22,
24-26), hubo una fuerte asociacion entre
carga viral, nimero absoluto y porcentaje de
T CD4'CD25" en

periférica. La

linfocitos sangre
asociacion  entre estas
variables tiene diversas explicaciones. La
replicacion persistente y continua del VIH
induce un estado de activacion inmune la
cual resulta en un incremento en los
linfocitos T CD4" con el fenotipo de Tregs.
Por otra parte, linfocitos no Tregs pueden
convertirse en Tregs lo cual explicaria el
incremento proporcional de los Tregs en
relacion con la poblacion total de linfocitos
T CD4". El virus preferentemente infecta
linfocitos activados T CD4" que se
encuentran en fase proliferativa mientras
que los linfocitos T reguladores constituyen
una subpoblacion con bajos niveles de
proliferacion lo cual los haria menos
susceptibles a la infeccion por el virus y a la
apoptosis inducida por la activacion inmune

persistente (27).

Nuestro estudio demuestra que tanto en

sangre periférica como en el lavado
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bronchoalveolar, el namero de linfocitos T
reguladores fue independiente del uso de
terapia antiretroviral de gran actividad y en
aquellos pocos pacientes que la recibian,
independiente de la respuesta inmunologica
a la misma. Algunos estudios demuestran
una asociacion positiva entre uso de terapia
antiretroviral y linfocitos T reguladores (23,
28-29). Es importante acotar que el presente
estudio tiene la particularidad de que, al
momento de la realizacion del mismo, la
TARGA segun la

Organizaciéon Mundial de la Salud estaba

indicacion de

limitada s6lo a pacientes con contaje de
CD4'<200 células/ul. En consonancia con
las normativas internacionales, nuestros
pacientes iniciaron  tratamiento  en
condiciones de profunda inmunosupresion y
clinicamente en estadios mas avanzados de
la infeccion (Categoria C y D, segun la
CDC) y por lo tanto no se encontraban
avirémicos al momento de su ingreso al
protocolo de investigacion lo cual explicaria

la falta de asociacion entre ambas variables.
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En relacion a las interleucinas medidas en

sangre periféerica 'y en el lavado

broncoalveolar, comparativamente
observamos un incremento significativo en
las concentraciones pulmonares de TGFp1,
en menor grado de IL-4 e IL-17 vy
disminucion significativa de 1L-10. Bajo la
influencia de TGFP, es sabido que los
linfocitos Th17 se diferencian a partir de los
linfocitos T CD4"y producen IL-17(30). La
IL-17 promueve la proliferacion,
maduracion y actividad quimiotactica de los
neutréfilos, favorece la coestimulacion de
los linfocitos T y la maduracion de las
células dendriticas entre otras multiples
funciones (31). Por otra parte, TGFpB actua
facilitando la diferenciacion de los linfocitos
T CD4" en linfocitos T reguladores. En
condiciones normales, la IL-10 tiene

potentes efectos inmunosupresores
inhibiendo las funciones de los linfocitos
Thl vy reduciendo el dafio colateral

producido por wuna respuesta inmune
descontrolada (32). En definitiva, el perfil de
interleucinas en las muestras de lavado

broncoalveolar sugiere la presencia de un
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ambiente local predominantemente
proinflamatorio en el pulmén de los

pacientes infectados con el VIH.

En relacion a la IL-10, nuestro estudio
demostr6 una  asociacion entre la
concentracion de esta interleucina en sangre
periférica y carga viral. Estos hallazgos
concuerdan con estudios anteriores(33, 34)
que demuestran que la activacion inmune
inducida por el VIH favorece la produccion
de esta interleucina altamente
inmunosupresora. Recientemente Haij vy
colaboradores (35) demostraron que la
proteina Tat del VIH-1 es capaz de
interactuar con el receptor TLR4-MD2 en
las celulas del sistema
fagocitico/mononuclear e inducir
directamente la produccion de I1L-10. Por
otra parte, estudios in vivo han demostrado
que los efectos supresores de los linfocitos T
reguladores ocurren a través de contacto
celular directo y de manera indirecta a través
de la produccidn de interleucinas tales como
IL-10 (36). Es sabido que en infecciones

cronicas los linfocitos Tregs son importantes
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productores de IL-10 permitiendo la
supresion de la actividad de los linfocitos T,
evitando el clearance de patdgenos y a largo
plazo ejerciendo efectos beneficiosos en el
hueésped favoreciendo el desarrollo de una
inmunidad efectiva y duradera(37). A pesar
de que efectivamente observamos una
asociacion entre la frecuencia de linfocitos T
CD4*CD25" y [IL-10] en la periferia, esta
asociacion no ocurrio a nivel pulmonar y por
el contrario, observamos concentraciones
significativamente mas bajas de IL-10 en el
lavado broncoalveolar por lo que podemos
suponer que el efecto inmunomodulador de
los linfocitos T reguladores en el pulmon
pudiera ser independiente de IL-10 lo cual
concuerda con estudios realizados in
vitro(37, 39) e in vivo en tejido linfoideo

amigdalino(22).

La presente investigacion demostro una
asociacion entre el porcentaje de linfocitos
CD4*'CD25" en el pulmén y los niveles de
IL-17 en sangre periférica. A pesar de que
los niveles de IL-17 en el lavado

broncoalveolar fueron mas elevados
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comparados con los de la misma interleucina
en sangre periférica, no fue posible observar
esta misma asociacion con el porcentaje de
CD4*CD25" del pulmén. Es sabido que los
linfocitos T reguladores, a través de la
produccion de TGFp, pueden inducir Ia
diferenciacion de los Th17 y por lo tanto la
produccién de IL-17. En base a los hallazgos
de nuestro estudio, es posible pensar que
este  mecanismo de retroalimentacion
positiva no esté ocurriendo a nivel
pulmonar. Por otra parte recientes estudios
han evidenciado que los linfocitos Tregs
pueden producir directamente 1L-17(40).
Para que esto ocurra, los Tregs sufren un
mecanismo de reprogramacién que los
convierte en linfocitos T [IL-17"Foxp3*
(4D)lo que nos lleva a sugerir que, segun
nuestros hallazgos, esta reprogramacion
pudiera estar ocurriendo a nivel periférico
pero no a nivel pulmonar. Por ultimo, un
Th1/Th2

evidenciada por la elevacion en los niveles

desbalance de la relacidn
pulmonares de IL-4 y disminucion de IL-12
estaria afectando el fino balance de la

Th17/Tregs. Debido a la
55
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reciprocidad en las vias de desarrollo de
estas células, nuevas evidencias apuntan a
que la relacion Th17/Tregs pudiese haberse
desarrollado para inducir o regular las
respuestas inflamatorias tisulares tal y como
ocurre con las respuestas inmunes mediadas
por la dicotomia de la relacion Th1/Th2(42).

En conclusion, nuestro trabajo demostr6 que
VIH hay un
proporcional de los linfocitos T reguladores
CD4'CD25"en el

expresan  altos

en pacientes aumento

pulmoén los cuales
niveles del marcador
intracelular FoxP3. Este aumento se asocid
al porcentaje de linfocitos T CD4" vy al
cociente CD4/CD8 y fue independiente de la
carga viral, del uso de TARGA y de los
niveles locales de IL-10. Nuevos estudios
son necesarios para dilucidar el rol de la
interrelacion 1L17/Tregs sobre los efectos
reguladores de los linfocitos T
CD4'CD25"en el pulmén de los pacientes

VIH.
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