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RESUMEN
INTRODUCCION. Una de las principales causas de muerte en los pacientes con
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en Colombia y en los paises en
desarrollo son las infecciones oportunistas (I0) del del Sistema Nervioso Central
(SNC). A pesar de que existen tratamientos especificos para estas patologias tan
comunes (toxoplasmosis, criptococosis y tuberculosis) los pacientes fallecen y no
se conoce con exactitud los mecanismos de patogénesis asociados. Debido a que
algunas 10 a nivel sistémico en pacientes VIH® también se han asociado con
progresion de la enfermedad, es posible que estas infecciones en el SNC medien
neuropatologia alterando la respuesta inmune ya sea por una inflamacion
exagerada o a través de inmunosupresion. Los linfocitos T reguladores (Treg),
representan una poblacion celular importante a ser evaluada en el contexto de
neuropatogénesis del VIH por su potencial inmunomodulador y por la relevancia
que tienen en la patogénesis del VIH/SIDA. OBJETIVO. Con el propésito de
explorar mecanismos patogénicos relacionados con neuroinflamacion por
Infecciones oportunistas durante SIDA, se determind si los linfocitos T reguladores
con un fenotipo CD4"CD25'FoxP3" (Treg) hacen parte de la respuesta inmune a
estos patdégenos en el SNC. METODOLOGIA. Se realiz6 un estudio descriptivo
en el que se fenotipificaron subpoblaciones de LT en el liquido cefalorraquideo
(LCR) de pacientes con las IO del SNC mas frecuentes en pacientes con
VIH/SIDA. La frecuencia (%) de Treg [CD3" CD4" CD25" FoxP3'] en el LCR se
determiné mediante el analisis por citometria de flujo (FACS) en 76 pacientes en
fase de SIDA con y sin infecciones oportunistas (I0) del sistema nervioso central.
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La infiltracion del SNC por Treg también fue investigada por inmunotincién de
linfocitos T FoxP3" en tejido cerebral de autopsias. Se evalué la especificidad
antigénica de los Treg del LCR en criptococosis meningea, determinada por la
diversidad clonal VB del TCR comparativamente con su contraparte en los LT
CD4" convencionales. Finalmente se evaluo la capacidad supresora inmunoldgica
ex vivo de los Treg del LCR sobre los LT convencionales en ensayos de
proliferacion en cultivo en respuesta a coestimulacién CD3/CD28 e interleuquina 2
humana recombinante (hriL-2). RESULTADOS: Los linfocitos T reguladores
(CD3'CD4'CD25FoxP3") se acumulan en el SNC de los individuos con
neuroSIDA por Infecciones oportunistas. La magnitud de la infiltracion por los Treg
en el LCR fué mayor que en la sangre especialmente en toxoplasmosis cerebral y
las meningitis criptococcica y tuberculosa. Los Treg en el tejido cerebral tienen un
proceso activo de migracion y localizacion especifica a los sitios de infeccion
oportunista reflejando el proceso patogénico. Los Treg infiltrantes del LCR en
criptococosis meningea comparten especificidad antigénica con los LTCD4"
convencionales de acuerdo a su repertorio VB del TCR y son incapaces de
proliferar in vitro indicativo de su origen inducido por antigeno, por lo tanto al
menos una fraccion de estos linfocitos en el LCR corresponde a los iTreg. Muy
importante, los Treg del LCR retienen ex vivo su capacidad supresora de la
proliferacion de los LT convencionales del foco de la infeccion, con un efecto
inhibitorio mas pronunciado sobre los LT CD8",

CONCLUSION: Este estudio contribuye con evidencia soportando la hipétesis de
de que los Treg son parte de la respuesta inmune y el proceso neuropatologico de
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las 10 en el SNC asociadas a SIDA. Los resultados también soportan el origen
inducido por antigeno de una fraccién de estos Treg (iTreg) y revela su potencial
inmunomodulador in vivo sobre los LT del foco de la patologia. Por lo tanto, la co-
infeccién con IO podria alterar la neuropatogénesis del VIH afectando el balance
entre los mecanismos inmunoldgicos efectores y reguladores de inflamacién en el
sistema nervioso. Es la primera vez que se describe la presencia de los Treg en el
proceso neuropatoldgico de las 10 asociadas a SIDA pero su impacto biol6gico

debe ser estudiado a futuro.
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INTRODUCCION

La infeccién por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) afecta alrededor de
34 millones de personas en el mundo, acorde al estimado de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS)[1]. La mayoria de las personas viviendo con VIH
habitan en paises de bajos o0 medianos recursos haciendo mucho mas compleja la
situacion de las personas infectadas. Desde la aparicion de la epidemia, el
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) ha cobrado la vida
aproximadamente 25 millones de personas, y se calcula que para 2011 cerca de 2
millones de personas murieron por esta causa[2]. Para Colombia en 2009 el
promedio diario de casos nuevos de SIDA fue de 18[3], y en el afio 2011 se
registraron 5.650 casos de muerte por SIDA[1]. En el departamento del Valle del
Cauca la mortalidad relacionada con SIDA fue de 1.6 x 100.000 habitantes en el
2009[3] mientras en la ciudad de Cali se reportaron 465 casos nuevos de infeccion
por VIH en el afio 2011, de los cuales el 20% fueron diagnosticados en etapa de
SIDA y se reportaron 38 fallecimientos por esta causa[l], sin embargo el
subregistro es evidente si se tiene en cuenta que solo en una institucion de tercer
nivel (sitio de realizacion del presente estudio) en 2008 se presentd una mortalidad
similar a la reportada en toda la ciudad para 2011, ademas de una gran
discordancia entre los datos reportados por el DANE y los registros del SIVIGILA.

Las infecciones oportunistas (I0) del sistema nervioso central (SNC), son una de

las causas mas comunes de enfermedad neurologica y mortalidad en los
14



pacientes infectados por el VIH que desarrollan SIDA (NeuroSIDA), en los paises
en desarrollo[4, 5] y hasta en el 30% de los casos es la enfermedad trazadora del
progreso a SIDA[6]. El escaso conocimiento de los mecanismos de enfermedad y
patogénesis de las IO en el SNC ha dificultado su diagnostico temprano y
tratamiento, influyendo negativamente en el manejo y prondstico de la
enfermedad[7]. Uno de los problemas mas dificiles en NeuroSIDA es la falta de
claridad en los procesos patogénicos que conducen al desarrollo de 10 y como la
interaccién de la inmunosupresion sistémica y la respuesta inmune local a nivel del
sistema nervioso central (SNC) facilitan el desarrollo de tales infecciones. Una alta
proporcion de estos pacientes (hasta el 40%) fallece a pesar de la instauracion
oportuna de terapias antimicrobianas especificas y el manejo adecuado en
unidades de cuidado critico[8].

Una de las preguntas sin resolver en las afecciones neuroldgicas por 10 en SIDA,
es si estas complicaciones se originan a partir de las anormalidades
inmunoldgicas inducidas por el VIH en el cerebro, o por el microambiente
inmunoldgico Unico del sistema nervioso central. El desarrollo preferencial de
algunas infecciones oportunistas, al igual que la predileccién de estos patégenos
por ciertas areas del cerebro, sugiere diferencias en la respuesta inmune a estos
microorganismos en el SNC, o diferencias en las respuestas de proteccion o
susceptibilidad en el SNC comparado con otros organos. Por ejemplo,
toxoplasmosis cerebral y criptococosis meningea son las infecciones oportunistas
mas comunes en el SNC, mientras que la tuberculosis o los agentes virales como
Citomegalovirus (CMV), Epstein-Barr virus (EBV), herpes simplex virus (HSV) o

15



John Cunningham virus (JCV), son agentes oportunistas menos frecuentes en
SIDA a pesar de ser los patdégenos que persisten mas comunmente en los
reservorios tisulares humanos. Por otra parte, la persistencia de ciertos patégenos
tal como Cryptococus neoformans en el SNC y su desenlace fatal, pueden ser la
resultante de una respuesta inmunoldgica ineficiente en el SNC, que falla en el
control de la infeccion al desviar la respuesta a un perfil anti-inflamatorio. A este
respecto se conoce que una respuesta inmune efectora vigorosa, con producciéon
del interferon gamma (IFN-y), detectado en el liquido cefalorraquideo (LCR), se
asocia con una mejor proteccion y mayor sobrevida en esta infeccién. Es de
resaltar que un porcentaje importante de pacientes con 10 del SNC fallecen
durante el tratamiento, y la mayoria de los sobrevivientes desarrollan secuelas y
complicaciones neuroldgicas crénicas que limitan la calidad de vida. Por todo lo
anterior, es plausible que nuevas alternativas terapéuticas que busquen modular la
respuesta inflamatoria, favoreciendo las respuestas inmunes benéficas, podrian
ser una opcién para mejorar el pronéstico.

La sobrevivencia a una infeccién en el sistema nervioso central, requiere un
control estricto de la respuesta inmune inflamatoria. Mientras la falla en restaurar
la homedstasis inmune en el tejido cerebral después de una infeccion puede
conducir a inmunopatologia, una prematura o excesiva modulacion de la
respuesta inmune antes de la eliminacion completa de los microorganismos podria
favorecer su persistencia. ElI microambiente cerebral en condiciones de
homedstasis es esencialmente tolerogénico a la respuesta inmune, sin embargo

no hay suficiente informacion acerca de la contribucion del privilegio inmunoldgico
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o de los mecanismos inmunomoduladores del sistema nervioso en la regulacién
de la inflamacién inducida por las 10.

Los linfocitos T reguladores (Treg) caracterizados por el fenotipo
CD4'CD25'FoxP3" modulan las respuestas inflamatorias mediante la supresion
de la activacion y proliferacion de otros linfocitos T, en tejido linfoide y
presumiblemente en otros tejidos con un ambiente tolerogénico como el tracto
gastrointestinal. La evidencia actual sugiere que los Treg juegan un papel dual
(proteccion y patogénesis) importante durante las infecciones virales crénicas
como el VIH. Una hipoétesis sugiere que los Treg pueden controlar la activacion
inmunologica “aberrante” en la fase crénica de la infeccion por VIH (funcion
protectora) evitando el dafio tisular y la pérdida por sobreactivacion de clonas de
LT especificos al VIH. Contradictorio con los anteriores resultados, se ha
encontrado que la presencia de Treg en estadios avanzados de enfermedad se
asocia a cargas elevadas del VIH, posiblemente por el efecto supresor de los Treg
sobre las respuestas especificas al virus (efecto patogénico). El fenotipo, la
frecuencia y funcion de los linfocitos T reguladores en la infeccion VIH parece
depender de la fase de la enfermedad y del érgano donde se evallen. Por lo tanto,
para resolver la contradiccion existente acerca del papel dual de los Treg en la
infeccion VIH/SIDA es crucial caracterizar y evaluar los Treg en los tejidos y
compartimentos asociados a la patogénesis del VIH. En este sentido, a pesar de
que el SNC es un reservorio del virus desde la infeccion aguda por el VIH, y las

complicaciones neurolégicas asociadas a esta infeccion persistente son muy
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frecuentes en inmunosupresion (NeuroSIDA), no se ha examinado aun el papel de
los Treg en la neuropatogénesis del VIH/SIDA.

Los Treg parecen ser factores cruciales en la patogénesis de otras enfermedades
neuroldgicas como neoplasias de alto grado (glioblastoma multiforme) o trastornos
autoinmunes tipo esclerosis multiple, ademas existe alguna evidencia en modelos
murinos de NeuroSIDA que sugiere que pudieran tener un papel en la
neuropatogénesis del VIH[9]. Por lo tanto, es factible pensar que los Treg juegan

un papel inmunoldgico importante en el sistema nervioso central en SIDA.

La hipétesis general de este estudio propone que los Treg son parte de los
mecanismos de inmunomodulacién en las infecciones oportunistas del SNC y la
caracterizacion de esta respuesta inmune seria importante en el futuro para
proponer alternativas terapéuticas basadas en la manipulacion de su funcion
reguladora. Con el propésito de encontrar evidencia de la participacion de los Treg
con fenotipo CD4" CD25" FoxP3", en la neuropatogénesis de las |0 asociadas a
SIDA, esta tesis doctoral buscé, en los objetivos 1 y 2, determinar primero la
factibilidad de su deteccién a nivel del sistema nervioso central (LCR o tejido) en
NeuroSIDA por las 1O mas comunes, utilizando analisis FACS e
inmunohistoquimica; y segundo, evaluar si estos Treg (FoxP3") se acumulaban
en el foco de la infeccidn oportunista concurrentemente con un microambiente de
inmunosupresion o tenian una distribucion especifica en el tejido. Posteriormente
se intent6 caracterizar si los Treg detectados en el SNC son parte de la respuesta

inflamatoria especifica a la coinfeccion VIH/IO, evaluando la diversidad clonal V(3
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de los receptores del Linfocito T (TCR) en los Treg y LT CD4" convencionales del
LCR en el Objetivo 3. Finalmente, en el objetivo 4 se examind la capacidad
funcional de los Treg, aislados ex vivo del LCR en las criptococosis meningeas,
para suprimir in vitro la proliferacion de los linfocitos T, como una aproximacion

preliminar a predecir su funciéon inmunoreguladora in vivo.
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1. MARCO TEORICO Y REVISION DE LA LITERATURA

1.1 Complicaciones Neurolégicas asociadas a VIH/SIDA

La infeccion por VIH produce complicaciones clinicas en el sistema nervioso
central que causan deterioro de las funciones mentales superiores, discapacidad
fisica y mental en los pacientes afectados. Estos problemas neurolégicos se
denominan NeuroSIDA y son el resultado de: 1) Infecciones Oportunistas (10)
asociadas a la inmunosupresion severa por deplecion sistémica de los LTCD4"
durante el progreso a SIDA, 2) Alteraciones motoras y cognitivas, denominado el
complejo HAND, que incluyen desde alteraciones neurosicolégicas asintoméaticas
hasta la forma méas grave de demencia asociada a VIH (HAD); causados por la
desregulacién inmunologica de la microglia/macréfago perivascular infectados o
activados por el VIH y 3) Complicaciones de la terapia antirretroviral que pueden
ser: directas como el efecto neurotdxico del tratamiento antirretroviral, asociado
principalmente con neuropatia periférica o indirectas relacionadas con el sindrome
de reconstitucion inmunoldgica (IRIS)[10, 11]. Contrario a la situaciéon actual en
paises europeos o Norteamérica, donde el uso de antirretrovirales ha modificado
la epidemiologia del NeuroSIDA, con una disminucion marcada en la incidencia de
infecciones oportunistas y aumento de la prevalencia de otras complicaciones
asociadas directamente al virus, (como demencia o neuropatia), en los paises en

vias desarrollo, las 10 aun son las complicaciones neurolégicas mas comunes del

SIDA [4, 5].
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Antes de la disponibilidad de terapia antirretroviral de gran actividad (era pre-
TARGA) las infecciones neuroldgicas oportunistas eran la enfermedad trazadora
de SIDA en el 20% de los casos. Hoy dia se estima que en ausencia de terapia
antirretroviral hasta el 40% de las personas infectadas con VIH desarrollaran
alguna complicacion neurologica, por infecciones oportunistas o atribuibles al virus
de inmunodeficiencia humana per se[12-14]. En Colombia hay cerca de 170.000
personas infectadas con VIH, y se estima una prevalencia de 0.52% en poblacién
joven. Debido al diagnéstico tardio de la infeccién por el VIH y a la baja cobertura
antirretroviral, existe un riesgo alto de desarrollar complicaciones neuroldgicas e
infecciones oportunistas en el sistema nervioso central.

Se entiende por IO a las infecciones causadas por microorganismos que
usualmente no causan enfermedad en individuos inmunocompetentes. La
toxoplasmosis cerebral (TC) y la criptococcosis meningea (CM) son las
infecciones mas frecuentes del SNC, seguidas por tuberculosis meningea (TBM),
neurosifiis (NS) u otras complicaciones asociadas a virus como la
leucoencefalopatia multifocal progresiva (PML) asociada al virus JC o el linfoma
primario del SNC asociado al virus Epstein-Bar (EBV)[15, 16]. La TC se manifiesta
frecuentemente como lesiones de los ganglios basales u otras areas
supratentoriales, que producen diversas manifestaciones clinicas de acuerdo a la
localizacion y compresion de estructuras nerviosas (efecto masa); estas
manifestaciones son principalmente déficit motor (hemiplejia o hemiparesia),
sindromes convulsivos, trastornos cognoscitivos y sindrome de hipertension
intracraneana[l7]. La CM es la manifestacion mas comun de infeccion por
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Cryptococcus neoformans en pacientes VIH®, y se caracteriza por ser una
meningitis cronica no exudativa, pero en ocasiones se pueden desarrollar
microabscesos o criptococomas en los ganglios de la base; aproximadamente el
90% de los casos se presentan con cefalea intensa, asociada al incremento de la
presion intracraneana[18]. Hasta el 60% de los casos de CM presentan recaidas
después del tratamiento antimicético, requiriendo terapias prolongadas de
mantenimiento[19]. La TBM, tiene una mortalidad de hasta el 60% en las
personas infectadas con el VIH; se caracteriza por compromiso meningeo y de
ganglios de la base, pero también puede producir lesiones tipo “masa”
denominadas tuberculomas, en cualquier region cerebral[20]. La NS resulta de la
infeccion del SNC por el Treponema pallidum; la infeccion con el VIH-1 altera la
historia natural de la sifilis, aumentando el riesgo de progreso a neurosifilis, mayor
severidad, una respuesta inadecuada al tratamiento y dificulta el diagndstico. Las
manifestaciones clinicas mas comunes de neurosifilis asociadas al VIH-1 son
meningitis aguda y enfermedad meningovascular[21].

El prondstico y sobrevida de los individuos con IO del sistema nervioso es muy
pobre, inclusive con disponibilidad de tratamiento antimicrobiano especifico y
manejo en una unidad de cuidado intensivo de las complicaciones
cerebrovasculares y de la hipertension endocraneanal8]. Las tasas de mortalidad

alcanzan el 50%[16] y los sobrevivientes tienen una alta morbilidad[22].
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1.2 Inmunopatogénesis mediada por las IO del SNC

El desarrollo preferencial de ciertas 10 en el SNC, sugiere que tanto la
susceptibilidad como la respuesta inmune del cerebro a los patégenos es
diferente si se compara con otros 6rganos o tejidos. Es llamativo que aunque una
gran cantidad de patdégenos establecen infecciones latentes en el humano (a nivel
sisttmico o en el SNC), no todos estos microorganismos son patdgenos
relevantes en el SNC en individuos VIH*. La TCy CM[15] son mas frecuentes
gue las meningitis tuberculosas y las complicaciones por virus (CMV, EBV, HSV o
virus JC)[16] son las menos comunes a pesar de que la seroprevalencia de estos
virus en adultos VIH" es entre 92-99%][23]. Por otra parte, las 10 en el sistema
nervioso podrian impactar la neuropatogénesis mediada directamente por el VIH
o alterar la dinamica del virus latente en el SNC, al aumentar el trafico de células
infectadas al cerebro, la secrecién de citoquinas proinflamatorias y la replicacion
viral del VIH[24-26]. Como soporte a esta hipétesis, una infeccion oportunista
como la tuberculosis pulmonar en las personas infectadas con VIH ha sido
tradicionalmente asociada con una acelerada progresion de la enfermedad a
SIDA, un pobre pronéstico y en general mayor morbimortalidad[27].

No se conocen completamente los procesos patogénicos que ocurren al interior
del sistema nervioso durante las infecciones oportunistas puesto que la
informacion es limitada, principalmente por la ausencia de un modelo animal
adecuado y pocos estudios clinicos. La mayoria de la informacién en humanos
proviene de estudios de inmunohistoquimica de casos de autopsias (reflejando la
respuesta en estadios avanzados y/o terminales de la enfermedad) o analisis de
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marcadores solubles en el LCR (medidas subrogadas) de los procesos patoldgicos
gue ocurren en el SNC como son el infiltrado celular (predominantemente
monocitario), el predominio de ciertas citoquinas inflamatorias y quimioquinas (por
ejemplo MCP-1) y la replicacion viral activa en el SNC[26, 28, 29]. EI LCR ofrece
una excelente oportunidad para evaluar in vivo el microambiente producido en el
SNC puesto que su produccion representa en tiempo real lo que ocurre en las
meninges, plexos coroideos y regiones corticales cerebrales. En este orden de
ideas evaluar el fenotipo inmunoldgico de las células que infiltran el SNC (LCR y
tejido) aportaria informacion crucial acerca del tipo de respuesta inmune inducida
por los microorganismos oportunistas, hallazgos que serian utiles para entender
los mecanismos de dafio y proteccion frente a las 10 en el SNC infectado
persistentemente por el VIH.[30]

La respuesta inmune adaptativa es en gran medida la responsable de la
resolucién de las 10 en el cerebro. Se sabe que la respuesta de linfocitos T es
crucial para la eliminacion de patégenos como Toxoplasma gondii [31] y
Cryptococcus neoformans, en particular el IFN-y es indispensable para conferir
resistencia a la infeccion aguda, y evitar las complicaciones tardias;
consecuentemente su deteccién se ha relacionado con buen prondstico proteccion
e incremento en la sobrevida[32-34]. Por otra parte la persistencia de C.
neoformans en el cerebro (con un desenlace fatal) se ha relacionado con la falla
de los mecanismos inmunes efectores y una desviacion de la respuesta inmune
hacia un perfil supresor caracterizado por la produccion de citoguinas
antiinflamatorias como IL-10, TGF- o IL-4[35, 36] o también a factores de
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virulencia de la levadura como el glucoronoxilomanan (GXM), el cual retrasa la
migracion de linfocitos T al cerebro[37] o es capaz de inhibir las respuestas
efectoras de los linfocitos T[38]. Entender los mecanismos reguladores
encargados de controlar la inflamacion al interior del SNC es indispensable
considerando que el cerebro es un 6rgano inmunoprivilegiado en el cual la
respuesta inmune debe ser finamente regulada para evitar inmunopatologia.

La respuesta inmune en el sistema nervioso debe ser lo suficientemente eficaz
para eliminar completamente los patégenos, evitando el dafio del tejido. En el
cerebro la regulacién inmunoldgica debe ser mucho més estricta, puesto que se
trata de un compartimiento restringido por la béveda craneana, en el cual una
inflamacion exagerada desencadenara dafio por compresion del tejido
nervioso[39]. Teniendo en cuenta este requisito del sistema nervioso de generar
respuestas inmunes efectivas pero controladas, los mecanismos supresores
inmunoldgicos surgen como blancos interesantes de ser evaluados en las

infecciones oportunistas asociadas al SIDA.

1.3 Linfocitos T reguladores: Naturales e inducibles.

Los linfocitos T reguladores (CD4"CD25"FoxP3") o los Treg, son una subpoblacion
de linfocitos CD4" indispensable para el control de la activacion inmunolégica de
los linfocitos T efectores[40]. La tolerancia inmunoldgica es la responsable de
evitar el dafo tisular mediado por células autoreactivas, pero permitiendo una
respuestas efectiva contra los patdgenos[41]. La mayoria de los LT CD4"
autoreactivos son eliminados en el timo (tolerancia central), sin embargo algunos
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LT que escapan a este mecanismo de seleccién son controlados posteriormente a
nivel periférico por los Treg [42].

El factor de transcripcion FoxP3, perteneciente a la subfamilia “forkhead/winged-
helix box-containing protein P”, es indispensable para la funcién reguladora de los
Treg. La mutaciones en el gen que codifica para FoxP3 son las responsables del
sindrome clinico infrecuente conocido como IPEX (immunedysregulation,
polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome) [43, 44][45]. FoxP3 contiene
una region C terminal con un dedo de zinc y un dominio oligomerizacion tipo
cremallera y un dominio N terminal de union de DNA tipo “forkhead” altamente
conservados[46, 47], y rico en prolinas [48] que es importante en la funcién
inmunoreguladora de los Treg[49]. En el humano se encuentran 2 isoformas de
FoxP3, FoxP3a y FoxP3b [50]. FoxP3b carece del exon2 que es fundamental para
su asociacién a los receptores nucleares RORa y RORYy, por lo cual FoxP3a es la
isoforma necesaria para la diferenciacién de los linfocitos T reguladores[46]. Un
efecto importante del FoxP3 es que regula la produccién de una gran variedad de
citoquinas a través de la interaccién con proteinas asociadas, incluyendo factores
de transcripcién, como son el factor nuclear de células T activadas (NFAT), NF-kB
y Runx1/AML1[48, 51]; tanto NFAT como Runx1l/AML1 son necesarios para la
expresion de IL-2 después de la estimulacion de linfocitos mediada por el TCR
[52]. La asociacion del FoxP3 con NFAT y Runx1/AML1 reprime la activacion de
los promotores de IL-2, IL-4 e IFN-y, estas interacciones son las responsables del

aumento de expresion de CD25 y CTLA-4.
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Previamente a la identificacion del FoxP3 como el gen maestro de los Treg, se
reconocio la existencia de dos subpoblaciones de los Treg, Treg naturales (nTreg)
y los Treg inducibles o iTreg [53]; estas dos poblaciones comparten mecanismos
de accion (dependientes de contacto) pero se diferencian en el origen, la
especificidad antigénica y estabilidad al estimulo con citoquinas [54, 55]. Los
nTreg se desarrollan en el timo en respuesta a autoantigenos y se relacionan
principalmente con la prevencion de autoinmunidad[56, 57]; mientras los iTreg, se
desarrolla en la periferia a partir de LT CD4" convencionales en respuesta a
citoquinas reguladoras (TGF-B e IL-10) y antigenos ambientales, principalmente
microorganismos[58, 59]. Los iTreg participan principalmente en la regulacién de
las respuestas inmunes a las infecciones. Las dos subpoblaciones de losTreg
expresan altos niveles de CD25 (cadena a del rIL-2) y las moléculas CTLA-4,
GIRT, CCR4 y CD62L[57]. No hay marcadores celulares definidos que distingan
claramente entre estas dos poblaciones de los Treg (naturales e inducibles). Los
marcadores mas prometedores son Helios y Neuropilin 1 (Nrpl), sin embargo no
estan validados[60]. Adicionalmente a los iTreg, se han descrito dos
subpoblaciones de linfocitos T reguladores inducidos a partir de linfocitos T
convencionales pero que no expresan la molécula FoxP3; estos son los Linfocitos
Reguladores T1 (Trl) que secretan IL-10 y LT  productores de factor
transformante beta (TGF-B)[61]. Los mecanismos que se han relacionado con el
potencial supresor de los Treg, se han dividido tradicionalmente en dependientes

de contacto directo con las células dendriticas (DC) o los linfocitos T (LT) y los
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independientes de contacto (secrecion de sustancias reguladoras) revisados en
[41, 62, 63].

Varias moléculas de superficie celular han sido relacionadas con la funcion
supresora de los Treg. EI CD25, cadena a del receptor de IL-2 y marcador original
de los Treg, es indispensable para la homeostasis de los Treg[64], y la funcién
inhibitoria de la proliferacién de los LT convencionales por deprivacion de la IL-2
[65]. EI CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte antigen 4) también conocido CD152, es
una molécula que en los Treg estd implicado en suprimir la respuesta inmune al
reducir la inmunogenicidad en las células dendriticas y/o la capacidad proliferativa
en los LT convencionales[66]. Las moléculas CD39[67] y CD73[68], dos
ectoenzimas expresadas en altas proporciones en los Treg, son importantes en la
supresion mediada por contacto de las Treg, al facilitar la producciéon de adenosina
y la extrusion del AMP ciclico[69, 70]. La sefalizacion iniciada por adenosina no
solo inhibe directamente los LT efectores sino que también impacta negativamente
la funcién de las células dendriticas. Otras moléculas de superficie de los Treg
FoxP3" importantes para su funcion reguladora son: LAG-3 (homologo del CD4
con alta afinidad al MHC-II)[71], bloquea la maduracién de las células dendriticas
inmaduras e inhibe su capacidad coestimuladora[72]; TIGIT (T cell
immunoreceptor with Ig and ITIM domains) induce la produccion de citoquinas
antiinflamatorias como IL-10 y TGF-B [73]; Neuropilin-1 que bloquea la funcién de
las células dendriticas [74]; otras moléculas asociadas al papel supresor de los
Treg son OX40, GITR y TNFRII[63]. Muchas de las anteriores moléculas inducen
sefales “tolerogénicas” para la célula dendritica que se traducen en incremento
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intracelular de los niveles de IDO (indolamin -2,3- dioxigenasa), y la disminucién
de la disponibilidad de tript6fano para el LT, impidiendo su activacion[75-77].

Varias proteinas solubles estan implicadas en la supresion mediada por las Treg,
independiente de contacto célula-célula. La IL-10 suprime la activacion de
macrofagos al inhibir: la secrecién de citoquinas (IL-12 y TNF-a), la expresién de
moléculas coestimuladoras y moléculas clase Il del MHC y subsecuentemente la
activacion de los LT[58, 78]. EI TGF- inhibe la proliferacion de LT al inhibir el ciclo
celular[79, 80], efecto que se ve potenciado en presencia de IL-10; otra citoquina
que contribuye a la funcion reguladora de los Treg es la IL-35 [81]. La citélisis de
las células blanco también ha sido postulada como un mecanismo de los Treg

para inhibir alos LT, a través de granzima B [82] y perforina [83]

1.4 Treg en Enfermedad

La funcion supresora de los Treg parece ser muy importante durante procesos
infecciosos[84], autoinmunidad[85], trasplante[86], alergia[87] y cancer[88]. En
humanos, las mutaciones que resultan en disfuncion de la molécula FoxP3
impiden la generacion de los Treg y causan el sindrome de inmunodesregulacion,
poliendocrinopatia y enteropatia ligado al X (IPEX)[46], caracterizado por ser una
enfermedad autoinmune fatal. Ademas alteraciones en la cantidad o funcion de los
Treg se han asociado con enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso
sistémico[89], artritis reumatoide[90] y esclerosis multiple[91] entre otras. También
se ha encontrado una asociacion entre infiltracion por los Treg de lesiones
tumorales con mal prondstico, y se hipotetiza que los Treg inhiben las respuestas
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inmunes anti-tumorales especificas, necesarias para la eliminacion de las células
cancerosas[92].

Uno de escenarios en los que los Treg tienen mayor relevancia es en las
enfermedades infecciosas y se ha propuesto que juegan un papel dual; durante
las infecciones agudas las Treg serian indispensables para evitar el dafio de los
tejidos inducido por la respuesta inmune, mientras en las infecciones cronicas los
Treg pudieran estar relacionadas con la persistencia de los microorganismos[93].
Es asi como por ejemplo, que los Treg que se acumulan en las lesiones cutaneas
por Leishmania Braziliensis, inhiben la proliferacion de los LT en respuesta a
estimulos policlonales[94, 95]; en tuberculosis el numero de los Treg esta
incrementado tanto en sangre, como en los sitios de infeccion activa por
Mycobacterium tuberculosis (espacio pleural o parénquima pulmonar) y la
frecuencia de Treg FoxP3" es inversamente proporcional a la respuesta inmune
especifica a M tuberculosis[96, 97]; o la correlacion existente entre la persistencia
del virus de papiloma humano (VPH16) y la presencia de Treg en el epitelio
cervical[98]. Estos hallazgos sugieren que los Treg modulan las respuestas
inmunes frente a microorganismos in vivo y se correlacionan con los procesos

patogénicos.

1.5 Linfocitos T reguladores en la Infeccion por VIH/SIDA.

Desde la identificacion del FoxP3 como el gen maestro de los linfocitos T
reguladores, se reconocio que el VIH-1 era capaz de inducir la expansion de los
Treg con fenotipo CD4"CD25""FoxP3*, que inhibian las respuestas especificas
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de los LTCD4" al virus[99] ; y que estos treg se acumulan en sitios donde ocurre la
replicacién viral activa, como es el tejido linfoide, encontrandose una correlacion
con la replicacién del VIH a nivel sistémico y progresién de la enfermedad a
SIDA[100-103].

En VIH/SIDA los Treg pueden tener un papel dual, puesto que son capaces de
inhibir la activacién de linfocitos T disminuyendo la sobreactivacion inmunoldgica,
la apoptosis por espectador inocente o “bystander” y la pérdida de LTCD4" (con un
potencial efecto benéfico), pero que por otro lado también podria ser dafiino al
inhibir respuestas de LT especificas al VIH que se traducirian en un aumento de la
carga viral de VIH[104, 105].

La caracterizacion de los Treg en pacientes VIH® viremicos ha sido
tradicionalmente un dilema diagnéstico, puesto que la expresion de los
marcadores de superficie puede estar alterada por la activacién inducida por la
patologia, recientemente se demostré que el perfii CD4'CD25'CD127- se
correlaciona estrechamente con el fenotipo CD4'CD25"FoxP3", hecho que seria
importante para la identificacion mas facil de los Treg [106].

Los Treg por ser LTCD4", expresan los receptores necesarios para la infecciéon por
VIH-1[107, 108], sin embargo se desconoce el efecto de la infeccion en el fenotipo
y funcion celular. Recientemente se ha descrito que la infeccion por VIH-1 de Treg
in vitro disminuye la expresion de la molécula FoxP3 al aumentar la metilacion de
los motivos CpG en el locus FoxP3, este hecho se acompafia de disminucién de la
produccion de TGF-b,perdida de la capacidad proliferativa y un incremento en la
produccion de IL-4[109], pero que ademas dependiendo del érgano evaluado se
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pueden encontrar modificaciones epigeneticas en la expresién de este gen[110],
por esto es necesario no solo demostrar la presencia de los Treg en VIH, sino
también demostrar su funcién supresora.

A pesar de una gran cantidad literatura disponible acerca de los Treg en VIH, no
hay claridad respecto al papel de los Treg en la patogénesis de la enfermedad.
Las discrepancias en los estudios son el resultado de (1) los diferentes
marcadores para identificar los Treg, (2) los compartimentos evaluados, sangre
versus tejidos, (3) diferentes estadios de VIH y (4) diferencias en los métodos de
cuantificacion (frecuencia vs nimero absoluto)[111]. Esta gran variabilidad en los
aspectos fundamentales para caracterizar los Treg se traducen en las dificultades
actuales para reconocer el papel patolégico o protector de esta poblacién celular
en VIH. Considerando estas limitaciones, se ha establecido que los Treg sufren
una disminucién de su nimero absoluto durante la infeccion VIH/SIDA, pero dado
que esta disminucion es menor que el descenso del total de LTCD4, resulta en un
incremento relativo de la frecuencia de los Treg en sangre periférica de los
individuos infectados con VIH[112, 113]. El estudio de los Treg en la infeccion
VIH/SIDA basado en la determinacion de su frecuencia, se hace aun mas
complejo teniendo en cuenta que se han detectado subpoblaciones de nTreg en
diferentes estadios de activacion (naive, efectores y terminales)[114], y
aparentemente son los nTreg efectores los mas disminuidos en sangre periférica
de personas VIH'[115]

Las evidencias a favor del efecto benéfico de los Treg son principalmente que su
presencia en sangre se asocia con no progresion a SIDA y buen pronéstico clinico
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de la enfermedad al inhibir respuestas especificas al VIH[116]. Ademéas se ha
encontrado una correlacion estrecha entre la pérdida de Treg y sobreactivacion
inmunoldgical[117]. Otro hallazgo que soporta el papel benéfico de las Treg es el
hecho de que los individuos VIH® que no progresan a SIDA (long-term
nonprogressors) tienen una mayor cantidad de Treg funcionales y una marcada
reduccion de la activacion de linfocitos T, que los individuos progresores[118, 119].
Sin embargo otros estudios muestran hallazgos contradictorios, puesto que la
inhibicién de las respuestas especificas de LT a antigenos del VIH se traduce en
un aumento de la replicacién viral del VIH[100, 120] y también se ha reportado un
aumento de la proporcion de los Treg en enfermedad avanzada por VIH[121]. En
contraste en la mucosa gastrointestinal se ha observado de forma consistente que
tanto la frecuencia como el numero absoluto de los Treg CD4"CD25FoxP3" se
encuentran significativamente aumentados[122, 123]. Sin embargo, se cree que la
mayoria de estos Treg a nivel de la mucosa Gl en estos individuos podrian ser
iTreg derivados a partir de LT convencionales sometidos al microambiente
tolerogénico de TGF-[1 de la mucosa. Debido a las diferencias en la frecuencia de
los Treg observadas en los tejidos donde ocurren los procesos patoldgicos, la
evaluacion del LCR, como el compartimento que refleja los procesos
inmunopatologicos del SNC es indispensable. En conclusion los linfocitos T
reguladores son importantes en el desarrollo de la patogénesis asociada al VIH
pero su papel protector o patolégico en la infeccion por VIH aun permanece

controversial.
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1.6 Los Treg en el Sistema Nervioso Central y Patdgenos Oportunistas.
Respuestas inmunes efectivas y “antigeno-esterilizantes” son necesarias en el
sistema nervioso central, para la eliminacibn completa de microorganismos
patdgenos del cerebro. La ausencia de una respuesta inmune efectiva a
patdbgenos o respuestas “anérgicas”, caracterizadas por poca infiltracion
linfocitaria, predominio de citoquinas antiinflamatorias[35, 36] y bajos niveles de
citoquinas propias de la respuesta inmune adaptativa (como IFN-y)[33, 124] que
favorecen la generacion de un ambiente supresor se han relacionado con pobre
pronostico y aumento de la mortalidad en patologias como criptococosis y
tuberculosis meningea.

El aumento de los Treg en el sistema nervioso (por aumento de su migracion de la
periferia o expansion de iTreg) durante las infecciones oportunistas del sistema
nervioso central podria favorecer la neuropatogénesis inducida por el virus (al
favorecer la replicacion del VIH) y adicionalmente podria facilitar el crecimiento de
los patégenos en el SNC. Sin embargo también podria tener un efecto protector al
limitar las respuestas inmunes exageradas, evitando la patologia inducida por el
sistema inmune. Los Treg pueden ser detectados en el LCR de otras
enfermedades neuroldgicas autoinmunes o tumorales asociandose con
neuropatogénesis[125-127]. Es asi como durante las reagudizaciones en
esclerosis mudltiple hay alteraciones tanto cuantitativas como en la funcidn
inmunomoduladora de los Treg[128, 129], o su acumulacion se asocia con peor
pronéstico en tumores del SNC, como es el caso de los glioblastomas, las
metastasis y otras lesiones tumorales de alto grado, debido a la supresion que
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inducen sobre las respuestas inmunes efectoras antitumorales[127, 130, 131].
Teniendo esto en mente es plausible que la migracion o expansiéon de Treg en el
SNC inducida por las infecciones oportunistas pudiera estar relacionada con la
patogénesis en NeuroSIDA.

Recientemente se ha encontrado que los microorganismos patdgenos
responsables de las infecciones oportunistas del SNC, son capaces de inducir la
proliferacion de Treg a nivel sistémico en modelos animales o in Vitro, indicando
que patégenos como Cryptococcus neoformans[124], Mycobacterium
tuberculosis[97] y Toxoplasma gondii[132] podrian inducir una desviacién de la
respuesta inmune hacia un perfil regulador, con capacidad supresora de las
respuestas inmunes especificas de los LT. Es asi como por ejemplo la infeccion
por M. tuberculosis induce una desviacion en la respuesta inmune en los
granulomas y las formas diseminadas, caracterizada por una alta concentracion de
los Treg (FoxP3") y una baja cantidad de LTCD8" efectores, contribuyendo a la
persistencia de la infeccion[133, 134]. Ademas en pacientes con tuberculosis
pleural , los Treg se acumulan en el liquido pleural [96], relacionandose con su
respuesta al tratamiento antituberculoso y el prondstico de la enfermedad[135]. Sin
embargo el papel de los Treg en el sistema nervioso central en individuos con una

infeccidn oportunista asociada a VIH/SIDA es desconocido.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Determinar si los Linfocitos T Reguladores (CD4*CD25'FoxP3") son parte de la

respuesta inmune inducida por las Infecciones Oportunistas (I0) del sistema

nervioso central (SNC) asociadas a VIH/SIDA.

2.2 Objetivos Especificos

221

2.2.2

2.2.3

224

Determinar si los Linfocitos T Reguladores CD4'CD25'FoxP3* (Treg)
infiltran el liquido cefalorraquideo (LCR) y se asocian con un microambiente
inflamatorio especifico a nivel neurolégico en las Infecciones Oportunistas

asociadas a SIDA.

Evaluar la frecuencia y caracteristicas de la infiltracion por Treg en el tejido
cerebral en casos fatales de las infecciones oportunistas mas comunes en

neuroSIDA.
Determinar si la diversidad clonal V[ del receptor del linfocito T (repertorio
VB del TCR) en los Treg infiltrantes del LCR es indicador de su origen

inmunoldgico inducido.

Evaluar la actividad supresora de los Treg, aislados del LCR en meningitis

criptococcica, sobre la proliferacion in vitro de los linfocitos T.
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3. OBJETIVO ESPECIFICO 1

Determinar si los Linfocitos T Reguladores CD4"CD25'FoxP3" (Treg) infiltran
el liquido cefalorraquideo (LCR) y se asocian con un microambiente
inflamatorio especifico a nivel neuroldgico en las Infecciones Oportunistas

asociadas a SIDA.

3.1 Raciocinio y Justificacion

La toxoplasmosis cerebral, criptococosis y tuberculosis meningea son las formas
mas comunes de NeuroSIDA debido a infecciones oportunistas (IO) en el sistema
nervioso central (SNC) en los paises en vias de desarrollo y en Colombia[l15, 136],
sin embargo, su patogénesis no esta completamente entendida. El desarrollo de
IO del SNC se ha asociado principalmente con el grado de inmunosupresion
sistémica, una respuesta inflamatoria exagerada y la persistencia del patégeno
oportunista en el SNC[137]. Posiblemente la interaccion de todos estos factores
determina la magnitud de la neuroinflamacién, las secuelas clinicas y el progreso
de la enfermedad[138]. Es por esto que resulta necesario aclarar los procesos
patogénicos inducidos por las 10 en el SNC, con el objetivo de proponer nuevas
estrategias terapéuticas que disminuyan el impacto de estas patologias.

La Toxoplasmosis cerebral (TC) en la infeccion por el VIH es causada
principalmente por reactivacion de la infeccion latente en el cerebro, en el contexto
de inmunosupresion profunda, y es posible que cambios en la respuesta inmune
local en el cerebro contribuyan también a la reactivacion de la formas quisticas de
Toxoplasma gondii[139, 140]; la persistencia del Criptococcus neoformans en el

cerebro y la mortalidad se ha relacionado con la falla de los mecanismos inmunes
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efectores y una desviacién de la respuesta hacia un perfil supresor caracterizado
por la produccion de citoquinas antiinflamatorias como IL-10, TGF-B o IL-4[35,
124, 141]; en tuberculosis meningea, a pesar de que los pacientes VIH" pueden
infectarse en cualquier fase de la enfermedad, el SNC se afecta solamente
después de inmunosupresion sistémica y los niveles absolutos de LTCD4" en
sangre predicen el nivel infiltracibn meningea[142, 143] asi como también se sabe
gue la ausencia de proteinorraquia, marcador indirecto de una respuesta
inflamatoria potente, es de mal prondstico y se asocia con mortalidad[144].

Adicionalmente, el ambiente tolerogénico del cerebro (neuropéptidos anti-
inflamatorios, niveles elevados de TGF-B e IDO), como sistema regulador de
inflamacion[39, 145], podria favorecer la persistencia de los patégenos
oportunistas[146]. Las células de la neuroglia (microglia/macréfagos, astrocitos)
también producen citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias y podrian
modular las respuestas inmunes de linfocitos T a los patégenos. Sin embargo, no
hay claridad acerca del balance inflamatorio vs supresor de las respuestas
inmunes frente a las 10 en el SNC. La evidencia sugiere que en patologias como
meningitis criptococcica y meningitis tuberculosa una respuesta inmune efectora
con predominio de citoquinas proinflamatorias (IFN-y, TNF-B, IL-6)[33, 147, 148]
favorece la eliminacion de los patégenos, mientras que un microambiente supresor
(IL-10) se asocia con peor pronostico y mayor mortalidad. Recientemente se han
realizado ensayos administrando IFN-y subcutaneo, como terapia co-adyuvante al
tratamiento antimicotico, con muy buena respuesta clinica[149]. Estos hallazgos

ponen de manifiesto que conocer las caracteristicas de la respuesta inmune en el
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SNC es fundamental para elucidar los mecanismos responsables de enfermedad y
poder contribuir a terapéuticas mas eficaces.

En la dltima década los linfocitos T reguladores (CD4"CD25'FoxP3") han ganado
un papel importante en la patogénesis de las complicaciones asociadas al
VIH[100, 122]. Sin embargo, no hay certeza respecto a la funcion de estas células.
Debido a su habilidad para inhibir a los Linfocitos T se postula que controlan la
activacién inmunoldgica que caracteriza la progresiéon de la enfermedad [102,116,
117]. Pero también se ha propuesto que podrian acelerar el progreso a SIDA
debido a que su presencia se asocia con cargas virales elevadas[100, 120], e
inhibicion de las funciones anti-VIH especificas de los LTCDS8" in vitro. Ademas la
acumulacion de Treg en tejido (linfoide 0 mucosa gastrointestinal) se asocia con
altos niveles de infeccién por VIH en estos tejidos[150]. Estos hallazgos sugieren
que la regulacién inmunolégica mediada por los Treg tendria un papel patoldgico
contribuyendo a una replicacion descontrolada del virus.

La evidencia acumulada de los Treg en la infeccibn VIH/SIDA resulta
contradictoria y sugiere que estas células tienen un papel dual, tanto en proteccién
como en patogénesis, que depende del momento de la infeccion, el 6rgano
evaluado y las coinfecciones[105].

Existe muy escasa informacion respecto a los Treg en el contexto de las
infecciones oportunistas asociadas a VIH/SIDA. Por ejemplo, se ha propuesto que
la funcidn reguladora de los Treg es deficiente en los casos de tuberculosis
pulmonar que desarrollan el sindrome de reconstitucion inmunoldgica, a pesar de
la elevada frecuencia de estas células[151], sugiriendo que esta complicacion
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podria estar asociada con un defecto a nivel de la inmunoregulacion. No se ha
examinado el papel de los Treg en el sistema nervioso central durante las
complicaciones neuroldgicas del SIDA, existiendo un solo reporte en la literatura
de un modelo murino y de cultivos humanos primarios que postula un posible
efecto neuroprotector de los Treg frente al efecto del VIH en el SNC[152]. EXxiste
mas evidencia de la participacion de los Treg en procesos patogénicos a nivel del
SNC en individuos VIH negativos, especificamente en tumores malignos,
autoinmunidad[92, 128] o enfermedad vascular[153]. Por lo tanto, es posible
especular que la expansién de Treg en el SNC pueda contribuir también a la
neuropatogénesis mediada por las 10 en SIDA. Los Treg inducidos por las 10
podrian alterar las respuestas inmunes a los mismos patégenos oportunistas y/o al
VIH favoreciendo persistencia/reactivacion e induccién de neuropatologia. Pero
también podrian tener un papel protector limitando el desarrollo de los procesos
patoldgicos que resultan de la infeccion persistente con el VIH en el SNC, la
invasion con los patégenos oportunistas o el sindrome de reconstitucion inmune,
mas frecuente después de criptococosis y tuberculosis meningea.

Los estudios del liquido cefalorraquideo (LCR) aportan la mejor oportunidad para
examinar in vivo el microambiente cerebral. El analisis de un numero limitado de
componentes inflamatorios en el LCR de pacientes con diferentes afecciones
neurologicas asociadas a VIH/SIDA, ha sugerido que estos mediadores
inmunoldgicos pueden ser un marcador de neuropatologia[148]. Por ejemplo, en
criptococosis o tuberculosis meningea, se encontrdé una elevacion significativa de
la metaloproteinasa de la matriz - 9 (MMP-9) comparado con otros agentes
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oportunistas[28]. Por otra parte, las secuelas en tuberculosis meningea se han
asociado con niveles aumentados de TNF-B en el LCR. Sin embargo las
caracteristicas del infiltrado de LT (subpoblaciones celulares efectoras y
reguladoras) en el LCR en el contexto de las infecciones oportunistas del sistema
nervioso central no han sido examinadas. Durante la infeccion con VIH un mayor
trafico de células mononucleares al SNC (pleocitosis) se traduce en mayor riesgo
de inducir neuropatologia mediada por la respuesta inmune, aumento de la
replicacion del VIH y toxicidad directa por el virus[154]. La composicion del
infiltrado inflamatorio del liquido cefalorraquideo (LTCD4", LTCDS8" y la relacién
CD4/CD8) en los individuos VIH® con otras complicaciones neuroldgicas no
oportunistas se correlaciona estrechamente con el fenotipo encontrado en sangre
periférica[143] y esta compuesto principalmente por macréfagos y linfocitos T
activados[155]. Ademas del estudio del infiltrado celular, el analisis de marcadores
inflamatorios (citoquinas o quimioquinas) y la evaluacion de la replicacion viral en
el LCR pueden aportar informacion acerca de los mecanismos
inmunopatogénicos en NeuroSIDA. El andlisis de carga viral de VIH en el LCR ha
mostrado titulos virales elevados en pacientes con infecciones oportunistas[24,
25], sugiriendo que la neuroinflamacion mediada por 10 favorecen la replicacion
del VIH en el SNC. En resumen, el estudio de los marcadores inflamatorios en el
LCR, podria aportar informacion sobre las interacciones inmunolégicas que
ocurren en el SNC (estado de activacion de la microglia/macrofago perivascular,
LT infiltrantes) y su relacion con el desarrollo de estas complicaciones tan

frecuentes en SIDA.
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La hipotesis de trabajo, es que la presencia Linfocitos T reguladores (Treg) en el
liquido cefalorraquideo de pacientes con NeuroSIDA por infecciones oportunistas
se correlaciona con el microorganismo infectante, y un ambiente de
inmunosupresién (carga viral de VIH aumentada, perfil de citoquinas anti-

inflamatorio).

3.2 Metodologia

3.2.1 Diseino del Estudio

Se tratd de un estudio descriptivo con seguimiento clinico a corto plazo (tres
meses) que buscO determinar si los linfocitos T reguladores son parte de la
respuesta inflamatoria de las Infecciones oportunistas del SNC asociadas a
VIH/SIDA, con el propésito de aportar informacion util en el entendimiento de la
neuroinmunopatogénesis de estas complicaciones muy frecuentes en SIDA. El
proyecto de investigacion se disefio en el contexto de otro proyecto que buscaba
identificar marcadores de neuroinflamacién asociados con progresién a SIDA y
coinfeccién por Infecciones oportunistas del SNC (Colciencias #110634319282)
con el aval de los comités de ética humana de las Instituciones participantes
(Universidad del Valle y Hospital Universitario del Valle). La presente tesis doctoral
fue co-financiada a través de una convocatoria interna de la Universidad del Valle
2007-2008 (Cl #051580) y recursos propios del grupo VIREM y también cuenta

con el aval del Comité de Etica Institucional de la Universidad del Valle.
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3.2.2 Area del estudio:

La captacion de voluntarios realizd en el servicio de Medicina Interna Urgencias
del Hospital Universitario del Valle (HUV) en Cali, Valle del Cauca, institucion de I
nivel, centro de referencia del suroccidente Colombiano (Valle, Cauca y Narifio)
entre Abril de 2007 y Abril de 2011, sin embargo la mayoria de pacientes fueron
captados entre 2007 y 2008. La mayoria de los pacientes atendidos son de bajos
ingresos, no asegurados o pertenecen al régimen subsidiado de seguridad social

en salud.

3.2.3 Poblacion de estudio y tamafio de muestra:

Para el cumplimiento del presente objetivo y los objetivos 3 y 4 la poblacién del
estudio fueron todos los pacientes infectados con VIH que consultaron al servicio
de urgencias de Medicina Interna del HUV con signos o sintomas neuroldgicos en
los que se sospechaban Infecciones Oportunistas del sistema nervioso central. El
namero total de pacientes VIH/SIDA reclutados en el estudio fue de 76,
incluyendo 60 pacientes VIH® con diagnostico confirmado de las infecciones
oportunistas del SNC (Toxoplasmosis cerebral=13, Criptococosis meningea=26,
Tuberculosis meningea=6 y Otras 10=15) y 16 individuos VIH/SIDA con signos o
sintomas neuroldgicos en los cuales se descartaron IO del SNC que se denomind
el grupo control VIH/SIDA sin 10. El tamafio de la muestra se determind por
conveniencia teniendo en cuenta la casuistica de pacientes en el ultimo afio
(anterior al estudio) en el HUV y aspectos logisticos relativos a los costos de las

pruebas de laboratorio y al caracter exploratorio y descriptivo del analisis.
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Criterios de inclusion: Se incluyeron pacientes infectados por el virus de
inmunodeficiencia Humana (VIH) con signos y/o sintomas neurolégicos que
aceptaron participar de forma voluntaria en el estudio, de los cuales se obtuvo su
consentimiento informado o del representante legal, que fueron Hospitalizados en
el HUV. Todos los pacientes se incluyeron previo al inicio de cualquier tratamiento
antimicrobiano especifico para los microorganismos oportunistas del SNC
(pirimetamina, TMP/SX, clindamicina, anfotericina B, fluconazol, ganciclovir, anti-
TBC, etc.) o tratamientos inmunomoduladores (esteroides). Los criterios de
inclusion fueron los siguientes:

1. Pacientes mayores de edad (18-60 afios) de cualquier género.

2. Infeccién por VIH demostrada por dos pruebas ELISA, Western Blot y/o
carga viral de VIH (mayor a 5000 copias/mL).

3. Signos y/o sintomas clinicos neuroldgicos (alteracion del estado de
conciencia, paresias, plejias, alteracibn de pares craneales, cefalea,
etc).

4, No estar recibiendo tratamiento antimicrobiano especifico para las
patologias oportunistas del SNC.

5. No estar recibiendo esteroides (orales o intravenosos)

6. Consentimiento informado por escrito del paciente o tutor legal en caso
de gque este no se encontrara en pleno uso de sus facultades mentales.

Criterios exclusion: Mujeres gestantes y los voluntarios que decidieron retirarse del

estudio.
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3.2.4 Definicién de Caso

Los diagnosticos se establecieron siguiendo los criterios del CDC[156] y de la
Sociedad Americana de Neurologia- AIDS Task Force [157], en base al cuadro
clinico, los hallazgos paraclinicos (para lo cual todos los pacientes tuvieron la
oportunidad de acceder a una bateria basica de examenes microbioldgicos,
inmunoldgicos y virolégicos proveidos por el estudio), e imagenolégicos
(escanografia y/o resonancia magnética cerebral) de la Institucion hospitalaria. A
continuacion se presentan las definiciones operativas de las Infecciones
Oportunistas mas frecuentes del SNC.

Toxoplasmosis cerebral:

Caso con focalizacién neuroldgica u otros sintomas neurolégicos compatibles, con
lesion tipica (realce en anillo) o sugestiva de toxoplasmosis cerebral en la
escanografia (TAC) o resonancia magnética nuclear (RNM), que disminuye de
tamafo luego de 7 a 14 dias de tratamiento apropiado (Pirimetamina-Sulfadoxina
o trimetoprim-sulfametoxazol con o sin Clindamicina). Todos los casos tenian
serologia IgG positiva para Toxoplasma gondii por técnica ELISA. Los verdaderos
negativos fueron los pacientes con sintomatologia neuroldgica compatible con
masa cerebral que no tuvieron respuesta al tratamiento anti-Toxoplasma,
(positivos o negativos para IgG especifica) y a quienes se les confirmd otra

etiologia (ejemplo: linfoma primario, criptococosis, tuberculosis o citomegalovirus).
Criptococosis cerebral:

Pacientes con evidencia clinica y/o paraclinica de meningitis o lesiones focales

del SNC compatibles con criptococomas en los cuales se demostro en el LCR la
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presencia de Cryptococcus neoformans por pruebas de antigeno capsular,
visualizacion directa del microorganismo por tinta china o confirmacion definitiva

por aislamiento en cultivo.
Tuberculosis cerebral:

Pacientes con sindromes neurolégicos compatibles con meningitis, que a la
evaluacion del LCR tuvieron pleocitosis, cursaron con hipoglucorraquia y
proteinorraquia, en los cuales se demostré la presencia de Mycobacterium
tuberculosis en el LCR por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o cultivo
para micobacterias. Adicionalmente se consideraron casos de Tuberculosis
meningea los individuos con un cuadro clinico compatible y una respuesta
favorable a la administracion de tratamiento tetraconjugado antituberculoso
(isoniacida, rifampicina, pirazinamida y etambutol) aunque fueran negativos para

las pruebas de deteccidon del microorganismo en el LCR.
Neurosifilis:

Pacientes con evidencia clinica de meningitis de predominio linfocitario, con VDRL
o FTAabs positivos (cualquier dilucién) en el LCR o pacientes con VDRL o RPR

mayor a 32 diluciones en sangre
Complicaciones neuroldgicas asociadas a CMV:

Casos con signos de focalizacion (encefalitis) o aracnoiditis (por neuroimagen) o
poliradiculopatia con infeccion por CMV demostrada por la presencia de DNA viral

por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en el LCR
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Meningitis linfocitaria (ML):

Diagnostico de exclusion, caracterizado por meningitis de predominio linfocitario

en ausencia de otra causa infecciosa evidente.

Grupo control VIH/SIDA sin infecciones oportunistas (Control):

Se clasific6 en este grupo a los pacientes VIH® con otras complicaciones no
neurologicas asociadas a SIDA, y a los pacientes con sintomatologia neurologica
en los cuales se descarto la presencia de una infeccion oportunista en el SNC y el
diagnostico final fué demencia asociada a VIH, mielopatia o neuropatia asociada
al VIH u otras complicaciones, no oportunistas, no infecciosas del SNC como

trastornos vasculares isquémicos o hemorragicos.

3.3 Metodologia del Laboratorio

3.3.1 Fenotipificacion de los linfocitos infiltrantes del LCR:

Se usé la técnica de Citometria de flujo (FACS), que permite el analisis
multiparamétrico a nivel de una sola célula, para identificar las poblaciones de
linfocitos T reguladores (Treg) del LCR y sangre periférica. El liquido
cefalorraquideo se obtuvo por puncién lumbar y fue extraido por el personal
médico tratante (a cargo de los pacientes), como parte de la evaluacion rutinaria
de los pacientes. Simultaneamente se obtuvo sangre periférica (por venopuncion
estandar). Las células del LCR y los mononucleares de sangre periférica (PBMC)
fueron utilizados para andlisis por Citometria.

Aislamiento de Mononucleares de sangre periférica (PBMC): El aislamiento

de los PBMC se realizo a partir de 10mL de sangre completa anticoagulada con
47



EDTA por gradiente de densidad estandar de Ficoll-Hystopaque (Sigma, USA). El
nimero total de PMBC que se usé en cada tincién (cada tubo) fue de 10° células.
Se adquirieron al menos 30000 eventos por tubo. Los PBMC no utilizados se
criopreservaron con el fin repetir las tinciones de sangre periférica en caso de que
fueran necesarios.

Aislamiento de células derivadas del liquido cefalorraquideo: Previo a la
fenotipificacion de las células infiltrantes del LCR, se realizé una cinética de la
viabilidad de los LT en el LCR para establecer los tiempos 6ptimos de tincién
posteriores a la puncién lumbar y obtencién del LCR. Este ensayo se realizo en
muestras con abundante pleocitosis, las cuales se tifieron para analisis por FACS
con el marcador de viabilidad 7ADD y el marcador CD4 para los LTCD4" cada 15
minutos en el transcurso de 2 horas despues de la coleccion de las muestras.

Para el aislamiento de las células infiltrantes del LCR en todos los pacientes del
estudio, inmediatamente despues de la puncion lumbar y antes de trascurrido una
hora de la coleccion, se centrifugd entre 8 y 20 mL de LCR por 10 minutos a 1500
revoluciones por minuto (rpm) y a 4 grados Celsius; el sobrenadante se
criopreservd a -80 C distribuido en alicuotas de 100 microlitros para la
determinacion de citoquinas y el botdn celular se resuspendio y lavo dos veces en
10mL de buffer de tincion para remover el exceso de proteinas u otras sustancias
provenientes del sobrenadante del LCR. El total de células se distribuyo
homogeneamente en 4 tubos para las tinciones de Citometria (control sin tefiir,

CD3/CD4/CD25/control de isotipo, CD3/CD4/CD25/FoxP3 y CD3/CD4/CD8).
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Tincion celular y Evaluacién por Citometria de flujo de las subpoblaciones
celulares: El boton celular obtenido del LCR y los PBMC se tifieron con
anticuerpos especificos de marcadores linfocitarios para ser analizados por FACS.
La determinacién de las subpoblaciones de LT se realiz6 usando anticuerpos
monoclonales especificos a los antigenos de superficie anti-CD3PerCP, anti-
CD4FITC y anti-CD8PE (BD Biosciences, CA, USA), siguiendo el protocolo
descrito en el Anexo |. La determinacion de LT reguladores definidos por los
marcadores CD4'CD25'FoxP3*, se realiz6 usando un estuche comercial
(eBioscience, San Diego, CA, USA), tinendo primero lo antigenos en la superficie
celular (CD3, CD4, CD25) y posteriormente identificando intracelularmente el
factor de transcripcion FoxP3. El procedimiento detallado estd descrito en el
Anexo |I.

Adquisicion y Analisis FACS: Las muestras fueron adquiridas en un Citdbmetro
FACS Calibur (Becton Dickinson). Las sefales de Forward (FSC) y Side Scatter
(SSC) se usaron para seleccionar la region de los linfocitos. Se adquirieron al
menos 3x10* eventos por cada muestra evaluada. Los parametros y puntos de
corte se modificaron de acuerdo a la muestra sin tefiir. Se analiz6 la poblacion de
LTCD4" en la region de linfocitos CD3", expresando las moleculas CD25 y FoxP3
(Treg). Los linfocitos T reguladores, Treg o células CD3"CD4'CD25'FoxP3", se
expresaron como un porcentaje de los LTCD4" totales en LCR o PBMC.

La tincion y analisis por FACS de todas las muestras fue realizado exvivo ante la
posibilidad que la criopreservacion pudiera alterar la expresion de los marcadores

de superficie o intracelulares en los Treg, tal como fue demostrado para la
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expresion de CD25 y FoxP3 en pacientes VIH" en un estudio publicado posterior a

la realizacion de este objetivo[158].

3.3.2 Cuantificaciéon de Citoquinas/Quimioquinas por la tecnologia de

anélisis multiple o XMAP (Luminex®):

Se evalué un panel de 25 citoquinas/quimioquinas en muestras pareadas de
LCR/suero utilizando 2 ensayos de inmunocitometria multiplex o XMAP (Beadlyte®
Human 22-plex, Millipore® y MAP Fluorokine TGF-B de R&D®) que fueron
analizados en un equipo Luminex 200TM IS Total System. El protocolo de
deteccion de las citoquinas en el LCR mediante xMAP habia sido validado
anteriormente en otros modelos de enfermedad neurolOgica, por el grupo de
Neuroinmunopatologia de la Universidad Johns Hopkins (JHU) vy los
procedimientos para obtencion de estos datos fueron realizados con su
entrenamiento y acompafamiento. En resumen, se utilizé una dilucién 1:10 del
LCR o suero y las concentraciones de los reactivos recomendado por los
fabricantes de los estuches. Los valores de citoquinas se expresaron en pg/mL. Se
utilizé el software Luminex Manager (Bioplex Manager 5.0, Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). Para el analisis de los datos obtenidos se evalud la correlacion entre los
niveles de citoquinas anti-inflamatorias (IL-10, TGF-B) o pro-inflamatorio
(quimioquinas, IFN-y, IL-6, IL-1, TNF-q, etc) en el LCR y la frecuencia de Treg en

los casos de 10.
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3.3.3 Determinacion de la Carga Viral (CV) del VIH-1 en el LCR:

Como marcador de replicacion viral en el SNC se cuantifico la carga viral del Virus
de Inmunodeficiencia Humana (VIH-1) en el LCR y en muestras pareadas de
plasma utilizando la técnica estandar COBAS®Ampliprep/COBAS TagMan HIV-1
assay (Roche Diagnostics), usada en la rutina clinica para diagnéstico y monitoreo
en pacientes VIH®, con un limite inferior de deteccion de 50 copias por mL. Estos
ensayos se contrataron por encargo al centro de diagnéstico de CIDEIM, y la

empresa Roche concedi6 al proyecto un descuento especial en los estuches.

3.3.4 Andlisis de los resultados:

Se realizdé un analisis descriptivo de la frecuencia de Treg en LCR y sangre
periférica. Para la evaluacion de las diferencias de los valores de Treg entre
compartimentos (LCR y sangre) y entre 10, se utilizaron pruebas no paramétricas
(Wilcoxon Rank Test). Los andlisis de correlacion entre la frecuencia de los Treg y
carga viral de VIH o concentracion de citoquinas se realiz6 por el analisis de
correlacion de Spearman, puesto que se asumié que los datos no seguian una
distribucion normal (tras la aplicacion de pruebas de bondad de ajuste). Todos los
test se evaluaran por 2 colas y se consideraron significantes cuando el valor de P

fue <0.05.

3.4. Resultados

Se incluyeron un total de 76 pacientes VIH positivos que consultaron a un centro

hospitalario de tercer nivel de la ciudad de Cali por presentar sintomas
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neurologicos en los cuales se debia descartar neuroinfeccion, los cuales fueron
diagnosticados con infeccién oportunista del sistema nervioso central (N=60) o se
les descartd neuroinfeccion oportunista (N=16). En la Tabla 1 se resumen de
manera global las caracteristicas sociodemogréficas y clinicas de los pacientes
participantes del estudio.

La media de edad fue 35,6 9,5 afios, el género fue predominantemente masculino
(67 casos) representando una razén masculino/femenino 7,5 a 1, lo cual es
diferente a la tendencia actual en Colombia que se aproxima a 2 hombres por
cada mujer. En este estudio, la frecuencia de 10 del SNC fué predominantemente
una patologia masculina, este hallazgo es acorde a lo encontrado en otros
estudios de pacientes con 10 del SNCen Colombia[15]. Los casos VIH positivos
diagnosticados de Novo se definieron como los diagnosticos de infeccion por VIH*
hechos en el contexto de su enfermedad aguda neuroldgica y representaron un
39.5%; el resto previamente conocian el diagnostico de infeccion por VIH, pero la
mayoria de ellos no estaban recibiendo (ni habian recibido) tratamiento
antirretroviral (ARV). El cubrimiento de la terapia ARV fue menor del 7%,
influenciado en parte por el gran numero de diagnosticos de novo. Acorde con su
diagndstico de enfermedad avanzada, el conteo absoluto de linfocitos LTCD4" en
sangre fue muy bajo (media =76 células/uL) y la carga viral del VIH-1 en plasma

fue alta (media= 5,16log/mL) indicando una inmunosupresion severa.
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Tabla 1. Caracteristicas Socio-demograficas y Clinicas de los Pacientes
VIH/SIDA

N=76
Edad 35,6+9,5

Masculino (%) 67 (88,2%)

Tasa de Mortalidad (3

- 34 (44,7%)
meses de seguimiento)

Kamoffsky <70 22 (28,9%)
VIH de novo 30 (39,5%)
TARV 5 (6,6%)

Las 10 mas frecuentes fueron Toxoplasmosis cerebral (TC), Criptococosis
Meningea (CM) y Tuberculosis Meningea (TBM). La mortalidad en un seguimiento
a tres meses fue muy alta en el grupo de las infecciones oportunistas,
principalmente los casos de meningitis (Figura 1), sin embargo la mayoria de

estas muertes ocurrieron durante la estancia hospitalaria.
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Figural. Mortalidad a Tres meses: Anadlisis de Kaplan-Meier, Criptococosis
Meningea (CM), Tuberculosis Meningea (TB-M) y Toxoplamosis cerebral (TE)

Los marcadores inmunovirolégicos que caracterizan el progreso a SIDA se
describen por grupos de diagndstico en la Tabla 2. No se encontraron diferencias
significativas entre las neuroinfecciones oportunistas o grupo control respecto al
nivel de inmunosupresion evaluado con los marcadores de la rutina clinica,
aunque los tres pacientes con complicaciones neurolégicas asociadas a
citomegalovirus tuvieron los mas bajos recuentos de LT CD4".

El andlisis de las células infiltrantes del LCR por citometria de flujo (FACS),
usando los marcadores CD4 y 7ADD, permitié6 determinar que 30 a 60 minutos
despues de la puncién lumbar era el rango de tiempo Optimo para realizar las
tinciones para el analisis de las células del LCR por citometria de flujo,

preservando su viabilidad Figura 2.
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Tabla 2. Marcadores Inmuno-virolégicos de la infeccion VIH/SIDA en la

Sangrey el liguido cefalorraguideo sequn el diagnéstico.

Toxoplasmosis Cerebral
Criptococosis Meningea
Meningitis Tuberculosa
Meningitis Linfocitaria
Neurosifilis
Complicaciones por CMV "
Tumores ™

Control (VIH/SIDA Sin 10)

N LT CD4/uL en| Linfocitos/uL [ CV VIH-1 CV VIH-1
sangre en LCR LCR (Log) | Plasma (Log)
Media+SD Media+SD Media+SD Media+SD
13|  63,7£40,9 2,68 + 4,36 4,37+1,02 5,29+0,49
26| 64,61251 55,10 £ 60,08 5,31+1,20 5,48+0,66
6| 113,2+102,7 | 77,28 + 98,52 6,10+0,66 5,27+0,73
5| 172,6+£139 82,33 + 80,86 5,34+0,83 5,47+0,66
4l 74,7347 36,60 £ 29,07 3,67+0,15 5,17+0,68
3| 57,7273 8,33 £ 6,65 4,91+2,07 4,74+0,69
3| 129,3+80,3 7,20 £ 7,88 4,80+2,82 3,23+1,60
16|  53,1%£30,7 0,77 £0,83 3,40+0,93** 5,04+0,73

CV: carga viral VIH-1

" Encefalitis por CMV (2) y Aracnoiditis por CMV (1)

" Casos no confirmados Linfoma Primario SNC (2) y Leucoencefalopatia multifocal progresiva (1)
*Wilcoxon rank test comparacion LCR vs sangre p< 0.0
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Figura 2: Cinética de viabilidad ex vivo de los LTCD4" del LCR. Esquema de
andlisis por citometria de la viabilidad de los LTCD4" del LCR determinada por
incorporacion de 7AAD 30, 60, 90 y 120 minutos posterior a la realizacion de la PL
en (A). Histograma inclusion de 7AAD minuto 30 (linea verde) y minuto 120
(morado) en (B) y cinética de decaimiento de la viabilidad (eje y) en funcion del

tiempo (eje x).

55




Mediante FACS se estimo la frecuencia relativa de las subpoblaciones de linfocitos
infiltrantes y se compararon entre las patologias oportunistas y entre los
compartimentos de LCR vs sangre (Tabla 3). La mayoria de los linfocitos T en el
LCR eran LTCD8", posiblemente debido a la deficiencia marcada de LT CD4" en
organos linfoides y sangre periférica, caracteristico de la fase de SIDA.
Consecuentemente con lo anterior, la relacion CD4/CD8 de los linfocitos del LCR
estuvo también invertida en el LCR al igual que en la sangre. Los casos de
meningitis (TBM, CM and LM) se presentaron con pleocitosis y tuvieron valores
muy similares en la razén CD4/CD8 entre LCR y sangre. Por el contrario, los
individuos del grupo control sin 10 y los casos de Toxoplasmosis cerebral, con
escasa pleocitosis tuvieron una aumento significativo en la razon CD4/CD8 del
LCR comparado con su contraparte en sangre, sugiriendo una mayor migracion
de Linfocitos T CD4" al SNC (Tabla 3), mas que proliferacién teniendo en cuenta

gue no cursan con pleocitosis.

Las infecciones oportunistas inducen la acumulacion de los Treg en el
sistema nervioso central.

La estrategia de fenotipificacion y analisis por FACS de los LT CD4" utilizando los
marcadores CD25, FoxP3 se resume en la Figura 3A, esta estrategia permitio
detectar Treg en sangre periféerica y en el LCR de todos los subgrupos
diagnésticos  incluidos en el estudio. Los Treg caracterizados como LT
CD4'CD25'FoxP3" se expresaron como el porcentaje del total de los LTCD4"

presentes en cada uno de los dos compartimentos.
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Tabla 3. Subpoblaciones de linfocitos T (Treq, LT activados y relacion CD4/CD8) en el Liguido Cefalorraquideo v

Sangre de pacientes VIH/SIDA con Infecciones Oportunistas del SNC

Toxoplasmosis Cerebral
Criptococosis Meningea
Meningitis Tuberculosa
Meningitis Linfocitaria
Neurosifilis
Complicaciones por CMV T

Tumores M

Control (VIH/SIDA Sin 10)

Liquido Cefalorraquideo

Sangre Periférica

N 9% Tregs %LT CD4/CD8 YT regs %LT CD4/CD8
activados Ratio activados Ratio
MediatSD MediatSD Media£SD MediaxSD MediatSD MediaxSD
13116,9+6,5** 8,3+6,2** 0,33+0,39**  |4,6+3,0 2,742,1 0,12+0,08
26119,6+9,7** 9,8+8,1** 0,23+0,18 6,0+4,4 5,0+4,7 0,25+0,15
6 [14,7+9,2 7,645,1 0,37+0,38 8,1+5,6 6,9+5,4 0,43%0,29
5 [13,9+11,5 8,1+4,9 0,21+0,20 4,2+4.7 47422 0,27+0,16
4 16,8+4,9 12,8+11,7 0,32+0,25 3,8+2,5 4,5+4.8 0,25x0,15
3 [13,2+4,0%* 7,4452 0,06+0,07 5,6+3,3 5,3+6,1 0,09+0,05
3 14,4+2.1 9,2+6,0 0,35+0,30 3,1+2,7 6,7+4,5 0,3620,25
166,645,7 6,9+4,6 0,37+0,27**  |5,8+4,4 4,7+4,1 0,22+0,19

Treg= Linfocitos T Reguladores (CD3" CD4" CD25" FoxP3") expresado como un porcentaje del total de LT CD4"

LT activados= Células CD3" CD25" expresado como el % del total de LT CD3"
T Encefalitis por CMV (2) y Aracnoiditis por CMV (1)

" Casos no confirmados Linfoma Primario SNC (2) y Leucoencefalopatia multifocal progresiva (1)
**Wilcoxon rank test comparacién LCR vs sangre p< 0.05
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Todas las infecciones oportunistas del sistema nervioso central, mostraron una
alta frecuencia de Treg en el LCR con respecto a la sangre periférica (Tabla 3) y
esta diferencia fue estadisticamente significativa en Criptococosis meningea (LCR
19,6% Vs Sangre 6,0%) y Toxoplasmosis cerebral (LCR 16,9% Vs Sangre 4,6%)
con valores de p de 0.0001 en ambos casos. La comparacién de los valores
promedio de la frecuencia de Treg estimada en LCR y sangre periférica entre los
grupos del estudio se presenta en la Figura 3B y la Tabla 3. De manera
interesante, en un tercio de los casos de criptococosis un porcentaje importante de
los LTCD4" infiltrantes (30% o mas) eran Treg y correspondian a casos con las
mas bajas pleocitosis (menor a 50 linfocitos/) del grupo Anexo IlI, sugiriendo un
desbalance en la relacion de las poblaciones de células reguladoras Vs las
efectoras en esta infeccion.

Los Treg del LCR expresaron significativamente mayores niveles de la proteina
FoxP3 que los Treg de sangre periférica, demostrada por un mayor valor de
intensidad media de fluorescencia (MFI) para esta molécula, especificamente en
los pacientes con TC y CM. Tabla 4. Las demas infecciones oportunistas
mostraron la misma tendencia pero el nimero de casos por subgrupo de 10 fué

bajo y no permitié realizar una comparacion estadistica.
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Figura 3. Acumulacién de Linfocitos T Reguladores (Treg) en el LCR en
infecciones oportunistas (I0) del SNC. Estrategia de analisis por Citometria de
flujo (FACS) de los Treg en LCR (diagrama dot plots) de un caso de Criptococosis
meningea en A. Comparacién de los porcentajes de Treg en sangre (azul) y LCR
(verde) entre los casos con las |0 mas frecuentes (N=45) y sin 10 del SNC o grupo

Control (N=16)en B .

CM= Criptococcosis meningea TE=Toxoplasmosis cerebral TBM= Tuberculosis Meningea.
MFI= Intensidad media de fluorescencia

Wilcoxon rank test 10 vs control en LCR: CM p=0.0004; TE p=0.033; TBM p=0.039.
Wilcoxon rank test CSF vs blood: CM p=0.0001; TE p=0.0002; TBM p=0.14

En el grupo control (sin 10 del SNC), conformado también por casos de SIDA pero

sin complicacion neurolégica o con compromiso neurologico no debido a 10, los
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porcentajes de Treg y expresion de FoxP3 fueron igualmente bajos tanto en LCR
como sangre, indicando que en ausencia de 10 neuroldgicas no hay acumulacién
preferencial de Treg en el LCR Figura 3B y Tabla 4. Los Treg del LCR en el grupo
control fueron significativamente menores que en los casos con IO, pero en sangre
estos valores fueron muy similares en todos los 76 pacientes del estudio
independientemente de si tenian enfermedad neuroldgica.

Tabla 4. Nivel de Expresion (MFI) de la Proteina FoxP3 en los Linfocitos T
Requladores (Treq) del LCR vy sangre.

DIAGNOSTICO LCR* SANGRE * P
Control VIH/SIDA sin I0- 41.1+350 | 31.1+798 0.125
SCN
Toxoplasmosis cerebral 642+ 3067 | 403+2379 | 0.018
Criptococosis Meningea 859+4078 | 41.8+19.52 | 0.001
Meningitis Tuberculosa 66.0+ 60.91 40.1+17.51 | 0.116

*Valor promedio de las intensidad media de Fluorescencia (MFI) * SD
** Andlisis de Wilcoxon rank test LCR vs Sangre

La acumulacion de los Treg en el LCR se correlaciona una carga viral de VIH-
1 elevada en el LCR y un perfil inflamatorio en el mismo.

Debido a que la presencia o cantidad de células Treg puede contribuir a la
patologia en el SNC, via una actividad inmunosupresora sobre los linfocitos T
efectores especificos al VIH o los microorganismos oportunistas, se explor6 la
posibilidad de que la presencia o cantidad de los Treg se correlacionara con una
mayor replicacion viral del VIH en el SNC o con un ambiente de inmunosupresion.
Se cuantificé la carga viral del VIH en el LCR (como un marcador subrogado de la

replicacion viral en el SNC) y se midieron los niveles de varias citoquinas
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incluyendo las tipicamente relacionadas con un perfil anti-inflamatorio (IL-10, TGF-

B1, TGF-B2, IL-13, IL-4, IL-5), algunas de estas ultimas (IL-10 y los TGF-B)

directamente relacionadas con la funcion supresora de los Treg.
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Figura 4. Los Treg se correlacionan con la carga viral del VIH y los niveles
de IL-10 en el LCR. Promedio de los valores (expresado en log10) de Carga Viral
VIH-1 en el LCR (A), Analisis de correlacion de Pearson’s entre los % de Treg y
los valores de carga viral VIH (B) y la relacion entre los Treg y los niveles de IL-

10 (C) enel LCR.
CSF= Cerebrospinal fluid o LCR. CM= Criptococcosis meningea TE=Toxoplasmosis cerebral

TBM= Tuberculosis Meningea.

* Wilcoxon rank test Infecciones oportunistas vs Control p< 0.05
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Los valores promedio de la carga viral en el LCR fueron significativamente mas
altos en el grupo con IO comparado con los controles (5.0 log vs. 2.9 log;
P=0.002). Por el contrario, no se encontro diferencias en los valores de carga viral
plasmatica entre los casos del estudio. Ademas, la carga viral de VIH en el LCR
diferencié a los casos de meningitis de las Toxoplasmosis. (Figura 4A y Tabla 2).
Especificamente las meninigitis (criptococosis y tuberculosa) presentaron
significativamente mas copias de RNA viral en el LCR que los casos de TC (5.6
log vs. 4.4 log; P=0.013). Adicionalmente, la mayoria de los casos de meningitis
tuvieron valores de carga viral VIH en el LCR draméaticamente mas elevados (uno
o dos log 10) que en sus correspondientes muestras pareadas de plasma.

Los titulos del VIH en el LCR se correlacionaron positivamente con los porcentajes
de Treg (correlacién de Pearson r=0.439 P=0.011), sugiriendo que los Treg
podrian contribuir a un ambiente inmunosupresor que altera el control viral en el
cerebro (Figura 4B). Para realizar una aproximacion preliminar a esta hipotesis,
se cuantificaron los niveles de varias citoquinas y quimioquinas en el LCR.

Se determind una correlacién positiva de los niveles Treg con los niveles de varias
citocinas/quimioquinas evaluadas en el LCR, Tabla 5. Por ejemplo, los Treg en
LCR se asociaron con los niveles de IL-10 (Spearman’s Rho=0.4 P=0.0009), una
citoquina anti-inflamatoria relacionada con la actividad supresora que sobre la
funcion efectora de los linfocitos T tienen algunos linfocitos T reguladores (Figura
4C y Tabla 5). Sin embargo, no se encontré ninguna corelacién con los niveles de
el TGF-B (TGF-B1 o TGF-B2), otra citoquina relacionada con el privilegio
inmunoldgico del SNC o la induccion de Treg y su mecanismo de supresion
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inmunoldgica en otros tejidos como el del tracto GI. Tampoco la frecuencia de los
Treg se asocié con los niveles de otras citoquinas clasicamente asociadas con
desviacion de la inmunidad celular hacia una produccion preferencial de
anticuerpos (IL-4, IL-5, IL-13) Tabla 5. Paradojicamente, los niveles de citoquinas
pro-inflamatorias (IL-6, IFN-y, IL-12) o citoquinas que promueven supervivencia de
linfocitos (IL-7), y de varios factores quimioatrayentes de células inflamatorias (IL-
8, IP-10, MIP-1a, RANTES y EOTAXIN) se correlacionaron positivamente con los

niveles de Treg.

Tregs
(% del total de LTCD3+)

0 4 8 12 16 20
LinfocitosT activados (CD3+CD25+)
(% del total de LTCD3+)

Figura 5. La acumulacién de Linfocitos T Reguladores (Treg) en el LCR se
correlaciona con los niveles de linfocitos T activados infiltrantes. Andlisis de
correlacion de Pearson de los porcentajes de Linfocitos T reguladores (Treg) con

los porcentajes de Linfocitos T totales activados en el LCR. La correlacion es
significativa al nivel 0,01 (bilateral)
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Estos hallazgos sugieren que la presencia de los Treg en el SNC esta asociada
con un microambiente de abundante inflamacion. Consistente con esta hipoétesis,
los niveles de Treg también se correlacionaron positivamente con los niveles de
infiltracion linfocitaria (pleocitosis) y de linfocitos T activados (CD3*CD25%) que se
acumularon en el LCR en los casos de NeuroSIDA por infecciones oportunistas.
Figura 5. La severidad clinica evaluada por Glasgow o Karnoffsky al ingreso
hospitalario, o por la mortalidad a tres meses de seguimiento no se asoci6 con los

niveles de los Treg, en el LCR. Tabla 5.
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Tabla 5. Correlacion entre Marcadores Inmuno-Virolégicos, Citoguinas v el
Porcentaje de Treq en el LCR.

% Tregs en el LCR
R Valor de P*

SEVERIDAD CLINICA (Ingreso)
Valor Karnoffsky (%) 0.093 0.543
Valor Glasgow -0.365 0.167
MARCADORES EN SANGRE
LT CD4/ml sangre -0.179 0.175
LTCD8/ml sangre -0.145 0.272
Carga viral VIH-1 en sangre -0.010 0.944
MARCADORES EN EL LCR
Pleiocitosis ( linfocitos/ml) 0.331 0.032
Carga viral VIH-1 (copias/ml) 0.420 0.011**
CITOQUINAS ( ung/ml)

GM-CSF -0.080 0.563

TGF-p1 0.290 0.214

TGF-p2 0.156 0.512

IFN-G 0.379 0.005
IL-10 0.439 0.001

IL-12(p40) 0.361 0.007
IL-12(P70) 0.177 0.199

IL-13 -0.252 0.066
IL-15 0.101 0.467

IL1A -0.209 0.130
IL-1B 0.202 0.143

IL-2 0.264 0.054

IL-3 0.243 0.076

IL-4 0.125 0.368

IL-5 0.105 0.449

IL-6 0.388 0.004

IL-7 0.381 0.004
TNF-A 0.074 0.593

QUIMIOQUINAS (  ug/ml)

IL-8 0.367 0.006
IP-10 0.462 0.004
MCP-1 0.063 0.852
MIP-1A 0.463 0.004

RANTES 0.318 0.020
EOTAXIN 0.363 0.007

*Valor de P correlacion de SpearmanOs rank para el % de Tregs en el LCR
**Walor de P Correlacion de Pearson para el % Tregs y la carga viral en LCR

3.5. Discusion

Los resultados demuestran que los Treg con un fenotipo CD3"CD4'CD25 FoxP3",
se acumulan especificamente en el SNC de los individuos con neuroSIDA por

Infecciones oportunistas. La composicion del infiltrado linfocitario en el LCR de los
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casos de neuroSIDA por IO se caracterizd por mayores proporciones de Treg, que
Su contraparte en sangre y estos Treg acumulados en el sistema nervioso
expresaron diferencialmente un mayor potencial inmunomodulador (altos niveles
de FoxP3).

La presencia de los Treg en el sistema nervioso se correlaciond con la abundante
inflamacién generada por los microorganismos oportunistas (carga viral VIH,
pleocitosis, linfocitos T activados y citocinas pro-inflamatorias), lo cual podria
interpretarse como un mecanismo de neuroproteccion o por el contrario estar
relacionado con mayor neuropatogénesis y el pobre pronostico de estas
complicaciones del SIDA. Estos resultados son novedoso porque confirman la
viabilidad de deteccion de los Treg en el LCR, no existia evidencia previa de su
presencia en el sistema nervioso de individuos infectados por VIH (Pubmed,
Scielo, ISI web of knowledge) y ademdas sugieren la participacibn de esta
subpoblacién de linfocitos en la neuropatogénesis mediada por la coinfeccion del
VIH con las infecciones oportunistas.

Este analisis fenotipico demostré que los linfocitos T infiltrantes del LCR en
pacientes VIH/SIDA con 10 del SNC son predominantemente LTCDS8", lo cual es
consistente con su predominio sobre los LT CD4" en la fase SIDA pero también
con el papel relevante de los LTCD8" contra los patdégenos oportunistas
intracelulares, tales como Toxoplasma gondii [159] o Micobacterium tuberculosis
[160] o el CMV ([161]y Tabla 3) o su papel protector en las criptococosis[162]. La
infeccién por el VIH frecuentemente se acompafia de pleocitosis, que aparece
desde momentos muy tempranos de la infeccion y que en la mayoria de las
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ocasiones resuelve con la administracion de TARGA[163]. A pesar de gue este
hecho fue reconocido tempranamente, desde el principio de la epidemia[164], las
caracteristicas de la pleocitosis no han sido claramente definidas y son muy
escasos los estudios que analizan las caracteristicas de los linfocitos infiltrantes
del LCR[142]. Recientemente se publico la caracterizacion por citometria de flujo
de las células infiltrantes del LCR en pacientes VIH" (sin infecciones oportunistas),
evidenciando un predominio de LTCD8" y una marcada inversién de la relacion
CD4/CD8[165] tal como lo muestran los resultados de este estudio.

A pesar de que los LTCD8" fueron las células predominantes en el LCR de
pacientes con 10, la magnitud de acumulacion de los LTCD4" (medido por la
diferencia entre las razones CD4/CD8 entre sangre y LCR) fué diferente entre las
patologias. La magnitud de acumulacién de los LTCD4" en el SNC estuvo de
acuerdo a la magnitud de la pleocitosis y/o compromiso meningeo. Asi, los casos
de toxoplasmosis cerebral y casos control (sin afectaciones oportunistas del SNC),
con escasa infiltracion linfocitaria en el LCR, exhiben una acumulacion mayor en el
SNC de LTCD4", comparada con su proporciéon en sangre, muy similar a lo que
ocurre en los pacientes VIH", sin 10 y sin TARGA [165]. Por el contrario los casos
de meningitis (meningitis linfocitica, criptocéccica y tuberculosa) conservan la
misma razon CD4/CD8 en el LCR y la sangre periférica. El LCR refleja mejor los
eventos a nivel del plexo coroideo y las meninges, mientras que la toxoplasmosis
cerebral es una patologia predominantemente intraparenquimatosa, la diferente
localizacion del proceso patogénico es posiblemente la responsable de este

hallazgo.
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Los Treg (CD3"CD4"CD25'FoxP3"), se acumularon especificamente en el SNC de
personas con NeuroSIDA por infecciones oportunistas. La presencia de los Treg
en el SNC puede contribuir a la neuropatogenesis, al incrementar la replicaciéon del
VIH y/o favorecer la persistencia del patégeno o por el contrario ser parte de la
respuesta protectora que busca controlar la patologia. La infiltracion de Treg en el
LCR fue més alta en las infecciones oportunistas con pleocitosis (TBM y CM). Sin
embargo en los casos de toxoplasmosis cerebral sin pleocitosis, los Treg del LCR
aunque son menos abundantes que en las meningits, exhiben altos niveles en la
expresion de FoxP3, indicativo de su potencial inmunomodulador. FoxP3 es
crucial para la modulacion de la funcion de los Treg, y un incremento en la
expresion de FoxP3 en la encefalitis por Toxoplasma gondii podria explicar la
relativa disminucion en la respuesta inflamatoria en esta enfermedad.
Probablemente el papel de los Treg en la neuropatogenesis esta relacionado con
el patégeno oportunista involucrado. Por ejemplo en la meningitis por
Cryptococcus neoformans o Mycobacterium tuberculosis la infiltracion de los Treg
puede ser protectora regulando la inflamacion exagerada y el dafio al tejido
cerebral, suprimiendo la activaciéon de los linfocitos T.

En la Toxoplasmosis cerebral la acumulacion preferencial de los Treg en el
cerebro, puede favorecer la proteccion del dafio cerebral mediado por la respuesta
inflamatoria, evitando el edema cerebral. EI LCR de pacientes con Toxoplasmosis
mostro una baja infiltracion linfocitaria, acorde con lo tradicionalmente reportado
en la literatura[166], sin embargo las frecuencias de los Treg son
significativamente mayores que en sangre periférica, indicando una migracion
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preferencial de estos Treg al SNC de los pacientes con Toxoplasmosis cerebral.
No existe evidencia del papel de los Treg en la patogénesis de la infeccién por
Toxoplasma gondii en humanos, en la literatura sélo se encuentran algunos
estudios en modelos murinos. En ratones C57BL/6 en un modelo de infeccién por
via oral, la letalidad se asocia con el colapso de los Treg FoxP3'[167] y en ratones
BALB/c normalmente resistentes a la infeccion, el bloqueo de estas células con un
anticuerpo anti CD25 (sin efecto sobre los LT activados), induce una mortalidad
del 50-60%][168]. El efecto de los Treg en toxoplasmosis parece estar mediado por
un mecanismo relacionado con IL-2, (independiente de IL-10)[169], que resulta en
la competencia por la IL-2 entre los Treg y LT efectores, lo cual conduce a la
muerte de las células T proliferantes (in vitro)[170]. Basados en la evidencia del
modelo murino, los Treg en el SNC de los pacientes con toxoplasmosis cerebral
asocida a SIDA tendrian un papel protector y serian cruciales para evitar la
inmunopatologia, al menos en la infeccion aguda por T. gondii. En este mismo
sentido, la mortalidad por TC es menor que en las neuroinfecciones con
compromiso meningeo ([4] y Figura 1), lo cual podria explicarse por el papel
opuesto que tendrian los Treg en estas dos patologias. En toxoplasma serian
protectores y en meningitis patogénicos.

Los Treg se acumulan en el LCR de pacientes con criptococosis meningea, de
demostrarse su funcién, podria indicar que su presencia se correlaciona con
supresion de la respuesta inmune protectora. Cryptococcus neoformans es el
agente infeccioso micotico mas importante en VIH/SIDA y es un problema de muy
dificil manejo en suramerica[171]. El componente mas abundante del hongo es el
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antigeno capsular, compuesto principalmente por glucuronoxylomannan (GXM), el
cual se encuentran en grandes cantidades en el LCR e inclusive a nivel sistémico
y se reconoce como un potente inhibidor de la activacibn y migraciéon
leucocitaria[172, 173]. EI GXM induce células dendriticas tolerogenicas in vitro
(que expresan altos niveles de TGF-B) y son capaces de favorecer la generacién
de los Treg, a partir de LTCD4" convencionales, con potencial supresor de la
funcion de los LTCD4" de un perfil Th2[174]. Las respuestas inmunes
caracterizadas principalmente por IFN-y en el SNC son necesarias para garantizar
la eliminacion del C. neoformans y se asocian con mejor pronostico[33]. Es asi
como una respuesta de LTCD4" productores de IFN-y y TNF-a se asocian con un
mejor desenlace clinico y disminucion de la mortalidad relacionada con
criptococosis meningea[175]. Se desconoce el perfil de las células infiltrantes del
LCR en esta patologia y no hay evidencia del posible efecto inhibitorio que sobre
su funcion puedan tener los Treg, salvo lo descrito en algunos modelos in vitro,
gue sugieren que los PBMC depletados de Treg suprimen mejor la proliferacion de
las levaduras que los PBMC completos. Es necesario plantear a futuro estudios
para evaluar el impacto de los Treg del LCR sobre la mortalidad de los pacientes
con 10, pues en este estudio el numero de pacientes fue insufienciente para
evaluar el efecto de los Treg o su asociacion con el desenlace clinico o la
sobrevida. Estudio futuros buscarian determinar si la frecuencia de células
reguladoras en el SNC se correlaciona con variables clinicas como el estado o
presencia de déficit neurolégico, eliminacién del antigeno de criptococo del LCR y
la sobrevida. Estos resultados preliminares en criptocosis meningeas
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(acumulacion de los Treg, alta carga viral VIH-1, altos niveles de IL-10 y otras
citocinas inflamatorias y alta mortalidad) nos hacen sospechar que los Treg se
correlacionen con pobres respuestas inmunes, al suprimir las respuestas
especificas al C. neoformans.

Los Treg (FoxP3") se acumulan especificamente en los compartimentos afectados
por Mycobacterium tuberculosis (alveolo pulmonar, espacio pleural, peritoneo,
pericardio y liquido cefalorraquideo). Desde la caracterizacion de la molécula
FoxP3 como el marcador mas importante de los Treg, se reconocié que los Treg
se acumulan en las localizaciones anatémicas afectadas por la tuberculosis (Treg
detectados en liquidos de serosas)[176] en pacientes VIH negativos. Los Treg no
sélo se acumulan en el liquido pleural de los pacientes con TBC pleural[96, 135],
sino que también son detectables en la pleura parietal de estos individuos [177].
En Tuberculosis pulmonar activa se encuentra un incremento significativo de los
Treg en el compartimento alveolar pulmonar respecto a la sangre periférica,
ademas los Treg autologos de estos pacientes suprimen las respuestas anti
tuberculosis in vitro, sugiriendo que estos Treg tienen la capacidad de subvertir la
inmunidad protectora anti tuberculosa.[178] Incluso hay reportes que afirman que
las personas con Tuberculosis multidrogo resistente (MDR) expresan en sangre
periférica una mayor proporcion de Treg que las tuberculosis sensibles[179] Los
hallazgos de este estudio son novedosos puesto que se documenta por primera
vez la acumulacion de linfocitos T reguladores en el LCR de pacientes VIH/SIDA
con meningitis tuberculosa, que en el contexto de la evidencia actual (revisada
en[180]) soportan la hipotesis que los Treg participan en la neuropatogénesis de

71



esta infeccién oportunista y que posiblemente contribuyen a la perpetuacion de M.
tuberculosis en el SNC al suprimir la respuesta inmune especifica al patégeno.

La presencia de los Treg en el sistema nervioso no es confirmatorio de su funcion
inmunosupresora, protectora 0 patolégica. Es posible que la funcién
inmunoreguladora de los linfocitos T reguladores en el LCR, esté atenuada o
completamente inhibida por el microambiente cerebral, especificamente por el
patégeno oportunista o el mismo VIH. Por ejemplo, en casos de tuberculosis
pulmonar asociadas a VIH y que desarrollan el sindrome de reconstitucion
immunolégica secundario a ART, los Treg se acumulan pero son deficientes en su
capacidad reguladora[151]. Igualmente, en esclerosis multiple se han detectado
Treg en sangre con frecuencias similares a las encontradas en individuos sanos,
pero con profundos defectos en su capacidad de inmunomodulacion sobre los
linfocitos T, in vitro[125, 181]. Por lo tanto, la presencia y acumulacion de los Treg
en un tejido no necesariamente se correlaciona con su papel inmunomodulador.
Es necesario entonces demostrar la capacidad inmunosupresora de los Treg
presentes en el LCR de los casos de NeuroSIDA por infecciones oportunistas,
mediante ensayos funcionales in vitro, como una aproximacion inicial al
conocimiento de su papel in vivo en estas complicaciones neurologicas.

Las infecciones oportunistas del sistema nervioso central, al generar inflamacion,
pueden impactar la neuropatogenesis mediada por el incremento de la carga viral
de VIH y el tréfico de las células infectadas en el cerebro. El RNA del VIH-1 fue
detectable en el LCR de todos los casos evaluados, las cargas virales en LCR de

los pacientes con IO del SNC fueron significativamente mayores a las encontradas
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en pacientes sin 10, hallazgo acorde a lo reportado en la literatura[25]. Ademas se
encontr0 que las patologias con compromiso meningeo (criptococosis Yy
tuberculosis) tenian titulos virales de VIH mayores a las encontradas en
toxoplasmosis cerebral, indicando que una mayor pleocitosis acompafada de
inflamacion a nivel meningeo, es predictora de una replicacion aumentada del
virus. La mayor carga antigénica del VIH, no solo se puede traducir en
neuropatogenesis en el contexto de las IO agudas, sino que también puede tener
repercusiones a largo y mediano plazo en el desarrollo de complicaciones
relacionada con el virus como son la demencia asociada a VIH [182]. Este
hallazgo es muy importante puesto que evidencia el riesgo aumentado que tienen
los pacientes que sobreviven a las IO del SNC de desarrollar complicaciones
asociadas al virus, que muchas veces son enmascaradas o interpretadas como

complicaciones secundarias a la 10.
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4. OBJETIVO ESPECIFICO 2:

Evaluar la frecuencia y caracteristicas de la infiltracion por Treg en el tejido
cerebral en casos fatales de las infecciones oportunistas mas comunes en
neuroSIDA.

4.1 Raciocinio y Justificacion

Las Treg (CD4'CD25'FoxP3") se acumulan en el liquido cefalorraquideo de los
pacientes con 10 del sistema nervioso central asociadas a SIDA de acuerdo a los
hallazgos de este estudio, pero esta evidencia no es suficiente para determinar
gue hacen parte de los procesos patogenicos en las infecciones oportunistas en el
SNC.

Era necesario demostrar que los Treg tambien infiltran el parénquima cerebral y
hacen parte de las caracteristicas histopatoldgicas de las 10 en el SNC. Aunque el
LCR es un excelente marcador de los procesos inmunologicos inflamatorios que
ocurren en el SNC, no aporta informacion sobre la localizacion de las células
inflamatorias en el tejido cerebral, o la especificidad en el proceso patolégico
dentro del parenquima cerebral. Las caracteristicas histoldgicas de la infiltracién
de los Treg, con particular énfasis en su ubicacién en el tejido cerebral y magnitud
de infiltracion, es crucial para confirmar los hallazgos obtenidos en el LCR, pero
principalmente aportaria ideas para formular hipétesis sobre la participacion de
estos linfocitos en la neuropatogénesis de las 10 en SIDA

Las IO del sistema nervioso poseen caracteristicas histopatologicas especificas

que han sido descritas ampliamente desde la aparicion de la epidemia de
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VIH/SIDA a principios de la década de los 80’s[183-185]. La neuropatologia de las
|0 varia segun el grado de inmunosupresién (cantidad y nadir de LTCD4"), tiempo
de evolucién de la enfermedad por VIH-1 y la efectividad de la terapia
antirretroviral. Por ejemplo, la criptococosis meningea se caracteriza por la
presencia de levaduras en el espacio subaracnoideo, en los espacios
perivasculares de Virchow-Robin[186]; y en individuos con inmunosupresion
severa, ademas de meningitis, hay compromiso parenquimatoso (encefalitis), con
presencia de criptococomas con escasa 0 nula reaccion granulomatosa. El
infiltrado celular esta compuesto principalmente por linfocitos T de memoria
(CD45R0O") con predominio de LTCD8" dada la deplecion sistémica de
LTCD4'[187]. La toxoplasmosis cerebral se caracteriza por lesiones quisticas
necrotizantes, con escaso infiltrado inflamatorio, ubicadas preferencialmente en
los ganglios de la base (el compromiso leptomeningeo es inusual)[17].
Frecuentemente, la reaccion immunologica esta compuesta de infiltracion
mononuclear moderada, consistente principalmente en macréfagos perivasculares
y microglia activada. La mayoria de lesiones asociadas a toxoplasmosis tienen
edema cerebral importante, principalmente de origen vasogénico. La repuesta
inflamatoria perilesional es mayor en los sujetos con enfermedad por VIH menos
avanzada, un hallazgo que refleja una mejor respuesta del sistema inmune contra
la infeccion oportunista[188]. En el caso de la infeccion tuberculosa oportunista del
SNC, las caracteristicas histopatolégicas son variables. En la meningitis
tuberculosa, las reacciones inflamatorias pueden ser exuberantes con formacion
de granulomas compuestos por una infiltracion abundante de LTCD4" vy
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macrofagos activados o por el contrario pueden ser respuestas “anérgicas’
caracterizadas por alta cantidad de bacilos y ausencia de respuesta celular
importante[189]. Por lo anterior, si la acumulacién de Treg asociada a inflamacion
y pleocitosis en el LCR de las 10 (Objetivo I) es un reflejo de los eventos en el
tejido cerebral, se espera que las meningitis (tuberculosa y criptocéccica)
presenten mayor infiltracion a nivel cortical y meningeo de Treg que la
toxoplasmosis cerebral. Por otra parte, se anticipa que los Treg en el tejido
cerebral colocalizen con zonas de reaccion inflamatoria, LT convencionales
(FoxP3"), microglia y monocitos perivasculares. Ademas, se esperaria que los
casos mas severos de toxoplasmosis cerebral conducentes a mortalidad tengan
infiltracion de Treg en el parenquima cerebral, asociada a una respuesta
inflamatoria disminuida en las zonas perilesionales.

Los Treg se han detectado en el parénquima cerebral de individuos con
complicaciones neuroldgicas tumorales (no asociadas a VIH) y la magnitud de la
infiltracion se correlaciona con el prondstico. Es asi como por ejemplo los gliomas
de alto grado (glioblastoma multiforme)[131, 190] o los tumores cerebrales
metastasicos [130], cursan con una mayor infiltracion de Treg y tienen peor
pronoéstico y mayor mortalidad que las lesiones de bajo grado que presentan poca
infiltracion de los Treg[130]. Ademas en las lesiones severas los Treg se
encuentran cerca de los focos inflamatorios, sugiriendo que los Treg infiltrantes del
SNC estan relacionados con la neuropatologia, posiblemente al inhibir las
respuestas inmunes especificas a tumores en el SNC. Resumiendo lo anterior, si
los Treg son parte de respuesta inflamatoria en ciertas patologias del SNC,
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resultaria plausible que se pudieran detectar también en el tejido cerebral y fueran
parte de las reacciones histopatologicas presentes en las IO asociadas a SIDA.
Debido a que las Treg se acumulan en el LCR de individuos con 10 del SNC
asociadas a SIDA (Objetivol) y son detectables en el tejido cerebral en otras
complicaciones neurolégicas, relacionandose especificamente con la patologia,
este objetivo busco determinar por inmunohistoquimica la localizaciéon y el nUmero
relativo de los Treg (FoxP3") en el tejido cerebral de casos fatales de infecciones
neurolégicas oportunistas asociadas a VIH/SIDA.

A pesar de que las neuroinfecciones oportunistas asociadas a SIDA tienen un alto
indice de mortalidad y en el caso particular de este estudio fué cercana al 40%
(Figura 1), por razones logisticas no fue posible obtener muestras de tejido
cerebral de los pacientes de este estudio que fallecieron. Por lo tanto, para el
cumplimiento del objetivo se establecié colaboracién con el bio-repositorio de
tejidos del Hospital Johns Hopkins en Baltimore (Maryland, Estados Unidos). El
disefio metodoldgico incluyo tejidos del bio-repositorio provenientes de pacientes
fallecidos por 10 del SNC en la ciudad de Baltimore y ademas algunos casos
provenientes de Bangalore, India, todos los cuales compartian algunas
caracteristicas epidemiologicas de la infeccion VIH-1, pero se diferenciaban en la
cepa viral. Los casos de USA fallecidos entre 1986 y 1996 estaban todos
infectados con VIH-1 clado B (el clado viral presumiblemente mas frecuente en
Colombia[191, 192], y al igual que los casos incluidos de la India o los pacientes
colombianos del presente estudio no habian recibido terapia antiretroviral de gran

actividad (TARGA). Los tejidos de India eran provenientes de casos en Bangalore
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(estado de Karnataka) fallecidos entre 2000-2004 y en contraste con los casos
incluidos de USA estaban infectados con el clado C del VIH-1, la cepa viral mas
frecuente en la India, lo cual brindé una excelente oportunidad para examinar
comparativamente la induccién de los Treg en relacién con el subtipo viral de VIH-
1.

Esta circunstancia especial de tener tejidos afectados por IO provenientes de
casos con subtipos diferentes del VIH-1 nos llevo a investigar como la variacion en
el tipo de virus podria influenciar la respuesta de los Treg. Es bien sabido que la
extraordinaria variabilidad del VIH-1 tiene impacto en su trasmisibilidad, en el
tropismo viral, en la respuesta al tratamiento antiretroviral o en la
neuropatogénesis asociada a SIDA. El grupo M del VIH-1, causante de la mayoria
de infecciones alrededor del mundo, se clasifica en 9 subtipos o clados (A, B, C,
D, F, G, H, J y K) y varias formas recombinantes de ellos[193]. El subtipo C es
causante del 50% de las infecciones del mundo y esta restringido a la India y
Africa Subsahariana, mientras que el subtipo B predomina en el continente
Americano y algunos paises europeos[194, 195]. Con respecto a su tropismo, las
cepas del clado C son predominantemente del tipo R5 (macrofagotropicas) [196],
en contraste las cepas virales del subtipo B son principalmente linfotropicas
(X4)[197]. De manera importante por su relacion con este estudio, los subtipos C y
B del VIH-1 también se diferencian en su potencial de neurovirulencia. Por
ejemplo, al clado C se le atribuye una menor capacidad neuroinvasiva comparado
con el subtipo B, debido a un polimorfismo en la proteina Tat [198, 199]; lo cual
explicaria en parte su baja asociacion con demencia o con los otros trastornos
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neurocognitivos asociados a VIH/SIDA (HAND), méas prevalentes en los individuos
infectados con el subtipo B. Por otra parte, aunque las 10 del SNC ocurren en
individuos infectados por cualquiera de los subtipos o clados del VIH-1, la cepa
viral también parece relacionarse con el tipo de coinfecciébn oportunista. Por
ejemplo, la meningitis tuberculosa es mas comun en los individuos infectados con
el clado C[200], comparado con la toxoplasmosis cerebral que es la mas frecuente
en las areas del mundo con predominio de infecciones con el subtipo B del VIH-
1[31]. Clados virales con distintos perfiles de neurovirulencia podrian también
diferir en el tipo de respuesta inmune y en los mecanismos de regulacion de la
inflamacion a nivel del SNC, y especificamente en el perfil de infiltracion los Treg.

La neuropatologia de la infeccion por VIH-1 clado B y las 10 en el SNC se
caracterizan por formacién de células gigantes multinucleadas, ndédulos
microgliales, infiltrado mononuclaear perivascular y de los plexos coroideos, asi
como infiltracidbn parenquimatosa meningea[201]. La histopatologia de las mismas
IO en sujetos infectados con VIH-1 clado C es similar a la observada en el clado B,
con excepcion de la reaccion por células gigantes multinucleadas[26] que son
poco frecuentes y que son atribuidas al tropismo X4 caracteristico del subtipo B.
En conclusion, a pesar de las diferencias en los patrones de neurovirulencia
reportadas entre los subtipos B y C del VIH-1, estas diferencias parecen contribuir
muy poco a un perfil neuropatologico especifico en la coinfeccion con las 10 en el
SNC. Sin embargo la informacion al respecto es aln escasa y no existe evidencia
en los mecanismos de inmunoregulacion de la neuroinflamaciéon por las 10 o su
impacto en morbimortalidad. Por lo tanto, la deteccion y caracterizacion de la
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infiltracidbn por Treg en el tejido cerebral descrita en este capitulo adiciona un

nuevo elemento a la neuropatologia de las 10 en VIH/SIDA previamente descrita.

4.2 Metodologia

4.2.1 Poblacion de estudio y Tejido cerebral proveniente de Autopsias.

Se analizaron muestras de tejido cerebral de 19 pacientes con SIDA que
fallecieron por infecciones oportunistas del sistema nervioso central, 9 de ellos con
criptococosis meningea, 7 casos de toxoplasmosis cerebral y 3 casos con
tuberculosis meningea. Las muestras estaban preservadas en parafina y
provenian del National Institute of Mental Health and Neurosciences (NIMHANS),
Bangalore, India (11 casos) y del NeuroAIDS Brain Bank de Johns Hopkins
Hospital, Baltimore, Estados Unidos (8 casos). Todas las muestras provenian de
pacientes adultos, con edades entre los 18 y 52 afios, el intervalo postmorten
(entre el fallecimiento y la realizacién de la autopsia) fue de aproximadamente 5
horas (2-15 hrs). Ninguno habia recibido TARGA, Todos los pacientes habian
recibido algun tipo de terapia especifica para las Ols del SNC, con tiempos de
tratamiento muy variables (entre 1 y 24 dias), sin embargo no se encontré que
este tratamiento modificara el perfil de inflamacion e infiltracion en el SNC, tal
como fue descrito en un reporte previo a este estudio [26].

Los casos fueron seleccionados teniendo en cuenta principalmente la presencia
de infiltrado inflamatorio en las tinciones de Hematoxilina-Eosina (H&E) de
acuerdo a la consideracion subjetiva de un neuropatélogo experto (Dr. Carlos
Pardo, Johns Hopkins Hospital). Se tuvieron en cuenta las muestras con al menos
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un infiltrado mononuclear moderado. Por obvias razones, se descartaron los casos
en los cuales no habia una reaccion inflammatoria apreciable en tinciones de H&E.
La estandarizacion de la tincion para LT reguladores (CD3*FoxP3") se realiz6
tanto para inmunohistoquimica convencional como para microscopia laser
confocal. Como control positivo de la tincién para Treg se utilizd ganglios linfaticos
y muestras de tejido cerebral proveniente de hemisferectomias de pacientes con
sindrome de Rasmusseen (encefalitis caracterizada por una alta infiltracion de LT),
del mismo repositorio de tejidos. Los procedimientos anteriores y la
inmunohistoquimica en los tejidos del estudio se realizaron en el laboratorio de
Neuroinmunopatologia de Johns Hopkins University (Baltimore, MD, USA) bajo la
direccion del asesor internacional (Dr. Carlos A. Pardo Neurélogo -
Neuropatélogo).

4.2.1 Inmunohistoquimica

El protocolo para recuperacion del antigeno y tincion se encuentra detallado en el
Anexo Ill, a continuacidon se presenta un resumen de la metodologia para la
realizacion de la Inmunohistoquimica.

Recuperacion y desenmascaramiento antigénico: Se utilizaron cortes de tejido
cerebral de 10um de espesor preservados en parafina, los cuales se
reconstituyeron de la siguiente manera: 1) Se retir6 el exceso de parafina usando
calor en un horno seco (60°C por 60 minutos). 2) Se rehidrataron las muestras con
gradientes de xileno, alcohol y agua. 3) Para la reactivacién del antigeno se uso6
buffer citrato por hervido en microondas por 20 minutos al 20% de poder. 4)
Lavados con PBS salino.
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Tincion de antigenos con anticuerpos primarios:

Para evaluar la presencia de Treg en el tejido cerebral, se utilizd tecnicas de
inmunocitoquimica por inmunofluorescencia para deteccion por microscopia laser
confocal para determinar la colocalizacion de los marcadores CD3, CD4 y FoxP3,
y verificar el fenotipo de Treg definido en este estudio; posteriormente se realizé
inmunohistoquimica convencional para cuantificar los linfocitos T totales (células
con tincibn CD3" en membrana citoplasmatica) y las Treg o linfocitos T
reguladores en una tincién dual de la molécula CD3 en superficie y FoxP3 a nivel
nuclear. La decision de utilizar solamente el marcador CD3 para cuantificar los
linfocitos infiltrantes se basé en la dificultad técnica de optimizar un triple marcaje
de las moléculas CD3, FoxP3 con CD4 o CD8 por inmunohistoquimica
convencional, pero también debido a la baja infiltracion de LT CD4" en el
parénquima cerebral, dificultando la localizacién de regiones cerebrales con
infiltracion linfocitaria significativa basados en el marcador CD4. Los anticuerpos
primarios y el protocolo de tinciébn con ellos fueron iguales para microscopia
confocal e inmunohistoquimica convencional. Previamente a la incubacién con los
anticuerpos primarios, se realiz6 un bloqueo del tejido con suero normal de cabra
y luego se incubaron los cortes con un anticuerpo policlonal de conejo anti-CD3
(DAKO Code-Nr. A 0452) y un anticuerpo monoclonal de rata anti-FoxP3
(eBioscience Clone PCH101 Cat. No 14-4776), el cual fue seleccionado con base
en reportes previos de la literatura en inmunohistoquimica de Treg en nodulo

linfatico[202, 203].
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4.2.1.1 Microscopia Laser Confocal: Para detectar los anticuerpos primarios
unidos a FoxP3 se utilizaron anticuerpos secundarios anti-rata marcados con
Alexa 546 o 555 (rojo) para detectar los anticuerpos anti-FoxP3 y anticuerpos-anti
conejo marcados con FITC o Alexa 488 (verde) para detectar los anticuerpos anti-
CD3, (Millipore, USA). Para la visualizacion de las imagenes se utilizd6 un
microscopio confocal Carl Zeiss LSM 510, que se encuentra en la seccion de
Neuropatologia de la Universidad Johns Hopkins (Baltimore, MD, USA), el
software utilizado fue LSM 510 META version 3.0 SP3. Los Treg se definieron
como células infiltrantes mononucleares de membrana verde fluorescente y nucleo
rojo fluorescente (CD3"FoxP3").

4.2.1.2 Microscopia de Luz: Se utilizaron anticuerpos secundarios biotinilados,
anti-rata para la deteccion de la tincién FoxP3 (Vector Labs), y posteriormente se
incubaron con la solucién avidina/biotina-ABC Kit (VECTOR/PK-6101 Peroxidasa)
y se revelo la reaccion con DAB Kit-(VECTOR/SK-4100). Posteriormente para la
deteccion de la molécula CD3, se incubd con un anticuerpo secundario biotinilado
anti-conejo (Vector Labs), seguido por avidina/biotina- ABC-AP KIT (VECTOR/AK-
5000 Fosfatasa Alcalina) y se revel6 con Vector® Blue (VECTOR / SK-5300). Las
Treg se definieron como las células mononucleares con doble tincion para la
molécula FoxP3 (nucleo café) y la molécula CD3 (membrana azul). Los Linfocitos
T convencionales (FoxP3-), fueron los positivos solamente para CD3 (membranal
azul). Para la visualizacién de las muestras se utilizé un microscopio con camara
digital integrada y un software para andlisis de imagenes. La visualizacion se

realizd en 40x.
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4.2.2 Andlisis

Se realiz6 un analisis estereométrico, en el cual se cuantific6 el nimero de
linfocitos T (células CD3"FoxP3Y) y Treg (células CD3"FoxP3") presentes en un
area de tejido cerebral determinada (expresada en micras cuadradas pm?). Para el
analisis cuantitativo del infiltrado celular se uso el método de “fraccion de area de
immunoreactividad” [204] en el cual el sistema de microscopia esta asociado a un
programa de computador disefiado para cuantificacion estereométrica
(MicroBrightfield, Inc., Williston, VT), estas técnicas estan estandarizadas y son de
uso rutinario en el laboratorio de Neuroimmunopatologia en Johns Hopkins[205].
Las secciones de tejido coloreadas por técnicas de inmunohistoquimica fueron
delineadas para los estudios cuantitativos. En promedio 30 areas para evaluacion
cuantitativa fueron asignadas en forma sisteméatica en posiciones RANDOM dentro
del area delineada para analisis cuantitativo. EI nimero absoluto de células por
area de interés delineada se determind contando el nimero de células positivas
para el marcador buscado dentro de cada una de las 30 areas determinadas para
el analisis cuantitativo dentro del area de interés. El resultado se expres6 como
namero de células por area evaluada. El conteo celular por este método fue
realizado por una persona (miembro del equipo de JHU) que desconocia los
grupos diagndsticos asignados, pero que habia sido previamente entrenada en la
metodologia utilizada.

El area evaluada varié entre los diferentes blogues evaluados y muestras de tejido
cerebral y dependié de la cantidad de tejido cerebral presente en la muestra. Se
evaluaron de 1 a 5 bloques de parafina por cada caso. Los datos se presentan
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como numero de linfocitos T y nimero de Treg por mm? (1 mm? equivale
a10°um?). Se realiz6 un andlisis de correlacién entre la frecuencia de LT y Treg en
el tejido cerebral, para el cual se utilizd un modelo de regresion lineal. Las
comparaciones entre frecuencias de Treg y LT por mm2 entre las diferentes
patologias se realizd mediante la prueba de Kruskal-Wallis, debido a que los datos
no seguian una distribucién normal (al realizar pruebas de bondad de ajuste) y se

considero estadisticamente significativo una diferencia con valor de p<0.05.

4.3 Resultados

El control positivo de la tincién de Treg fué el ganglio linfatico de un paciente VIH
negativo, y mostré un adecuado marcaje para el marcador CD3, con un patron
tipico de membrana, y para la molécula FoxP3 a nivel nuclear Figura 6A.
Teniendo en cuenta que las caracteristicas propias del ganglio linfatico en lo
referente a tiempo de fijacion en formol después de la extraccion del tejido, o
cantidad de células de la respuesta inmune, o intensidad de la expresion de los
marcadores CD3/FoxP3 varian considerablemente de los del tejido cerebral, se
optimiz6 la tincién en cortes de tejido cerebral preservado en parafina de pacientes
con sindrome de Rasmussen (sindrome convulsivo cronico caracterizado por
encefalitis e infiltracion importante de LT)[206]. Los resultados de la optimizacion
de la tincién linfocitaria, tanto para microscopia confocal (Figura 6B), como para
inmunohistoquimica convencional (Figura 6C), en tejido cerebral de los casos
Rassmussen muestran una tincion abundante de LT (CD3") y Treg (CD3"FoxP3")
en los espacios perivasculares y otras localizaciones con infiltrado inflamatorio.
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Estos resultados verifican el funcionamiento de los procesos de
desenmascaramiento antigénico y la excelente capacidad de los anticuerpos
primarios, usados a concentraciones optimizadas, para identificar los marcadores
seleccionados en las poblaciones celulares infiltrantes en muestras de tejido

cerebral.

CD3/FoxP3

RS =
Figura 6. Control positivo de los Treg: Microscopia Laser Confocal de ganglio
linfatico demostrando la localizacién nuclear de FoxP3 (rojo) en Linfocitos TCD3"
(verde) en A. en Tejido cerebral, hemisferectomias de Sindrome de Rasmussen
en B y C. Microscopia Laser Confocal demostrando la localizacién nuclear de
FoxP3 (rojo) en Linfocitos TCD3" (verde) en B. Tincion inmunohistoquimica FoxP3
(marrdén) en el nucleo y CD3 (azul) membrana y citoplasma C.

Se analizaron los tejidos preservados en parafina de 19 pacientes que fallecieron
por 10 del SNC asociadas a SIDA. En el Anexo |V se describen los diagnésticos,
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pais de origen, de los 11 casos provenientes de India y 8 casos de los Estados
Unidos. Se examinaron en total 44 blogues de parafina (cada caso tenia entre 1-5
blogues de tejido cerebral). En la Figura 7 se muestra una imagen de microscopia
confocal representativa de la presencia de Treg en el parénquima cerebral y

colocalizacién con los LT infiltrantes en un caso de Toxoplasmosis cerebral.

Figura 7: Infiltracién de Tregs de

CD3/FOXP3 g un caso con Toxoplasmosis
' cerebral, Tincion
» Inmunohistoquimica -Panel

superior- FoxP3 (marron) en el
nacleo y CD3 (azul) membrana y
citoplasma (flechas amarillas).
Microscopia confocal -Panel
inferior- demostrando la
localizacion nuclear de FoxP3
(rojo) en linfocitos T CD3" (verde)
en el SNC (flechas amarillas).

La cuantificacibn por estereometria se realizd en las tinciones de
inmunohistoquimica para microscopia de luz, en el total del area del tejido tefiido la
cual varié en un rango entre 2.8-50.2 mm? entre los casos (promedio 13.2+8.3

mm?). Los LT (células CD3*) se pudieron identificar en todas las muestras, sin
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embargo el nimero de linfocitos T infiltrantes en tejido cerebral fue muy variable
entre los casos (1-148 LT/mm?; promedio 25+29 LT/mm?). Los Treg (CD3*FoxP3")
se identificaron en 35/44 muestras (80%), su numero fué muy variable siendo
méximo de 10 Treg/mm? Para evaluar la relacién entre la magnitud de infiltracién
de los Treg y de los LT convencionales se realiz6 un analisis de asociacion,
estableciéndose una correlacion lineal (R=0.63; R?=0.4) con un valor de p<0.005,
el cual permite concluir que la infiltracion de los Treg es directamente proporcional
a la infiltracién por Linfocitos T en el tejido cerebral de pacientes fallecidos con 10
de SNC asociadas a SIDA.

Los Treg en el SNC tuvieron un patron de infiltracion diferencial de acuerdo a la
infeccion oportunista asociada a SIDA. En criptococosis meningea los Treg se
encontraron predominantemente en los espacios perivasculares, hallazgos muy
similares fueron encontrados en los pocos casos de tuberculosis meningea.
Mientras que en toxoplasmosis cerebral los Treg se encontraron en mayor
proporcién en localizaciones intraparenquimatosas cerca de las lesiones quisticas
o0 masas (Figura 7). Estos resultados muestran que la topografia de la infiltracion
de los Treg se relaciona de forma estrecha con los sitios de infeccion oportunista,
reflejando el proceso patogénico y por lo tanto podrian estar involucrados en la
inmunopatogénesis.

De acuerdo a los hallazgos en el LCR se esperaba que las meningitis (tuberculosa
y criptococcica) presentaran una mayor infiltracion de los Treg en el tejido
cerebral, lo cual también se correlacionaria con la pleocitosis del LCR. Sin
embargo, la toxoplasmosis cerebral fué la patologia con una mayor proporcién de
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los Treg en tejido cerebral en promedio 2,7 Treg/mm?, comparado con CM 1.0
Treg/mm?y TBM 1.0 Treg/mm?. Esta mayor proporcién de los Treg en los tejidos
de pacientes con TC fue estadisticamente significativa al realizar la comparacion
con CM (p=0.02 en el analisis de Kruskal-Wallis).

TC presenta una mayor frecuencia de linfocitos T en el tejido cerebral en promedio
36,7 LT/mm?, comparado con CM 19.1 LT/mm? y TBM 11.1 LT/mm?. Esta mayor
proporcion de LT en las muestras de pacientes con TC comparado con las
meningitis no alcanzo significancia estadistica pero si mostr6 una tendencia a

favor de TC (p=0.07 en el andlisis de Kruskal-Wallis).
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Figura 8. Frecuencia de los Treg en el Tejido cerebral de Infecciones
oportunistas en NeuroSIDA: Numero absoluto de Treg en A y porcentaje del
total de LT en B. Andlisis de correlacion entre la frecuencia de los Treg y LT en
NeuroSIDA en C.

89



4.4 Discusion

Los resultados de este estudio muestran que los Treg tienen un proceso activo de
migracion y localizacion especifica a los sitios de infeccién oportunista, reflejando
el proceso patogénico. En el caso de las meningitis (CM, TBM) la mayor
concentracion de Treg esta en las meninges y el espacio perivascular y en el caso
de la toxoplasmosis cerebral en el tejido activamente inflamado a nivel
parenquimatoso. La cantidad de los Treg en el tejido cerebral (por estereometria)
fué directamente proporcional a la magnitud del infiltrado linfocitario (LT), el cual
colocaliza con los antigenos de los microorganismos oportunistas o del VIH-1 en
estos mismos tejidos segun observaciones previas[26].

Este hallazgo confirma que los Treg hacen parte de las reacciones
neuroinmunopatologicas de las 10 asociadas al SIDA y sugiere que la respuesta
inmune inflamatoria presente en el liquido cefalorraquideo, particularmente la
presencia de los Treg, es un buen reflejo de lo que ocurre a nivel del tejido
cerebral. Los casos de toxoplasmosis cerebral presentan una mayor frecuencia de
los Treg que infiltran el parénquima cerebral comparado con las meningitis. Estas
células colocalizan con sitios de inflamacion activa inducida por el Toxoplasma
gondii. Esta conclusion se soporta en la observaciéon de que el tejido cerebral de
pacientes fallecidos por TC tuvo no s6lo una mayor proporcion de los Treg si no
también una mayor infiltracion de LT que los tejidos de patologias con compromiso
principalmente meningeo. La concentracion de los Treg en el parequima cerebral
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de las TC podria explicar su menor proporcion en el LCR, comparadas con los CM
Figura 8A-8B.

La deteccion y caracterizacion del patrén de infiltracion de esta poblacion de
Linfocitos T reguladores con fenotipo FoxP3" en el tejido cerebral describe una
nueva caracteristica de la neuroinmunopatologia de las 10 en SIDA. Durante la
infeccion por VIH y sobre el curso de las IO que afectan a estos pacientes, se ha
observado que las respuestas inflamatorias microgliales (infiltradas también por
Treg FoxP3" en este estudio) generan gran cantidad de citoquinas y quimioquinas
que contribuyen al dafio del tejido y por ende a la neuropatologia. En modelos
murinos con encefalitis por VIH-1 (HIVE), los Treg migran a través de la BHE a las
areas del cerebro afectadas por la respuesta inflamatoria inducida por el
virus[207], favoreciendo la persistencia y propagaciéon del VIH-1 a nivel
neuroldgico. En este estudio la acumulacion de los Treg en el SNC esta asociada
a los sitios de infeccion oportunista y no necesariamente representa un patrén de
reclutamiento difuso or trans-migracién de Treg en el SNC. Esta circunstancia
seria un factor que favorece la persistencia y propagacion del VIH-1 a nivel
neurolégico, mediante la modulaciéon de la respuesta efectora inmunolégica anti-
viral .En los humanos las neuroinfecciones oportunistas también disparan una
abundante expresion de antigenos del VIH en el parénquima cerebral, asociado a
los nddulos microgliales y macréfagos perivasculares[26, 201], y ademas causan
un importante aumento de la carga viral del VIH en el LCR[208] y Figura 4 Objetivo
1, indicando una replicacion viral activa que puede estar relacionada con la

migracion o expansion de los Treg y el infiltrado inflamatorio asociado[148].
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La infeccion del sistema nervioso central (SNC) por el virus del VIH-1 ocurre
tempranamente durante la infeccion aguda y se presume gque persiste en este
organo por décadas[209], con reactivacion importante de su replicacién durante
inmunosupresion sistemica profunda[210] en fase SIDA. La infeccién persistente
del VIH-1 en el SNC esta compartimentada, demostrado por las secuencias de las
cepas del VIH-1 en el tejido cerebral mas estrechamente relacionadas entre si, al
compararlas con secuencias de virus presentes en los tejidos periféricos del
mismo individuo[211]. En el caso especifico de la infeccion por VIH-1, los
macréfagos perivasculares y la microglia son las células infectadas por el virus y
en donde hay un potencial de replicacion viral que favorece la migracion y
aumento en la poblacion de LTCD8" en los tejidos del cerebro. Son estas células
las que establecen un control para la replicacion viral en las primeras etapas de la
infeccion, sin embargo este efecto protector disminuye con la disminucion
periférica de linfocitos T CD4" y T CD8 * en ausencia de tratamiento y al mismo
tiempo aumenta la entrada de monocitos infectados[212]. La infiltracién de los
Treg asociada a las 10 podria contribuir a una inmunosupresién generalizada en el
tejido cerebral, facilitando la replicacion del VIH-1 y/o la de los microorganismos

oportunistas, impactando el pronostico de estas complicaciones neurolégicas.

El impacto de la infiltracion por los Treg en el tejido cerebral sobre el desenlace
clinico que tuvieron estos pacientes es desconocido y deberia ser evaluado
posteriormente. En toxoplasmosis se sabe que la deplecion de los Treg (con MAb
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anti-CD25) se traduce en mortalidad del 60% en ratones BALB/c (resistentes) que
se infectan agudamente con la cepa de T gondii ME49[168, 213]. Esta evidencia
sugiere gue los Treg son esenciales para la proteccion durante la fase aguda de la
infeccidn, lo cual nos hace pensar que la presencia de los Treg en las lesiones tipo
masa producidas por toxoplasma tienen un efecto benéfico al tratar de disminuir la
respuesta inflamatoria, que termina siendo deletérea con la aparicion de edema
cerebral en el espacio contenido de la boveda craneana. Parece que para T. gondi
la supresién de células T por los Treg ocurre por competencia por la IL-2, via
CD25 expresado constitutivamente en los Treg. [170]. Sin embargo, en los
humanos no hay evidencia del impacto clinico de los Treg en la TC o ninguna otra
de las IO en el SNC.

Hasta la escritura de esta tesis, no hay otros reportes de la presencia de los Treg
en el parénquima cerebral de pacientes VIH" y que tienen infecciones oportunistas
asociadas a SIDA. La acumulacién de las Treg en el LCR (Obijetivol), y su
deteccion en las muestras de cerebro en las 3 patologias oportunistas evaluadas
por este estudio, confirma que esta subpoblacién de linfocitos T hace parte de la

respuesta inmune a las IO en el SNC.
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5. OBJETIVO ESPECIFICO 3:

Determinar si la diversidad clonal VB del receptor del linfocito T (repertorio
VB del TCR) en los Treg infiltrantes del LCR es indicador de su origen

inmunolégico inducido.

5.1 Raciocinio y Justificacion

Entender los mecanismos por los cuales los linfocitos T reguladores son inducidos
y activados por las infecciones, es esencial para el disefio de estrategias
terapéuticas que busquen manipular sus funciones. La especificidad antigénica de
los Treg, determinada por el receptor del linfocito T (TCR), no parece ser esencial
para su funcién inmunolégica pero es muy importante para la generacion y
diferenciacion de los nTreg en el tejido linfoide[214], asi como para su proliferacion
en las infecciones por Toxoplasma gondii, M tuberculosis y virus de tipo
persistente como el herpes virus, hepatitis C y VIH[93].

Existe evidencia de que los linfocitos T reguladores se pueden seleccionar con
base en el reconocimento y la especificidad del TCR frente a péptidos propios, los
cuales generan una sefial, que dependiendo de su intensidad, determinard si los
timocitos autorreactivos seran sometidos a deleccion, o por el contrario se
diferenciaran para convertise en linfocitos T reguladores naturales (nTreg) [215].
Asi mismo, durante la fase aguda de infecciones como leishmaniasis cutanea o
malaria y las causadas por Toxoplasma gondii y Micobacterium tuberculosis, la
regulacion de la respuesta inmune especifica parece estar mediada principalmente
por nTreg, que reconocen de manera especifica mediante el TCR a los antigenos

propios liberados del tejido dafiado; mientras que en infecciones cronicas como las
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causadas por CMV, Hepatitis B y C, VIH, el control de la inflamacion mediada por
los linfocitos T seria efectuada por los Treg inducidos (iTreg), los cuales son
especificos a los patdgenos, y estan restringidos (compartimentados) o son
atraidos al sitio de la infeccién en una manera dependiente de antigeno[59, 93,
216-218].

La compartimentacién de los Treg (dependiente de antigeno) podria explicar en
parte la persistencia y cronicidad de los microorganismos, debido a la inhibicién de
la funcién inmune especifica en sitios como el sistema nervioso central, ain en
presencia de inmunidad protectora a nivel sistémico, tal como ocurre con la
reactivacion de las infecciones por M. Tuberculosis o Toxoplasma gondii en el
SNC asociadas a SIDA[219].

Los microorganismos pueden facilitar la induccion de los Treg a través de la
presentacion de antigenos similares a los antigenos propios, estimulando de esta
forma la actividad de nTreg[59], asi como también manipular la presentacion
antigénica por las células dendriticas interfiriendo con la expresion de moléculas
coestimuladoras (CD80, CD86) y la produccion de citoquinas/quimioquinas
inflamatorias, favoreciendo la generacién o el reclutamiento de los Treg en el sitio
de la infeccion [220].

Existe evidencia in vivo e in Vitro de que los LTCD4" efectores convencionales
(CD25FoxP3’) se pueden diferenciar en iTreg cuando el receptor del linfocito T
(TCR) es estimulado suboptimamente por un antigeno, en presencia de TGF-§ e
IL-2[54]. Este seria el mecanismo principal por el cual se generan los iTreg
(FoxP3") especificos a patdgenos que causan infecciones cronicas con bajos
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niveles de antigenos como Hepatitis B y Toxoplasma gondii. Las infecciones
cronicas se desarrollan principalmente en sitios en los que existe una alta
produccion de TGF-B como son el tracto gastrointestinal, la piel, el ojo y el
cerebro[221]. ElI TGF-B es producido por las células infectadas o células que estan
en contacto con el patdgeno y ayudan a la induccién de FoxP3"y por ende a la
induccién de un fenotipo regulador. Se presume entonces que los iTreg expresan
la misma variabilidad clonal en el TCR (repertorio del TCR) que los LTCD4"
convencionales de los cuales se derivaron[222].

A diferencia de lo que ocurre con los iTreg, los nTreg se derivan del timo y son
producidos como resultado de la alta afinidad del TCR con la molécula MHC-II-
péptido propio; interaccion que requiere de otros estimulos externos tales como la
IL-2, CD80 y CD86, por lo cual estos linfocitos expresan constitutivamente la
cadena alfa del receptor de IL-2 (CD25). Aunque los nTreg también necesitan del
TGF-B para su generacion, se postula que a diferencia de los iTreg expresan el
factor de transcripcion Helios (miembro de la familia de genes Ikaros); el cual esta
restringido al linaje de los linfocitos T y esta implicado en el desarrollo timico y la
homeostasis de esta poblacion celular. Helios se expresa sélo en un procentaje de
Treg (70%) en tejido linfoide y no se expresa en los iTreg inducidos in vitro a partir
de LT (estimulacion del TCR y TGF-B), por lo tanto se considera un posible
marcador de los nTreg [223]. No se conoce exactamente la funcion de Helios en
los Treg, pero mutaciones en otros genes de la familia Ikaros estan implicados en

enfermedades linfoproliferativas y linfomas en modelos animales[224], o estan
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implicados en la transcripcion de FoxP3[221] sugiriendo que contribuyen a su
funcion inmunomoduladora.

Algunos cambios epigenéticos parecen ser importantes para la funcion reguladora
de los Treg y a la vez podrian diferenciar entre las dos poblaciones nTreg e iTreg.
Por ejemplo, la acetilacién-metilacién de histonas o la metilacién de residuos de
citosinas en dinucledtidos CpG en el locus del FoxP3, el cual esta completamente
metilado en los linfocitos T naive CD4'CD25", LT CD4" activados y en los iTreg
(inducidos con TGF-B) pero no en los nTreg. La demetilacion de los residuos CpG
€s necesaria para una expresion estable de FoxP3[225].

Los nTreg se caracterizan por la expresion constitutiva de marcadores que
incluyen, ademas del factor de transcripcion FoxP3 que es un componente critico
para su funcion, varias moléculas que tambien estan expresadas en linfocitos T
convencionales tales como GITR, CD134, CD27, CTLA-4, CD62L y TFG-B[226].
Incluso, marcadores inicialmente descritos como especificos de los nTreg (Helios)
pueden expresarse en los linfocitos T convencionales[227]. Por lo anterior, ha
sido muy dificil identificar y aislar Treg usando solamente marcadores celulares, y
tambien hacer una diferenciacion clara entre las dos poblaciones de linfocitos T
reguladores FoxP3" (nTreg e iTreg) basados en los andlisis fenotipicos.

Debido a la ausencia de un marcador fenotipico que diferencie definitivamente los
nTreg de los iTreg, aun existe controversia respecto a la participacién de estas
dos subpoblaciones de linfocitos en la respuesta inmune a las infecciones in vivo
en humanos. Diversas metodologias han sido desarrolladas con el animo de poder
diferenciar los nTreg de los iTreg, estas incluyen desde la determinaciéon por
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técnicas moleculares de factores de transcripcién directamente implicados en la
generacion de los Treg naturales, como el factor Helios anteriormente
mencionado, asi como la evaluacion de la metilacion del gen FoxP3[228], o el
analisis de la variabilidad clonal del TCR.

En este objetivo se propone la evaluacion de la diversidad clonal de las regiones
de la cadena B (VB) del TCR (repertorio V3 del TCR) de los Treg del LCR como un
posible indicador de su origen (inducible).

Varios estudios comparan la diversidad clonal de las regiones CDR3 de la cadena
variable B (VB)del TCR en los linfocitos TD4" convencionales y los Treg
FoxP3'[229-231], para determinar el origen de los Treg. Una interpretacion es que
un sobrelapamiento importante del repertorio del TCR entre estas poblaciones,
representa el origen inducible de los Treg (iTreg), debido a que estos linfocitos
posiblemente expresan la misma especificidad antigénica que los LTCD4"
convencionales de los cuales se originaron.

El andlisis por FACS usando anticuerpos monoclonales especificos para las
subfamilias de las regiones variables B del TCR (VB FCA) es una de las
metodologias mas frecuentemente utilizadas para la evaluacion de la variabilidad
o clonalidad del receptor del LT. La técnica VP FCA ademas de ser rapida, de bajo
costo y altamente reproducible, comparada con otras (PCR o tipificacion
espectral), brinda informacion cuantitativa de las familias de Vf utilizadas por las
poblaciones de LT para reconocer los antigenos[232-235]. Los anticuerpos
monoclonales disponibles cubren mas del 70% del total de las familias de V mas

frecuentes en el humano. La evaluacion de la diversidad clonal en estas
98



subpoblaciones de linfocitos ha demostrado que existe sobrelapamiento en el
repertorio del TCR (especificidades) de los Treg y los LTCD4" convencionales
especificos a patdgenos[229, 236-238]. Especificamente en algunas infecciones
cronicas, una mayor frecuencia de ciertas familias de Vp (patron de distribucién
clonal restringido) en los Treg y en los LT efectores patdogeno-especificos, sugiere
que los Treg que se acumulan en las infecciones cronicas son especificos a los
patdgenos y corresponderian a iTreg[59]. En la infeccion por VIH se producen
cambios en la frecuencia y magnitud del repertorio VB del TCR en los LTCD4" y
LTCD8"[239], los cuales revierten a los patrones normales esperados en sangre al
suprimir la replicacion del VIH con terapia antirretroviral, indicando que estas
clonas de linfocitos son inducidas y por lo tanto especificas a los antigenos del
virus[240].

Este estudio hipotetizd que al caracterizar la variabilidad de la region VB del TCR
(clonalidad del TCR) de los Treg infiltrantes del LCR en las infecciones
oportunistas del SNC en SIDA y compararla con la clonalidad de los LT
convencionales alli presentes podria sugerir su especificidad antigénica y ayudaria
a definir si se tratan iTreg o nTreg. Una diversidad restringida en la clonalidad Vf
del TCR (oligoclonal o menos diversa que en sangre) de los Treg del LCR con
sobrelapamiento en los LT CD4" convencionales del mismo compartimento, seria
altamente sugestivo de la migracion o expansion selectiva en el SNC de iTreg
inducidos especificamente por el patdgeno oportunista y/o el VIH. Mientras que

una diversidad mas amplia del repertorio de familias Vp del TCR en los Treg del
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LCR o muy diferente a su contraparte de LT CD4" convencionales sugeriria una
migracion inespecifica (bystander) de nTreg de tejido linfoide y/o sangre.

Este objetivo busco determinar la diversidad clonal o repertorio VB del TCR en los
Treg que se acumulan en el LCR en individuos con criptococosis meningea, con el
proposito de hacer una caracterizacion preliminar de su especificidad antigénica
que permita determinar si los Treg que se acumulan en el SNC (Objetivos 1y 2)
en las 10 en SIDA corresponden a iTreg especificos a las 10 y/o el VIH. Se
comparé la diversidad clonal del TCR entre las subpoblaciones celulares
infiltrantes en el LCR (Treg vs. LT CD4" convencionales) y la diversidad clonal del

TCR de los Treg entre compartimentos (LCR vs. Sangre).
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5.2 Metodologia

5.2.1 Pacientes y muestras:

Para la evaluacion de la variabilidad clonal VB del TCR en los Treg infiltrantes del
LCR se analizaron las muestras pareadas de LCR y sangre en 6 pacientes
VIH/SIDA con criptococosis meningea confirmada por tinta china y antigeno de
Cryptococcus neoformans positivo por la prueba de latex. Se seleccionaron casos
de CM por ser la 10 mas frecuente, con mayores niveles de los Treg en el LCR y
que requiere multiples PL como parte del tratamiento. Para garantizar la
recuperacion del mayor numero de linfocitos del LCR posible, todos los casos
incluidos tuvieron pleocitocis (conteo de linfocitos mayor a 40 células/uL) en el
examen citoquimico del LCR y la mayoria requiri6 mas de una puncion lumbar

evacuante como parte del tratamiento de hipertensién intra-craneana.

Aislamiento de Células Mononucleares de Sangre periférica (PBMC):

El aislamiento de los PBMC para caracterizar el TCR de los linfocitos de sangre
periférica por analisis de citometria de flujo (FACS), se realiz6 a partir de 10mL de
sangre completa anticoagulada con EDTA por gradiente de densidad estandar de
Ficoll-Hystopaque (Sigma, USA). El halo de células mononucleares fué lavado 2
veces con RPMI frio (4 - 8°C) por centrifugaciéon. Las células mononucleares
aisladas de acuerdo al procedimiento anterior fueron cuantificadas, resuspendidas
en el medio de congelamiento (5x10°células/ mL) consistente en RPMI 1640

completo (1% piruvato de sodio, 1% aminoacidos no esenciales, 1000UI
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gentamicina/streptomicina;[C-RPMI]) suplementado con 10% de DMSO y 50% de
suero fetal bovino (SFB) vy criopreservadas en nitrégeno liquido hasta el momento
de la tincion.

Aislamiento de células mononucleares infiltrantes del liquido
cefalorraquideo:

Inmediatamente después de la puncién lumbar (PL) de diagndstico y/o PL
evacuante, en un lapso de tiempo inferior a 45 minutos, se centrifugaron
aproximadamente entre 20 y 30 mL de LCR durante 10 minutos a 1500 rpmy a
4°C. El botén celular se resuspendi6 y lavo dos veces por centrifugacion con 10mL
de PBS para remover el exceso de proteinas u otras sustancias provenientes del
sobrenadante del LCR. Las células del LCR fueron cuantificadas en camara de
Neubauer, después resuspendidas en un medio de congelamiento conteniendo
90% de SFB y 10% de DMSO, preservadas por 48 horas -80°C y finalmente
criopreservadas en nitrogeno liquido. De acuerdo a experimentos previos este
protocolo de criopreservacion garantizé una viabilidad celular del 90% al 100%
en las células mononucleares del LCR despues de la descongelacion.

El descongelamiento de las células criopreservadas de LCR y PBMC para
posterior tincién y analisis por citometria de flujo se realizé con técnica estandar.
En resumen, los crioviales se colocaron en un bafio maria (temperatura 37°) por
pocos segundos, antes de su completo descongelamiento se adicion6 1 mL de
SFB frio, 10 ml de medio C-RPMI por 10 minutos a 420g, se realizo cuantificacion
celular en camara de Neubauer y determinacion de la viabilidad por inclusion del
colorante azul de Tripan.
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5.2.2 Evaluacion de la diversidad clonal de las regiones variable B (VB) del

receptor del linfocito T (TCR) por tincion y analisis de citometria de flujo (VB

FACS):

La fenotipificacién de las subpoblaciones celulares (LT o Treg) se realizé por
tincion de las moléculas CD4 y CD3 en la superficie celular, vy la tincidén
intracelular de la molécula FoxP3, con anticuerpos monoclonales especificos
marcados con fluorocromos. Los LT CD4" convencionales se identificaron por la
positividad con un anticuerpo anti-CD4 marcado con PerCP (Beckton Dickinson,
USA), pero que fueron negativos para la tincion intracelular FoxP3 (CD4 FoxP3)
con un anticuerpo anti-FoxP3 marcado con APC (eBioesciences, USA). Los Treg
se caracterizaron como LT CD4" que expresaron FoxP3 intracelularmente
(CD4'FoxP3%). Para la tincion de las regiones variables VB del TCR en los LT
CD4" o Treg se utilizd el estuche comercial 10testBetaMark® (BeckmanCoulter,
Marsella, Francia), el cual consiste de 24 anticuerpos monoclonales anti V[
dispuestos en 8 sets (A-H). Cada set contiene 3 anticuerpos especificos para tres
familias VP diferentes, dos de ellos marcados con isotiocianato de fluoresceina
(FITC) o con ficoeritrina (PE) y el tercero doblemente marcado con FITC y PE
(FITC-PE). El estuche detecta las 24 familias de VB abarcando mas del 70% del
total del “repertoire” o clonalidad de los TCR en los LTCD4" y LTCD8" de los
humanos.

Las tinciones se realizaron de acuerdo a los protocolos estandar de los
fabricantes. En resumen, después de descongelamiento de las células del LCR o

PBMC, se dividieron en alicuotas en 10 tubos para los analisis de citometria de
103



flujo, asi: un (1) control sin tefiir, un (1) control tefiido solo con anti-CD3 y anti-
FoxP3 y ocho (8) tubos (A-H) cada uno tefiido con uno de los sets de 3

anticuerpos para detectar las familias de regiones Vf (Tabla 6).

Tabla 6. Composicion del Kit para analisis FACS del TCR VB.

Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo
A B C D E F G H
FITC Vg 3 VB16 VB 20 Vp 8 VB12  Vp213 VB 14 Vg 7.2
PE Vg 5.3 Vg9 VB18  Vp131  Vp52 Vg 23 V11 VB 13.2
FITC+PE VB71  VB17  VB51  VB136 VB2 VB 1 Vp 22 VB4
APC Foxp3 Foxp3 Foxp3 Foxp3 Foxp3 Foxp3  Foxp3  Foxp3

Para la tincion de las moléculas de superficie los PBMC o las células aisladas del
LCR se incubaron por 30 minutos a 4°C en la oscuridad con los anticuerpos contra
antigenos de superficie anti-CD4 y anti-Vp, se lavaron 2 veces con buffer de
tincion (PBS 1% de BSA) y luego se procedio a realizar la tincion intracelular para
FoxP3. Con ese propdsito primero se permeabilizaron las células con solucion de
Fijacion y Permeabilizacion (Fixation/Permeabilization- eBioesciences) por 30
minutos a 4°C, posteriormente se incubd con el anticuerpo anti-FoxP3 APC y se
lavd 2 veces con 2mL de buffer de permeabilizacion, para finalmente
resuspenderlas en buffer de tincidn hasta el momento de la adquisicion en el

citométro de flujo.
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Las células tefidas fueron adquiridas en un Citbmetro FACS Calibur
(BectonDickinson). Las sefiales de “forward scatter” (FSC) y “side scatter “(SSC)
se usaron para seleccionar células viables en la region de los linfocitos. Se
adquirieron al menos 5x10? eventos CD4'FoxP3" por muestra para garantizar un
numero representativo de las familias de VB en los Treg (CD4'FoxP3"). Los
parametros y puntos de corte se modificaron en el analisis de acuerdo a la
muestra sin tefir. Se utilizé la nomenclatura Wei para clasificar los V del TCR
[241], esta clasificacion se fundamenta en la identificacion inicial de 63 segmentos
de genes de TCRVB (52 de los cuales son funcionales) permitiendo establecer
familias de VB.En la Figura 9 se presenta un ejemplo representativo de la
adquisicion y estrategia de andlisis en un panel de 3 VBs (Tubo A) en las
subpoblaciones del LCR y sangre.

Los datos se expresaron como porcentaje de linfocitos positivos para cada una de
las 24 familias VB del TCR y se graficaron en clonogramas (histogramas
discriminados por las 24 familias de Vp, cada una de ellas representando una
clona de LT expresando un unico TCR). Los clonogramas muestran la
distribucion de la frecuencia de cada familia VB en las dos subpoblaciones
celulares (LTCD4" convencional o Treg), indicativo de la variabilidad VB del TCR o
repertorio del TCR. En los clonogramas se grafico en el eje “X” las familias de Vs
(24 familias) y en el eje “Y” se presento el porcentaje de cada familia. Se compar6
la similitud entre los clonogramas de los Treg y los LTCD4" en el LCR en cada
paciente para determinar si existia una especificidad antigénica compartida (alto

porcentaje de sobrelapamiento en la clonalidad del TCR) entre estas dos
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Figura 9: Ejemplo representativo de la estrategia de analisis de los VB del TCR en los linfocitos T del LCR y
sangre en un ejemplo representativo de un paciente con Criptococosis meningea (N146). Estrategia de seleccion
de la region los linfocitos viables y frecuencias de las poblaciones de LTCD4" convencionales, Treg y LTCD8 en LCR (A)
y en sangre (C). Frecuencia de expresion de los 3 VB presentes en el Tubo A del TCR V3 Repertoire Kit y su expresion
en LCR (B) y en sangre (D) en las diferentes poblaciones de linfocitarias.
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subpoblaciones celulares, en el sitio de la patologia. Ademas se compararon las
frecuencias de expresion de las familias de VB en los Treg, LTCD4"
convencionales del LCR y sangre periférica en el mismo individuo, para
determinar si existia una expansion o reclutamiento preferencial en el SNC de
alguna clona de esta subpoblaciones de LT que pudiera relacionarse con la

infeccidn oportunista.

5.2.3 Plan de Analisis:

Para determinar los cambios en la distribucién de los VB de los TCR en el
repertorio de los linfocitos T CD4" convencionales (LTCD4'FoxP3) y los Treg
(LTCD4 FoxP3") del LCR se compararon las proporciones de familias VB entre las
subpoblaciones. Se consideraron cambios significativos en el repertorio VB del
TCR cuando:

Estrategia 1) La proporcion de una familia VB excedia la media en dos
desviaciones estandar (mediat2DS) al compararlas con el rango normal o
frecuencia esperada en personas sanas (Quick Reference Card — Beckman
Coulter) y/o Estrategia ll) Las proporciones de una misma subpoblacion celular
entre compartimentos (LCR Vs sangre) o entre las diferentes subpoblaciones
celulares (LTCD4" Vs Treg) en un mismo compartimento tuvieron una razén de
cambio mayor o igual al doble (2X) es decir un incremento superior al 100%. Para
las familias VB expresadas en bajo porcentaje (menor al 2%) de acuerdo a la

frecuencia esperada en los LT CD4" en sujetos sanos (Quick Reference Card —

107



Beckman Coulter), s6lo se consideraron significativas las razones de cambio
mayor a cuatro veces (4X) acorde con lo realizado en otros estudios[240]. Las

familias VB de baja frecuencia en LT CD4" son:

VPB5.2, VB5.3, VB7.1, V7.2, VB11, VB13.6, VB16, VB18 y VB23.
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5.3 Resultados

Se caracterizé repertorio VB TCR en las subpoblaciones linfocitarias CD4"
infiltrantes del LCR en seis (6) pacientes VIH/SIDA con criptococosis meningea de
primera vez, y se comparo la diversidad del repertorio VB TCR entre los Treg
(CD4'FoxP3") y los linfocitos T CD4" clasicos (CD4'FoxP3) para evaluar el
sobrelapamiento en el uso de las familias V3, como indicador del origen inducido
de estos Treg a partir de los LTCD4". La diversidad clonal del TCR se evalu6 por
FACS con un panel de 24 anticuerpos monoclonales, los cuales cubren
aproximadamente un 70% del repertorio VB del TCR humano normal. En la Figura
10 se muestra un ejemplo representativo de la estrategia del analisis FACS para 3
de las familias VB en las dos subpoblaciones de linfocitos. En el ANEXO V se
reportan los datos crudos de las frecuencias de las familias VB en los seis

pacientes del estudio.

La frecuencia de expresion de algunas familias VB en CM varia respecto a la
esperada en la sangre en una poblacidon sana.

La clonalidad VP del TCR en los Treg y LTCD4" convencionales del LCR y sangre
periférica de los casos de CM se comparo inicialmente con la frecuencia esperada
de las familias VB en los LTCD4" en una poblacién de referencia sana reportada
en la literatura. Se consider6 como significativa una frecuencia mayor a la media
mas 2 desviaciones estandar (media’2DS). Los rangos de referencia utilizados
fueron los definidos en la metodologia (Beckman Coulter “Quick Reference Card”)

debido a que no se encontraron en la literatura datos de la frecuencia de los V3 en
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Figura 10. Frecuencia de expresion de los TCR VB en los Treg del LCR
(paneles superiores A-H) y PBMC (paneles inferiores A-H).

los Treg de adultos sanos (ni se realizé en este estudio), o en los LT del escaso

infiltrado que se reporta presente en el LCR de individuos sanos normales. La

primera observacion, es que las dos subpoblaciones de LT CD4" (convencionales

y Treg) infiltrantes del LCR usan en su repertorio TCR las 24 familias V3 mas
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frecuentes del repertorio TCR en humanos sanos alrededor del mundo y por lo
tanto es valido usar esta estrategia para caracterizar el repertorio en los pacientes
del estudio. Otro resultado importante fué que a nivel neuroldgico los LTCD4"
clasicos y los Treg tuvieron un incremento significativo en la frecuencia de uso de
algunos TCR, al menos una familia VB por paciente Figura 11, con variabilidad
inter-paciente, comparado con su frecuencia esperada en sangre. Incluso en las
familias VB de mas baja representatividad en sangre de personas sanas (menor al
2%) hubo aumento significante en su frecuencia en los LT CD4" clasicos
(VB5.3, VB13.6) vy los Treg del LCR (VB5.2,VB5.3, VR7.1,VB11, VB13.6) en la
coinfecciéon VIH-CM. Estos cambios en la frecuencia de uso del repertorio TCR en
los linfocitos del foco inflamatorio podrian atribuirse al proceso de infeccion
oportunista, que induce el reclutamiento o la expansion de estas clonas
preferentemente en el SNC.

Consistente con los resultados en el LCR, en sangre periférica también fué comun
en todos los pacientes el aumento en la frecuencia de algunos clonos de Treg y
LTCD4" convencionales comparado con lo esperado en sujetos sanos.  Por
ejemplo, las clonas de LT CD4" clasicos con TCR VP11 (casos N146, N147,
N163) o VB13.6 (pacientes N137, N147, N163) y la clonas de Treg con TCR V318
(pacientes N146, N160, N162), incrementaron significativamente. EI aumento
significativo de la frecuencia de LTCD4" con ciertos TCR en el LCR y sangre en
casi todos los casos comparado con lo esperado en sujetos sanos, sugiere
probablemente la expansién especifica a antigenos del VIH-1 en sangre o a la

coinfeccion VIH/criptococo en el SNC. Sin embargo, debido a que este estudio no
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evalud los linfocitos en sangre de sujetos sanos del mismo background genético
gue los pacientes o los de pacientes control VIH/SIDA sin la IO neuroldgica, los

resultados tienen limitaciones en su interpretacion.
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Figura 11: Frecuencia de expresion de las familias VB en los LTCD4" (A) y en
los Treg (B) del liquido cefalorraquideo de 6 pacientes con criptococosis
meningea. Las cajas representan la media + 2DS en las familias V3 en LTCD4"
en sangre periférica en sujetos sanos de referencia (IOTest Beta Mark PN
IM3497—Quick Reference Card).
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Algunas clonas (familias VB TCR) de LTCD4" convencionales se concentran
de forma preferencial en el LCR.

Para determinar si la frecuencia en el uso de las familias V3 en el repertorio TCR
de las subpoblaciones linfocitarias en el LCR es un reflejo del proceso patogénico
ocurriendo a nivel del SNC, se comparé el repertorio VB TCR en los linfocitos
acumulados en el LCR vs su contraparte en sangre.

Se estimaron las proporciones de uso de cada familia VB en las poblaciones
linfocitarias y se graficaron en forma de clonogramas (Figuras 12 y 13). Al
comparar la diversidad clonal del TCR en los LTCD4" convencionales
(CD4'FoxP3) en el LCR vs su contraparte en sangre se observé sobreexpresion
de algunas familias V3 con una variabilidad inter-paciente (Figura 12 y Tabla 7).
Especificamente, en el LCR se encontré una expansion significativa de las clonas
de linfocitos con TCR VB22 en cuatro casos (N146, N147, N160 y 162), TCR V34
en tres casos (N137, N146 y N160) y TCR V(5.1 en dos casos (N162 y N163).
Esas mismas tres familias del TCR (VB22, VB5.1, VB4) aumentaron en frecuencia
en el LCR de los demas casos aunque el cambio no alcanzé al doble de su
expresion en los linfocitos de la sangre. Otras familias V[ tambien estuvieron
draméaticamente sobreexpresadas (200% o mas) en los linfocitos T CD4" del LCR
en relacion a su contraparte en sangre, con variabilidad entre pacientes. Varias
familias VB estuvieron representadas con la misma frecuencia en los linfocitos T
CD4" en los dos compartimentos (LCR vs sangre). A diferencia de los hallazgos
en el LCR, muy pocas clonas de LTCD4" se expresaron preferencialmente en la

sangre sobre su frecuencia en el LCR (Figura 12y Tabla 7).
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En resumen, la expansion preferencial de ciertos clonotipos del VB en los LT CD4"

a nivel del sistema nervioso en todos los casos de criptococosis meningea es

indicativa de su relacion especifica con el proceso patogénico oportunista y no de

una migracion bystandar o inespecifca desde la sangre. La coincidencia en la

expansion de tres clonas de LTCD4" (VB22, VB5.1, VB4) en el sitio de la infeccion

oportunista en casi todos los casos, sugiere que probablemente son especificos a

antigenos del Cryptococcus neofomans.
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Figura 12. Clonogramas de la variabilidad del TCR en los LTCDA4
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(barras rojas). En el eje

y

se grafica el porcentaje (del total de LT CD4") de cada
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familia de VB en el eje “x”. Los asteriscos indican diferencias significativas de los
VB entre los dos tejidos.

Tabla 7. Variabilidad clonal del TCR VB en los linfocitos T CD4"
convencionales (CD4"FoxP3-) infiltrantes del LCR (LTCD4" LCR) o en PBMC
(LTCD4" sangre).

Expansion clonal LT CD4" en el LCR Expansion clonal LTCD4"en sangre
(% incremento LCR Vs sangre) (% incremento sangre Vs LCR)
VB4 (352%), VB9 (100%), Vp13.2 0
N137 (303%) VB13.6 (353%)
N146 V4 (594%), VP22 (144%) VB9 (112%), V11 (340%)
N147 Vp21.3 (338%), VP22 (4890%) Sin cambio
V1 (106%), VB4 (536%), V7.1
N1 125%
00 | (356%), VB13.2 (123%), Vp22 (435%) VB3 (125%)
N162 VB5.1 (274%), VP22 (937%) VB9 (104%), V23 (500%)
VB1 (177%), VB5.1 (155%), V20 . .
N163 (187%) Sin cambio

La proporcion de incremento de cada una de las familias de VP se obtuvo de la relacion entre la
frecuencia de expresion de cada VB en LCR y sangre o viceversa, multiplicada por 100.
Los datos corresponden a los cambios significativos (igual o mayor al 100%).

Los Treg FoxP3" acumulados en el LCR en criptococosis meningea
comparten el mismo VB TCR de clonas de LTCD4" convencionales expadidas
a nivel neurolégico.

Para determinar si el repertorio VB TCR de los Treg acumulados en el LCR en las
criptococosis meningea asociadas a SIDA se sobrelapa con el de los LTCD4"
convencionales infiltrantes, se comparé la diversidad clonal TCR de ambas
poblaciones celulares. Se encontraron similares frecuencias de los V3 TCR de los

Treg del LCR con los clonotipos VB de los LTCD4" clasicos que habian sido

asociados con el proceso patogénico en el SNC, por su sobreexpresion en el LCR

115



(Tabla 7 Vs Tabla 8 y Figura 13). Especificamente, en el caso N137 las tres
familias VB TCR (VB4, VB9 y VB13.2) o en N146 uno de los dos VB TCR (VB4) o
en N147 los dos TCR (VB4 y VB22) o en N160 dos de cinco TCR (VB1y V[B13.2)
0 en N162 uno de los dos TCR (VB5.1) o en N163 los tres TCR (VB1, VB5.1,
VB20) con sobreexpresion en los LTCD4" del LCR, estuvieron representados con
la misma frecuencia en los Treg cerebrales. El VB22 fué el unico de los tres TCR
mas comunmente representados en los LTCD4" convencionales del LCR (VpB4,
VB5.1 VB22) que no fué usado con la misma frecuencia en los Treg del mismo
compartimento. En general no se encontraron mayores diferencias en los
clonogramas de las dos subpoblaciones en el LCR, con excepcion del uso
preferencial de unas pocas familias V3 en los TCR de los Treg sobre su frecuencia
en los LT CD4" en tres pacientes o viceversa en otros tres pacientes (Figura 13 y

Tabla 8).
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Tabla 8. Expansién clonal de los Treg o LT CD4" en el LCR.

Liquido Cefalorraquideo LCR

Razon Treg/ LTCD4" conv
(%incremento de Treg)

Razén LTCD4" conv/Treg
(Yincremento de LT CD4")

N137 Sin cambio VP23 (285%)

N146 Sin cambio V22 (108%)

147 VPB5.2 (310%), VB13.2 (809%) VP11 (330%), V20 (104%)
N160 VBI1 (321%) VB4 (466%), ?;%7102 )(894%), VB22
16 VBI (203%), VB21.3 (174%) VB3 (135%), (‘1’5'3307/0 5187%)’ VB22
N163 VB17 (133%) VB21.3 (213%)

La proporcion de incremento de cada una de las familias de VB se obtuvo de la relacion entre la
frecuencia de expresion de los VB en Treg y LTCD4" o viceversa, multiplicada por 100.
Los datos corresponden a los cambios significativos (igual o mayor al 100%).

En resumen, existe un alto nivel de sobrelapamiento en los V3 TCR de mayor uso

en los LTCD4 clasicos con los Treg FoxP3" infiltrantes en el foco de la patologia,

indicativo del origen inducido (iTreg) de al menos una fraccién de los Treg que se

acumulan en el SNC en las criptococosis meningea.
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LCR (barras
azules) y LTCD4" del LCR (barras rojas). Los asteriscos sobre cada barra

indican los cambios significativos en la frecuencia de los Vp entre las dos

subpoblaciones.

gue tambien son mas

observé una acumulacion significativa a nivel neuroldgico de los Treg con los TCR
(caso N146) y TCR VB22 (caso N160),

El repertorio TCR VB de los Treg en LCR es similar al de la sangre periférica.

Los clonogramas VB TCR de los Treg del LCR y sangre fueron similares en los
cuatro pacientes en que fue posible evaluar los Treg de sangre. Sin embargo, se
frecuentemente usados por los LT CD4" convencionales a nivel neurologico.

(Figura 14).
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Figura 14: Clonograma de las familias VB del TCR en los Treg de LCR (barras
azules) y Treg de Sangre (barras rojas) en casos de Criptococosis meningea.

“y 9

En el eje “y” se expresan los porcentajes (del total de LT CD4'FoxP3") de cada
familia V3 en el eje “X".
En resumen, los resultados de este estudio muestran una similitud en la

especificidad antigénica, basado en el repertorio VB del TCR, entre clonas de los
Treg y los LTCD4" clasicos expandidos significativamente en frecuencia en el
SNC, foco de la coinfeccion oportunista VIH-Criptococcus neoformans. Por
consiguiente, al menos una proporcion de los Treg FoxP3" acumulados en el SNC
de las criptococosis meningeas (LCR o tejido cerebral) debe corresponder a iTreg

originados de los LT CD4" convencionales.
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5.4 Discusién

El hallazgo mas importante de este estudio fue el sobrelapamiento en la
especificidad antigénica (segun repertorio VB del TCR) entre los Treg y LT CD4"
que se expandieron en el LCR de las criptococosis meningeas. Estos resultados
sugieren que al menos una fraccion de los Treg FoxP3 acumulados en el LCR
(objetivo 1) o en el tejido cerebral (objetivo 2) en criptococosis meningea asociada
a SIDA corresponden a iTreg originados de los LT CD4" efectores. Esta
conclusion se soporta en que los LT CD4" convencionales y los Treg a nivel
neurolégico tuvieron una expansion clonal preferencial (VB4, V22, VB5.1) que
fue comun en todos los pacientes, sugestivo de su especificidad al criptococo o al
VIH. Sin embargo, también es posible, basados en la similitud de los clonogramas
VB del TCR de los Treg del LCR y sangre, que haya una migracion bystandar de
los nTreg desde sangre y organos linfoides en VIH/SIDA al SNC. La hipétesis
plausible con los resultados de este estudio es que la poblacién de los Treg que
infiltran el SNC en las criptococosis meningeas es una poblaciéon mixta que incluye
los iTreg expandidos a partir de LTCD4" especificos.

En la comparacion entre la diversidad clonal del TCR Vp de los Treg en LCR y la
sangre, no se encontraron diferencias significativas. Estos resultados soportarian
la hipétesis de una migracion de nTreg junto con iTreg (diferenciados en tejido
linfoide) al SNC, inducida por los cambios inflamatorios (quimioquinas) y
concentraciéon de antigeno, mas que la generacion intratecal de los Treg a partir
de LTCD4" convencionales. La activacion de la respuesta inmune mediada por

linfocitos especificos a las 10 en el SNC (en este caso C. neoformans), debe
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ocurrir también en los organos linfoides periféricos por la incapacidad del tejido
cerebral para activar inmunolégicamente (o hacer priming) a los LT[242] y
consistente con la anterior afirmacion la mayoria de pacientes con criptococosis
meningea presenta simultaneamente infeccién diseminada por C. neoformans
demostrada por antigenemia en sangre periférica[243, 244]. La similitud de los
clonogramas de V3 entre los Treg y los LTCD4 convencionales en el foco de la
patologia oportunista (especificamente la acumulacion de algunas clonas en el
LCR) sugiere que estas dos subpoblaciones comparten especificidad antigénica y
los Treg acumulados en el LCR corresponderian a Treg inducidos (iTreg) en

periferia que migran al SNC.

Se encontraron diferencias en la frecuencia de algunas clonas de las dos
subpoblaciones linfocitarias CD4"  (Treg y convencionales) de la misma
especificidad antigénica en el LCR. Por ejemplo, los Treg con TCR V5.2 o TCR
VB13.2 estuvieron representados con mayor frecuencia que los LT CD4"
convencionales de la misma especificidad TCR en el caso N147 (Tabla 8 y Figura
13). De manera opuesta, en el mismo paciente los LT CD4" con especificidad
TCR VB11 o0 TCR VB20 se acumularon mas que su contraparte de los Treg. El
incremento de las clonas de los Treg sobre los LT CD4" convencionales de su
misma especificidad en el LCR podria explicarse por un reclutamiento especifico
de los Treg, desde el tejido linfoide o sangre, mediado a través de las
quimioquinas en el tejido cerebral y sus receptores diferencialmente expresados
por los Treg [63, 245-247]. Sin embargo, estas diferencias tambien podrian

deberse a que estas clonas de Treg sobrexpresadas en el SNC correspondan a
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nTreg reclutados al cerebro independientemente de antigeno. Los nTreg son el
subtipo de estas células mas frecuentemente encontrados en la sangre y tejido
linfoide de los individuos VIH" [248][249]. De acuerdo a este raciocinio, la
poblacién de los Treg acumulados en el LCR probablemente sea una poblacion

mixta de iTreg y nTreg.

A la inversa, la mayor frecuencia de algunas clonas de LT CD4" sobre los Treg de
la misma especificidad (TCR) en el LCR podrian explicarse por la gran plasticidad
inherente a los iTreg, revirtiendo su fenotipo regulador al de linfocitos T

convencionales de acuerdo al microambiente de citocinas [167] en el SNC.

Algunas familias TCR VP de los LTCD4" convencionales o Treg tuvieron una
expresion preferencial en el LCR, foco de la infeccién oportunista, comparado con
su contraparte en sangre o con los valores esperados en poblacion sana,
sugiriendo (VB22, VB4) que probablemente corresponden a clonas de LT
especificas a antigenos de Criptococcus neoformans. Sin embargo, podrian
tratarse tambien de linfocitos especificos al VIH reactivado en el SNC. La
infeccion por VIH induce cambios o “perturbaciones” en el repertorio TCR de los
LTCD4" que se relacionan con los diferentes estadios de la infeccién, asi como
con la carga viral plasmatica[250]; estas alteraciones del repertorio se normalizan
tras la reconstitucion inmune y control de la replicacién viral que sigue a la terapia
antiretroviral (TARGA)[240], sugiriendo que corresponden a LT especificos al
virus. En el caso particular del estudio, por tratarse de pacientes con la coinfeccion

VIH y C. neoformans no es posible definir la especificidad antigénica de los clonos
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de LT CD4 (FoxP3" o FoxP3) expandidos en el LCR, puesto que los dos
antigenos (el del hongo y el VIH) se encuentran sobre-expresados, demostrado
por una elevada carga viral VIH-1 y la carga antigénica de C. neoformans.
Tampoco hay reportes en el repertorio TCR V3 en personas con criptococosis, que
permitan concluir que las clonas de linfocitos T CD4" expandidas en el LCR en los

casos evaluados por este estudio son especificas al C. neoformans

La mayor evidencia disponible de respuestas oligoclonales o incluso monoclonales
de LT se encuentran en los trastornos linfoproliferativos, en estos se evidencia una
clonalidad focalizada o restringida a una determinada familia de VB en las células
neoplasicas comparada con las no neoplasicas (14). El analisis del repertorio TCR
VB ha mostrado ser un método sensible para la deteccién de la clonalidad de los
LT en el LCR de individuos con neoplasias de linfocitos T[251, 252], este objetivo
demuetra la viabilidad de la deteccién del repertorio de VB por FACS de las
familias de V3 de los LT en el LCR, sin embargo no se logré6 demostrar expansion
oligoclonal de LT en el SNC, como se ha demostrado en el LCR de personas con
esclerosis multiple [253-256] que es el escenario inflamatorio en el SNC (no
neoplasico) mas ampliamente estudiado con respecto analisis del repertorio de
VB. En este estudio las respuestas a C. neoformans en general (repertorio TCR
VB) son muy similares entre el LCR y la sangre, con excepcion de unas pocas
clonas que se expandieron preferencialmente en el SNC y que probablemente
corresponden a linfocitos especificos de CM.

Los resultados permiten especular que probablemente los Treg migren como parte

de la respuesta inflamatoria al SNC y que su expansion ocurre a nivel periférico, lo
123



cual se traduce en la representaciéon homogénea de las familias de V3 en los dos
compartimentos (LCR y sangre). Es necesario explorar si las caracteristicas
inflamatorias del LCR (quimioquinas por ejemplo) sean un factor fundamental en la
mayor concentracion de Treg en el LCR. Es importante resaltar que estos
hallazgos corresponden especificamente a la infeccion por Cryptococcus y no es
posible extrapolar los hallazgos al resto de infecciones oportunistas en VIH puesto
gue la respuesta inmune es patdgeno especifica y esta direccionada por factores
como las mannoproteinas, la presencia una capsula rica en polisacaridos y el
reconocimiento por un tipo especifico de receptores tipo Toll que contribuyen a la
produccion de ciertas citoquinas y quimioquinas implicadas en la migracién de los
Treg[257]. En este sentido, se ha propuesto que los iTreg son una poblacién muy
heterogénea de células que pueden suprimir distintas clases de respuestas
inmunes (Th1l o Th2 o Th17) dependiendo de la instruccion del microambiente de
citoquinas en el tejido, el cual es especifico para cada patégeno [63, 167, 258]. Por
ejemplo, si los Treg FoxP3" son inducidos en el tejido a expresar el factor de
transcripcion T-bet pueden controlar las respuestas inmunes tipo Thl ; pero si son
inducidos a expresar GATAS e IRF4 suprimiran las respuestas tipo Th2 o
respuestas Th17 en el caso de los Treg FoxP3™ STAT3". Por lo tanto, en el SNC
diferentes tipos de Treg estarian regulando la respuesta inmune inducida a cada

patdgeno oportunista en el SNC.

Los hallazgos encontrados en este estudio presentan un sesgo de seleccion, que
debe tenerse en cuenta para la interpretacion de los datos. Se seleccionaron

pacientes que presentaban infecciébn oportunista por Cryptococcus neoformans,
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por tratarse de la infeccione méas frecuente en pacientes VIH/SIDA y por la
facilidad de poder realizar multiples punciones lumbares para extraer el LCR, sin
afectar la vida del paciente ni el manejo integral; este procedimiento hace parte del
tratamiento estandar al contribuir a la disminucion de la presién intracraneal, que
es una de las metas principales en el tratamiento[259] Ademas se seleccionaron
los casos de CM con pleocitosis (conteo linfocitario en LCR>40 células por
microlitro) por que era necesario contar con un gran namero de células para los
procedimientos de tincién celular y determinacion del repertorio del TCR, los
pacientes con pleocitosis de mayor magnitud, hacen parte de un grupo de las
criptococosis meningea, los cuales se ha reportado que tienen mejor prondéstico y
una mejor respuesta frente al tratamiento[260, 261]. Por lo tanto, estos resultados
en el repertorio del TCR en los Treg acumulados en el SNC probablemente solo

sean extrapolables a un grupo de las criptococosis meningeas asociadas a SIDA.
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6. OBJETIVO ESPECIFICO 4:

Evaluar la actividad supresora de los Treg, aislados del LCR en meningitis

criptococcica, sobre la proliferacion in vitro de los linfocitos T.

6.1 Raciocinio y Justificaciéon

La demostracion de la funcién inmunoldgica supresora es fundamental para una
correcta identificacion de los linfocitos T reguladores (Treg), debido a que la
caracterizacion fenotipica basada en la expresion de marcadores celulares tiene
limitaciones. Los Treg (CD4"CD25FoxP3") se identifican y clasifican de acuerdo a
la expresién de marcadores fenotipicos como son la expresiéon de CD4, CD25,
FoxP3, CTLA-4, CD39 y/o la ausencia de CD127. Sin embargo la limitante de
esta caracterizacion es que estos marcadores inmunologicos no son exclusivos
para los Treg[57] y su expresion esta regulada por el microambiente inflamatorio
en el que se encuentran. En las infecciones virales cronicas persistentes, como el
VIH, los Treg activados pueden perder la expresion de CD25 (fenotipo CD4*CD25
FoxP3") conservando la funcién supresora[100, 102] pero ademas el 10% de los
LTCD4" convencionales y el 1% de los LTCD8" de sangre periférica sin funciones
inmureguladoras también expresan CD25 [262]. Por otra parte se ha encontrado
gue aunque el marcador FoxP3 es esencial en la generacién y funcién de los
Treg[263, 264], este podria ser inducido en circunstancias especiales en los
LTCD4" convencionales, sin conferirle a estas células una funcion supresora[265].
En conclusién, aunque los Treg identificados en el SNC de los pacientes con 10

asociadas a VIH/SIDA (Objetivos 1, 2 y 3), tienen un fenotipo de linfocito T
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regulador basado en la expresion de los marcadores clasicos (CD25 FoxP3"), este
no predice completamente la funcion inmunomoduladora que pueden tener in vivo.
Los ensayos funcionales in vitro, (principalmente la inhibicion de la
linfoproliferacion) han permitido establecer una correlacion entre el fenotipo celular
de los Treg y la funcion supresora de estas células, asi como entender mejor los
mecanismos de inmunoregulacion de los Treg en diferentes modelos de
enfermedad. Los linfocitos T reguladores utilizan diversos mecanismos para
modular la respuesta inmune, estos incluyen la supresion a través de la molécula
CTLA-4 mediante la cual transmite sefiales inhibitorias en las células dendriticas o
los linfocitos T efectores; o a través de la secrecion de TGF-B , IL-10 y otras
citoquinas que pueden suprimir la activacién de los LT efectores y modificar la
funcion de las células presentadoras de antigeno[266]. El efecto regulador de los
Treg en las células dendriticas incluye la inhibicion de la maduracién celulary la
expresion de CD80/CD86 o la activacion de la enzima 2-3, indolamin
desoxygenasa (IDO). Otra molécula que contribuye en la funcién reguladora de
los nTreg es CD83, la cual actia en la supresion los LT dependiente de contacto.
Por ultimo, los Treg pueden inducir apoptosis de los linfocitos T efectores, en
especial de los LTCDS8" citoliticos por la via granzima/perforina de los nTreg a[267]
y mediante Fas-FasL en los iTreg [268].

La capacidad supresora de los Treg en VIH/SIDA tradicionalmente se ha evaluado
a través de la inhibicibn de la proliferacion in Vitro de los linfocitos T
convencionales de sangre periférica[269], en respuesta a estimulacion policlonal o

antigeno especifica. La evaluacion in Vitro de la actividad inhibitoria de los Treg
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aislados del LCR sobre la proliferacién de los LT seria por lo tanto una manera
adecuada y novedosa de anticipar su capacidad inmureguladora in Vivo. La
técnica de inhibicién de la linfoproliferacion mediada por los Treg, se basa en un
ensayo en gue se cocultivan Treg en concentraciones variables, con un namero
constante de linfocitos T respondedores depletados de los Treg. Los linfocitos
respondedores son estimulados a proliferar con mitdgenos (estimulo inespecificos)
o con los antigenos de interés (estimulo especifico) para demostrar la actividad
supresora de los Treg en el cocultivo sobre la proliferacion linfocitaria. La
demostracion de la inhibicion o regulacion de los mecanismos efectores
inmunoldgicos en los linfocitos T de pacientes con NeuroSIDA, por parte de los
Treg provenientes del foco de la patologia, contribuiria a definir mejor su papel en
la neuroinmunopatogénesis de las 10 asociadas al VIH/SIDA.

Los ensayos de evaluacion de la proliferacion de linfocitos T incluyen varias
metodologias, las mas comunes son la incorporacion de timidina tritiada (3H-
TdR)[270] y la dilucion de del fluorocromogeno carboxi-fluorescein diacetato
succinimidil ester (CFSE) en las células respondedoras[271]. En la tincién con
CSFE se evalta (por FACS) la disminucién de la fluorescencia con respecto a las
células parentales, debida a proliferacion y se puede calcular el nimero de
generaciones celulares[272]. Cada una de las técnicas tiene sus ventajas y
desventajas; por ejemplo los ensayos de incorporacion de 3H-TdR tienen una alta
sensibilidad para detectar proliferacion celular con un bajo numero de células
(5x10%), mientras las técnicas de citometria de flujo requieren 10 veces mas
células. La principal ventaja del marcaje con flurocromos y su deteccion por
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citometria de flujo es el analisis simultaneo de marcadores celulares, lo cual
permite fenotipificar inmunoldégicamente las poblaciones celulares
proliferantes[271]. Otras ventajas del uso de CFSE son la bioseguridad por
ausencia de radiacion y la posibilidad de recuperar las células proliferantes para
ensayos adicionales (inmunohistoquimica convencional, microscopia confocal o
ensayos funcionales)[273].

En este objetivo, se buscd determinar la actividad supresora de los Treg aislados
del LCR en pacientes con critococosis meningea, mediante el ensayo de inhibicion
de la proliferacion in Vitro de linfocitos T marcados con CFSE. Inicialmente se
intentd expandir por cultivo los Treg purificados del LCR utilizando el estimulo de
activacion policlonal anti-CD3/CD28 (Dynabeads) e IL-2. La expansion en cultivo
de los Treg de origen neurolédgico no fue exitosa, razon por la cual se utilizaron en
los ensayos los Treg “ex Vivo” directamente aislados y purificados del LCR
obtenido de pacientes con criptococosis meningea. Los resultados obtenidos en
este objetivo son novedosos porque demuestran que los Treg infiltrantes del SNC,

tienen actividad inmunosupresora in vitro.
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6.2 Metodologia

Para evaluar la capacidad inmunomoduladora de los Treg infiltrantes del LCR en
las 10 en SIDA, se realizaron ensayos de inhibicion de la linfoproliferacion de
linfocitos T in vitro. Con este propdsito se cocultivaron linfocitos T respondedores
infiltrantes del LCR o de sangre periférica marcados con CFSE en presencia de un
estimulo proliferativo, con diferentes dos concentraciones de los Treg purificados
del LCR del mismo paciente. El andlisis de la linfoproliferacion se realizé mediante

FACS.

6.2.1. Pacientes y muestras:

Se incluyeron 7 pacientes VIH/SIDA con criptococosis meningea que presentaban
pleocitosis (linfocitos 240 linfocitos/[1L en el citoquimico del LCR), para recuperar
el mayor nimero posible de Treg. Se utilizaron todas las muestras de LCR de las
punciones lumbares evacuantes de cada paciente que hacian parte del protocolo
de manejo clinico rutinario. Solamente se utilizé el LCR de las PL en los 5 dias
siguientes al diagnéstico e inicio de tratamiento, por el efecto potencialmente
toxico del tratamiento prolongado con Anfotericina B en la viabilidad o capacidad
proliferante de las células del LCR in vitro. El boton celular obtenido por
centrifugacion del LCR de cada paciente se criopreservo en nitrogeno liquido
hasta su uso. Una muestra pareada de sangre periférica (anticoagulada con
EDTA) fue obtenida en cada paciente simultaneamente con la primera puncion

lumbar de diagnostico para aislar los PBMC.
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Aislamiento y criopreservacion de células derivadas del LCR: El LCR
obtenido en cada PL fué centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm a 4 °C. EIl botén
celular se resuspendié y se lavé dos veces en 10mL de buffer RPMI para remover
el exceso de proteinas u otras moléculas inhibidoras presentes en el LCR.
Finalmente las células se criopreservaron, para su posterior descongelamiento y
purificacion, utilizando una modificacion de la técnica convencional usada para
preservar PBMC, en la cual, el boton celular se resuspendié en 1 mL de medio de
congelamiento conteniendo 90% de suero fetal bovino (SFB) y 10% de DMSO. La
viabilidad de los LT CD4" del LCR utilizando este protocolo de procesamiento y
congelacion fue evaluada previamente en una cinética de la viabilidad celular a
temperatura ambiente con muestras de LCR de pacientes con meningitis linfocitica
y neurosifilis, mediante microscopia de luz (tincién con azul de tripan) y citometria
de flujo (tincibn con 7AAD), obteniéndose una viabilidad superior al 95% en la
hora y media posterior a la realizacion de la puncion lumbar). Todas las muestras
de este estudio fueron aisladas y criopreservadas entre 30 y 45 minutos posterior

a su coleccion.

El descongelamiento de las células del LCR criopreservadas se realizd con técnica
estandar utilizada para los PBMC. En resumen, los crioviales se llevaron al bafio
Maria (temperatura 37°), antes de su completo descongelamiento se adicioné 1
mL de suero fetal bovino frio, la suspensién celular se lavé 2 veces con 10 ml de
RPMI por 10 minutos a 1500 rpm. El boton celular se resuspendio, se cuantificd en

camara de Neubauer y determind la viabilidad por exclusion de azul de Tripano. El
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porcentaje (%) de viabilidad de las células en la muestras del estudio después del

descongelamiento fue mayor al 85% en todos los casos incluidos.

Aislamiento de mononucleares de sangre periférica: Los PBMC autblogos se
purificaron a partir de 10mL de sangre completa anticoagulada con EDTA,
mediante un gradiente de densidad Ficoll-Hystopaque (Sigma, USA) vy
posteriormente se criopreservaron utilizando medio RPMI 1640 conteniendo 50%
de SFB y 10% de DMSO[274]. Solamente los PBMC del paciente N137 fueron
utilizados para ensayos de cocultivo con Treg del LCR, debido a que en los otros
pacientes no se logré purificar un namero suficiente de los Treg del LCR para

hacer el cocultivo con los PBMC.

6.2.2 Purificacién de los Treg (CD3'CD4*CD25'CD127%™) del LCR:

Las células del LCR se descongelaron y se reunieron las aisladas en varias
punciones para la purificacion de los Treg. La purificacion de las Treg se realiz6
utiizando el estuche comercial “Kit II” para separacion inmunomagnética de
linfocitos T reguladores CD4"'CD25'CD127%™~ de Miltenyi Biotec (Cat. No.130-
094-775), siguiendo las instrucciones del fabricante. El procedimiento tiene 2
pasos; primero se realiza seleccion negativa 0 enriquecimiento de los
LTCD4'CD127%™~ por deplecién de las otras subpoblaciones celulares (CDS8,
CD19, CD123y CD127), utilizando anticuerpos monoclonales. En el segundo paso
del proceso a partir de la poblaciéon de LTCD4*CD127%™- se purifican luego por
seleccion positiva las células CD25" obteniéndose finalmente Linfocitos T

reguladores de un perfil CD4*'CD25'CD127%™". El protocolo detallado optimizado
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para células infiltrantes criopreservados del LCR se presenta en el ANEXO VI. La
fraccion de células depletadas de los Treg pero enriquecida para LT CD4"
CD127" CD25-, LT CD8", LBy otras celulas infiltrantes del LCR se usaron como
los linfocitos respondedores del LCR y se marcaron con CSFE para los ensayos

de inhibicién de la proliferacion con la fraccion de los Treg.

El porcentaje de pureza de los Treg se determind por citometria de flujo mediante
tincién de la superficie celular con los respectivos anticuerpos monoclonales (anti-
CD4, anti-CD25) e intracelularmente con un anticuerpo especifico para FoxP3, de
acuerdo a los procedimientos descritos en el objetivo 1, y se expres6 como el
porcentaje (%) de LT CD4'CD25'FoxP3" del total de las células purificadas

(CD4*CD25'CD127%™).

6.2.3 Expansion in vitro de los linfocitos Treg purificados del LCR:

Se intent6 la expansion in vitro de los Treg del LCR con el propdsito de aumentar
el nimero de estas células para los ensayos y para determinar el potencial
proliferativo de los Treg acumulados en el foco de la patologia oportunista (LCR),
los Treg purificados a partir del LCR se expandieron en cultivos in vitro utilizando
Dynabeads ® Human Treg Expander (Invitrogen Cat. N0.111.29D). El ensayo
habia sido usado anteriormente para purificar Treg de sangre periférica[275] y

sangre de cordon[276].

Los Treg se purificaron a partir de un volumen de 20mL de LCR con pleocitosis
(>40 linfocitos/pL), conteniendo aproximadamente 500.000 linfocitos, de los cuales

se estimé que entre 10.000-20.000 serian los Treg (CD4'CD25*CD127%™"). El
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procedimiento de cultivo usando el “Dynabeads ® Human Treg Expander”
consistio cultivar los Treg con perlas de magneticas recubiertas con anticuerpos
anti-CD3/CD28 y altas concentraciones de IL-2 humana recombinante (rIL-2), de
acuerdo al protocolo sugerido por el fabricante (Ver protocolo detallado en Anexo
VID. Inicialmente se optimiz6 el protocolo y se determinaron las concentraciones
Optimas de las perlas anti-CD3/CD28 (20uL) y rIL-2 (1000ug/mL) en una cinética
de expansion in vitro de los Treg que habian sido purificados de sangre de un
voluntario sano. Posteriormente se utilizd el protocolo optimizado en las
condiciones del laboratorio, con los Treg purificados de las células
criopreservadas del LCR obtenido a cuatro de los pacientes. Se determind la
capacidad proliferativa in vitro de los Treg, por conteo celular en camara de
neubauer y la viabilidad por exclusion de azul de tripano, a diferentes tiempos
posteriores al cultivo y estimulacién con anti-CD3/CD28 e rIL-2 (cada 96 horas)
durante varios dias hasta el momento en que los Treg detuvieron su proliferacion.
Las células del LCR criopreservadas de los otros tres pacientes se reservaron
para realizar cuatro ensayos funcionales de inhibicién de la proliferacion de LT una

vez ajustado el protocolo de purificacion y expansion de los Treg del LCR.

6.2.4 Ensayo de inhibicion de la linfoproliferacion (Cocultivo Treg-LCR/LT-

LCR respondedores o Treg-LCR/PBMC respondedores:

Para examinar la funcion supresora inmunoldgica de los Treg del LCR durante
criptococosis meningea, la infeccidon oportunistas mas comun en pacientes con
SIDA en Colombia y con la mayor acumulacién de los Treg en el LCR (Objetivo 1),

se determind su actividad supresora o inhibitoria sobre la proliferacion de las
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subpoblaciones de linfocitos T no reguladores (LTCD8" y LTCD4") infiltrantes del
LCR, designados LT-LCR respondedores (en tres ensayos) o sobre los linfocitos T
en PBMC autblogos, denominados LT-PBMC respondedores (un ensayo). Los
Linfocitos T respondedores del LCR o sangre fueron las células del LCR o PBMC
depletadas de Treg, que correspondian a las células obtenidas por seleccién
positiva con los anticuerpos anti- CD8 anti-CD127 anti-CD123 anti-CD19, en el
primer paso de purificacionde los Treg por separacion magnética, mas la fraccién
de los LTCD4"CD25 generadas por seleccion negativa en el segundo paso de ese
mismo proceso de purificacion.

Se establecieron cocultivos de poblaciones purificadas de Treg del LCR (Treg-
LCR) con los linfocitos T respondedores autélogos (LT-LCR o LT-PBMC)
marcados con carboxi-fluorescein diacetato succinimidil ester (CFSE). Se
utilizaron anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 como el estimulo para activacion
inmunoldgica y division celular de los LT respondedores.

La tincién de los LT respondedores CFSE (Molecular Probes-Invitrogen) se realiz6
de acuerdo al protocolo recomendado por el Dr. Carlos Garcia-Santana (Staff
Advanced Research Scientist Beckman Coulter, Inc). Este protocolo ofrece
fundamentalmente dos ventajas con respecto al protocolo estandar del fabricante,
en primer lugar necesita menor cantidad de lavados y usa volimenes mas
pequeiios de muestra (menor pérdida de células) y en segundo lugar requiere
una menor concentracion y tiempo de exposicion al CFSE (menor efecto

citotoxico). Ver ANEXO VIIL.
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Para el ensayo de inhibicion de la proliferacion se utilizaron 100.000 células
respondedoras marcadas con CSFE (LT-LCR o LT-PBMC) por cada pozo de
cultivo, y se cocultivaron con dos concentraciones diferentes de los Treg (100.000
0 50.000 Treg) y un pozo control de proliferacion sin los Treg. Se usaron entonces
las siguientes razones de Treg-LCR/LT-respondedores: 1:1, 0.5:1, 0:1. El medio
de cultivo consistié en RPMI 1640 completo (C-RPMI) conteniendo SFB al 5%,
penicilina/estreptomicina 1%, piruvato 1%, aminoacidos esenciales 1%, glutamina
1%. El estimulo antigénico para la proliferacion de los LT consisti6é en anticuerpos
anti-CD3(10ng/mL)/anti-CD28(11g/mL), los cocultivos estimulados se incubaron
en una atmosfera de CO2 al 5% a 37°C por 96 horas. Las células se tifieron
posterior al cultivo con anticuerpos para CD3, CD8 y CD4 en la superfice celular
para andlisis por FACS. La proliferacion de los LTCD4" o LTCD8" se determiné en
todos los pozos con y sin los Treg, por citometria de flujo mediante la disminucién
de la intensidad de la fluorescencia del CFSE en esas subpoblaciones de linfocitos
después de la estimulacion con CD3/CD28. El resultado se expresd6 como
porcentaje de células que habian disminuido la intensidad media de fluorescencia
(MFI) del CSFE con respecto al valor MFI del CSFE en las células control sin
estimulacion antigénica y sin los Treg. La inhibicion de la proliferacion mediada por
los Treg se expres6 como la disminucion de los picos de proliferacion y la
diferencias en el MFI del CSFE en los LT (CD4" o CD8") comparados con los
valores en linfocitos respondedores activados en ausencia de Treg (100%
proliferacion). Los sobrenadantes de los cultivos se criopreservaron para analisis

posteriores (medicion de citocinas).
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6.2.5. Tincidn y analisis por citometria de flujo (FACS) y presentacion de

datos:

La fenotipificacion celular y determinacion de la proliferacion celular de los LT
respondedores CFSE positivos (LCR o PBMC) se realizo por tincion y analisis
FACS. Se utilizaron los anticuerpos monoclonales especificos contra los
antigenos de superficie marcados con fluorocromos, anti-CD4APC y anti-CD8PE
(BD Biosciences). Las muestras triplemente marcadas con los fluorocromos
(CSFE, APC y PE) fueron adquiridas en un citdmetro FACS Calibur (Becton
Dickinson). Las sefales de Forward (FSC) y Side Scatter (SSC) se usaron para
seleccionar la regién de los linfocitos. Se adquirieron al menos 5x10* eventos por
muestra. Los parametros y puntos de corte se modificaron de acuerdo a la

muestra sin tefiir para los marcadores CD4 o CD8 pero marcada con CFSE.

Para la determinacion de la proliferacion celular y la inhibicion de la misma se
realizd la estrategia de andlisis mostrada en la Figura 15, y resumida en lo

siguientes pasos:
a. Seleccion de linfocitos viables de acuerdo a FSC y SSC (Dot Plot)

b. Seleccion de linfocitos T CD4" y CD8" (Dot Plot) en la regiéon de los linfocitos

viables

c. En cada subpoblacion linfocitaria (CD4" o CD8") se evalud la pérdida de la
intensidad de la fluorescencia del CFSE en el canal FL1 (andlisis de histograma).

Se definié como proliferacion la proporcidén de células (sumatoria de los picos de
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proliferacion) con una intensidad media de fluorescencia (MFI) del CSFE menor al

MFI de las mismas células cultivadas sin activar (0% proliferacion).

d. El analisis de la proliferacion de los linfocitos CD4 requirio la exclusion de los
Treg del analisis. Por lo cual no se tuvieron en cuenta los eventos con MFI menor

a 10' (se excluyeron los eventos CD4* CFSE-)
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Figura 15 Estrategia de analisis por Citometria de flujo (FACS) del ensayo de
linfoproliferacion de los LT respondedores (depletados de Treg)-del LCR de
un paciente representativo con criptococosis meningea e infeccién
VIH/SIDA. Seleccion de linfocitos viables en (A), identificacion de los LT CD4 y
LTCDS8 en (B). Diagramas dot plot e histogramas de la positividad para CSFE de
las poblaciones proliferantes de LT CD8 en (C) y LT CD4 en (D) después de 96 h
de estimulacion policlonal in vitro con rlL-2 y anti CD3/CD28. Las poblaciones con
valores MFI en CSFE decrecientes (picos en los histogramas o dot plots)
representan las poblaciones linfocitarias proliferantes.

La proliferacion se normaliz6é asignando el 100% de proliferacion a los linfocitos T

respondedores estimulados con CD3/CD28 (LT-LCR o LT-PBMC) en ausencia de

138



los Treg. La proliferacion de los LT en cocultivo con Treg se expresé como el
porcentaje relativo de proliferacion celular comparado con el control del 100% de

proliferacion de los mismos linfocitos.

6.2.6 Plan de andlisis:

Los porcentajes de proliferacion se analizaron de forma independiente para
LTCD4'/LTCD8" y los resultados se presentan en forma descriptiva para cada uno
de los experimentos en las muestras de los siete casos estudiados. Los datos se
presentan en graficos de lineas en los que en la abscisa se muestra las relaciones
Treg:LT respondedores o efectores y en las ordenadas el porcentaje de
proliferacion. También se muestran las graficas de analisis por FACS en los que

se obtuvieron los datos para trazar las curvas.

6.2.7 Consideraciones de bioseguridad:

La estimulacion de PBMCs de individuos VIH" con mitdgenos inespecificos como
CD3/CD28, representaban un riesgo potencial de bioseguridad al inducir la
replicacion activa del VIH, razon por la cual se tuvo en cuenta todas las
recomendaciones del instituto nacional de alergias y enfermedades infecciosas de
Estados Unidos (NIAID) division SIDA (DAIDS 2004) para el manejo de cultivos de
VIH y/o cultivos de PBMC de pacientes VIH®. Se sabe que entre el 5-10% de los
LTCD4" y monocitos de individuos con SIDA estan infectados con VIH y se estima
que en 96 horas de cultivo, se puede recuperar del sobrenadante
aproximadamente 10%-10° copias/mL de VIH, lo cual representa una concentracion
similar a la manipulada en muestras clinicas de pacientes infectados con VIH. De
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acuerdo a las recomendaciones del NIAD no se requieren precauciones
especiales de bioseguridad para el manejo de estos cultivos, adicionales a las

utilizadas para el manejo de muestras clinicas (Bioseguridad nivel I)[277].

6.3 Resultados

Se avalué la funcionalidad (capacidad de proliferacion in vitro y actividad
supresora de la proliferacion policlonal de los LT) de los Treg acumulados en el
LCR de siete pacientes con criptococosis meningea y enfermedad por VIH/SIDA

avanzada.

Previamente a los experimentos con las muestras del estudio, se realizd una
cinética de la viabilidad de los LT en el LCR (Figura 2), lo cual permitié establecer
el tiempo limite después de la PL para el aislamiento, fenotipificacién por FACS y
criopreservacion de los LT con la mejor viabilidad posible. Despues de una hora
post PL, los linfocitos conservaban una excelente viabilidad del 98.6%,
posteriormente fue disminuyendo al 95.2% a los 90 minutos y 87.4% a las 2 horas
de la PL. Por lo tanto, se decidi6 procesar la muestras para aislar los linfocitos del

LCR antes una hora despues de la puncién lumbar.

El total de células infiltrantes del LCR criopreservadas a partir de 20 a 30 mL de
LCR de las PL evacuantes por paciente fue entre 800.000 y 2.200.000 células
(Tabla 9). Concordante con el valor de la pleocitosis, también el valor absoluto de

Treg purificado a partir de las células criopreservadas del LCR fue muy variable
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(25.000 a 300.000), lo cual corresponde al 3-13% del total de linfocitos infiltrantes

del LCR.

El método de purificacion de los Treg que se optimizd, permitid obtener una

pureza de 70% o mas de linfocitos T CD4*CD25'CD127"*™FoxP3*. Figura 16.

Tabla 9. Rendimiento de la purificacion de Treq a partir del LCR v ensayos

de expansion in vitro e inhibicién de la proliferacién con los Treg

Células

Tregs

Procedimiento

- . Resultado
del LCR [Purificadas Realizado

Expansién Tregs (Perlas | Viabilidad celular al 4to dia <20%; se
NO89 1.100.000 50.000 CD3/CD28 + "_'2) x 4 dias |desecha el cultivo

Expansion Tregs (Perlas  |Contaminacion (levaduras) al 4to dia; se
NO090 1.400.000 25.000 CD3/CD28 + IL-2) x4 dias [desecha el cultivo

Expansion Tregs (Perlas Expansién al doble c/4dias hasta el dia

CD3/CD28 +1-2)x28 116 1yego caida en la viabilidad a <50%
N166 1.000.000 30.000 dias g

Expansion Tregs (Perlas Expansién al doble c/4dias hasta el dia

CD3/CD28 +1L-2)x32 154 1uego caida en la viabilidad a <50%
N167 1.500.000 50.000 dias g
N137 Cocultivo con linfocitos Inhibicién de la linfoproliferacion de
(Ensayo #1) | 2 200.000 300.000 efectores LCR0.5:1y1:1 [LTCD4+yLTCD8+ del LCR
N137 Cocultivo con linfocitos Inhibicién de la linfoproliferacion de
(Ensayo #2) | 1.700.000 175.000 PBMC 0.5:1y1:1 LTCD4+yLTCD8+ de sangre periferica

Cocultivo con linfocitos Inhibicién de la linfoproliferacion de
N138 1.400.000 150.000 efectores LCR0.5:1y1:1 [LTCD4+yLTCD8+ del LCR

Cocultivo con linfocitos Inhibicion de la linfoproliferacion de
N142 1.200.000 150.000 efectores LCR0.5:1y1:1 |LTCD4+yLTCD8+ del LCR

Las muestras con mayor numero esperado de los Treg (N137, N138 y N142) por

tener mayor frecuencia de Treg en el LCR y mayor nimero de células preservadas

fueron reservadas para ensayos de inhibicién de la linfoproliferacion ex vivo sin

previa expansion in vitro de los Treg de LCR, en caso de que los Treg del LCR
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tuvieran una limitada capacidad proliferativa in vitro, como efectivamente ocurrio

en los cuatro ensayos de expansion.

Figura 16: Purificacion de
Tregs del LCR de pacientes
con criptococosis meningea.
Se muestras la expresion de
CD25 y FoxP3 en el total

linfocitos antes (A y C) vy
CD4- FITC después de las dos etapas de

4.8% @ 91%

CD25-APC

C. TARS — purificagic’m By p) con pe.rlas
) - : ’ magnéticas (Treg isolation Kit)

e =

£ W Al

LE g D4 FIT ! : d D4 FIT:

CD4- FITC
Los Treg del LCR de pacientes con criptococosis meningea muestran una

limitada capacidad de proliferar in vitro en respuesta a IL-2 y coestimulacion

CD3/CD28.

Los Treg purificados a partir de las células infiltrantes del LCR de cuatro pacientes
se utilizaron para los ensayos de expansion in vitro. Sélo los Treg purificados del
LCR de los pacientes N166 y N167 presentaron escasa proliferaron en cultivo, con
una expansion aproximada de solamente 1.5 veces cada 4 dias (recuento por
microscopia de luz), hasta el dia 16 y 24 respectivamente, cuando la viabilidad
celular se redujo al 50% en ambos cultivos. La magnitud de expansion al
compararlos con el control de los linfocitos Treg de sangre periférica de un sujeto
sano fue muy baja Figura 17. Los Treg del caso NO89 fallaron en expandirse tras

4 dias en cultivo con IL-2 y estimulacion del CD3/CD28.
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En resumen, se obtuvo una expansiéon de Treg correspondiente a maximo 5 veces

el numero inicial cultivado de Treg después de aproximadamente 20 dias en

cultivo (N166; 5,2 veces vs. Control 17,3 veces al dia 16 y N167; 4,8 veces vs.

50
45
40
35
30
25
20
15
10

Expansion en numero de veces

——

-

N166
N167

Control

Figura 17. Pobre expansion
in vitro de los Treg
purificados del LCR.
Proliferacion in vitro de Tregs
del LCR de pacientes VIH/SIDA
con criptococosis meningea
(N166 azul yN167 rojo)
comparados con la
proliferacion de los Treg de
sangre periférica de un control

’ e — sano (verde).

1 4 8 12 16 20 24 28 32
Dias en Cultivo

Control 55,3 veces el dia 24), seguido de una rapida reduccién en la viabilidad y
detencion de la proliferacion. Debido a la limitada capacidad de expansion de los
Treg purificados del LCR en casos de criptococosis meningea y ante la
posibilidad de que el cultivo in vitro de alguna manera modificara la capacidad
inmunoreguladora exhibida por estos linfocitos in Vivo, los ensayos funcionales de
inhibicion de la proliferacién de las subpoblaciones de LT se realizaron con los
Treg purificados ex vivo (sin expansién in vitro), a partir de las células infiltrantes

del LCR que habian sido criopreservadas.

Los linfocitos Treg aislados ex Vivo del LCR inhiben la proliferacion de

linfocitos T CD4"y CD8" estimulados con anti CD3/CD28 in vitro.

Se realizaron cocultivos de Treg-LCR con LT respondedores (LT-LCR o en uno de
los casos también LT-PBMC) marcados con CSFE y estimulados a proliferar con
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riL-2 y antiCD3/CD28. Se seleccionaron las muestras con mayor nimero esperado
de Treg (N137, N138 y N142) de acuerdo al alto nuamero de células
criopreservadas, la alta proporcion de Treg y buena viabilidad al momento del

congelamiento de la muestra Tabla 9.

Los LT respondedores del LCR (LT-LCR) activados con rIL-2 y anti CD3/CD28
por 96 horas, en ausencia de Treg, demostraron una adecuada capacidad
proliferativa segun la disminucion de la intensidad de fluorescencia (MFI) para el
CSFE (Ejemplo representativo en Figura 15), en el diagrama dot plot y los picos
con decreciente valor MFI para CSFE en el histograma. El porcentaje de linfocitos
MFI CSFE inferiores al control sin activar se consider6 como el 100% de
proliferacion, no se observo diferencias en la capacidad proliferativa entre los LT

CD4"y LT CDS8".

Los Treg del LCR inhibieron la proliferacion policlonal de los linfocitos T infiltrantes
del LCR homodlogos, de una manera dosis dependiente. En la Figura 18 se
presentan los andlisis FACS de inhibicion de la proliferacion de los LTCD4" por
Treg del LCR. El control de LT respondedores sin activar y sin Treg se utiliz6 para
determinar la expresion basal de CFSE (0% de proliferacién). En los histograma
de los experimentos de inhibicion con los Treg-LCR, se observa que en todos los
casos hubo disminucién en los picos de proliferacién (picos con decreciente valor
MFI en CFSE) y aument6 del porcentaje de células con altos valores MFI en
CFSE, comparado con su respectivo control del 100% de proliferacién y este

efecto fué dependiente de las dosis de Treg-LCR usadas. Los Treg de LCR
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tuvieron un efecto inhibitorio sobre la proliferacién de los LTCD4" (Figura 18 y
Figura 19 panel A), y los LTCD8" (Figura 19 panel B), pero el efecto supresor

fue méas prominente sobre la proliferacion de los LT CD8" del LCR.
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N137 LT-LCR respondedor N137 LT-PBMC respondedor N138 LT-LCR respondedor

Figura 18: Inhibicién de la proliferacion de los LTCD4" (células respondedoras) del LCR en A, C, D y de sangre

N142 LT-LCR respondedor

Control sin
activar

Control de

activacion

Tregs-LCR /LT
respondedor
1:1

Tregs-LCR /LT
respondedor
0.5:1

periférica en B mediado por los Treg del LCR autdlogos. Graficas de histograma de los controles sin activar o
expresion basal de CFSE en los LT respondedores (0% proliferacion) en los paneles superiores; Control activado de los
LT respondedores sin Treg-LCR (100% proliferacion). Proliferacion de los LT-respondedores en cocultivo con Treg-LCR

a dos razones Treg-LCR /LT respondedores (1:1 0 0.5:1)
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En un ensayo adicional se comparé el potencial supresor de los Treg del LCR

(N137) sobre las células efectoras en la de sangre periférica autologa (Figura 19

panel C) y se encontré un nivel similar de inhibicion de la proliferacion de las dos

subpoblaciones de los linfocitos T CD4" o L CD8" de sangre periférica y LCR.
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Figura 19: Los Treg del LCR
suprimen la proliferacion de LT
CD4" y CD8™ A. Inhibicién
proliferacion LTCD4" del LCR. B.
Inhibicion  proliferacion  de  los
LTCD8" del LCR. C. Tregs de LCR
suprimen la  proliferacion  de
LTCD4/CD8 tanto en sangre como
LCR. “X” relacion Treg: T efector, en
“y” % de proliferacion
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6.4 Discusién

El resultado mas relevante de este estudio es que los Tregs purificados ex vivo del
LCR de casos de criptococosis meningea son capaces de suprimir la proliferacion
de los LT convencionales activados in vitro y el efecto supresor fué mas
pronunciado sobre los LT CD8+ del foco de la infeccion oportunista. Esta habilidad
es congruente con nuestra hipotesis de que los Treg en el SNC pueden
inmunomodular la function de los LTCD8+ durante el curso de la criptococosis
meningea. El efecto regulador de los Treg del LCR en la linfoproliferacion fué
mayor en los LTCD8" T del SNC (60-80%) comparado con los LTCD4" (20%-
40%). Por el contrario, las dos subpoblaciones de LT de la sangre fueron
igualmente inhibidas por los Tregs aislados del LCR en el tnico caso evaluado en

la sangre.

En el modelo de ensayo de inhibicién de la linfoproliferacion, (cocultivo Treg con
LT respondedores), estimulados con antiCD3/CD28 los mecanismos dependientes
de contacto directo o los relacionados con secrecion de citoquinas son tal vez los
mas relevantes, mas si se tiene en cuenta que en este modelo la proliferacion
celular es independiente de presentacion antigénica (la activacibn ocurre
directamente sobre el TCR). Posiblemente los Tregs compiten por la IL-2 con los
LT respondedores y la “secuestran”, disminuyendo la cantidad de IL-2 disponible
en el cultivo, impidiendo que se de esta sefial necesaria para la activacion del

linfocito T.[278, 279]. Los Tregs ademas pueden suprimir la respuesta inmune a
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través de la molécula CTLA-4 que transmite sefiales inhibitorias a los linfocitos T
efectores[280]; o a través de la secrecién de TGF-B o IL-10 que pueden suprimir
la activacion de los LT efectores [266]. Tambien podrian suprimir la proliferacion al
aumentar la expresiéon de CD83, (dependiente de contacto) o inducir la apoptosis
de los linfocitos T efectores, en especial de los LTCD8+ citoliticos por la via
granzima/perforina de los nTregs a[267] y/o mediante Fas-FasL en los iTregs

[268].

Los LTCDS8" presentan una mayor inhibicién de la proliferacion por los Tregs del
LCR que los LTCD4". Una posibilidad es que los LTCD8" son mas susceptibles a
la deplecion de la IL-2 en el medio, debido a que producen cantidades menores de

IL-2 con accion autocrina[278, [281, 282] ,que los LTCD4".

La supresion inmune de los LTCD8" a nivel del SNC por los Tregs podria tener un
impacto en la patogenésis de las CM. Los Treg podrian prevenir inmunopatologia
mediada por los LTCD8", que son los principales linfocitos infiltrantes en las CM y
se asocian con proteccion.[124, 162]. Sinembargo, una consecuencia adversa de
la supresion de los LTCD8+ en criptocosis meningea podria ser una supresion
generaliza a nivel del SNC, debido a la naturaleza inespecifica de la supresion de
los Treg, lo cual podria explicar el aumento de la replicacion viral del VIH en el
SNC asociada a las CM (Figura 4A, Objetivo 1; referencia [25]) y la persistencia
del Cryptococcus neoformans en la mayoria de los individuos sobrevivientes a las
CM [283], o asociarse con mayor mortalidad. La presencia en el SNC de los Treg

con actividad supresora potente para los LT CD8+ en estos individuos con SIDA
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podria explicar el riesgo incrementado de estos pacientes para desarrollar tumores
o ciertas malignidades, especialmente las asociadas con virus como el linfoma
primario asociado a EBV o LMP asociada a JCV [284], en los cuales la respuestas

inmunes mediadas a traves de los LT CD8 son muy importantes

La demostracion de la inhibicion o regulacion de respuestas inmunes antigeno-
especificas en los linfocitos T de pacientes con NeuroSIDA, por parte de los Tregs
provenientes del foco de la patologia, puede tener un impacto en el futuro disefio
de terapias inmunomoduladoras basadas en estrategias de bloqueo o
estimulacion de estas células, tal como se ha demostrado en algunos modelos
tumorales murinos[285, 286] o en cancer en humanos, en los cuales bloquear los
Tregs usando anticuerpos especificos anti-CD25 mejora las respuestas inmunes
anti-tumorales sin el riesgo de que aparezcan enfermedades autoinmunes[287,
288]. La inhibicién de la proliferacion de los LTCD4+ y LTCD8+ por los Tregs del
LCR demostrada en este estudio, posiblemente tiene un efecto deletéreo sobre la
respuesta inmune especifica anti criptococcica, se ha demostrado que los PBMC
depletados de Tregs tienen mejores respuestas inmunes e inhiben la proliferacion

de las levaduras [124]

Otro resultado interesante es que los Treg del LCR de pacientes VIH/SIDA con
criptococosis meningea tienen una limitada capacidad de proliferar in Vitro al
compararlos con los Treg de Sangre periférica de sujetos sanos. La expansion con

CD3/CD28 + IL-2 de los Tregs del LCR logré una expansion maxim de 5 veces el
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namero inicial de Tregs seguido de una répida reduccion en la viabilidad y
detencion de la proliferacion, comparado con una expansion de 32 veces el
numero inicial en Treg de sangre periférica del control sano (20 dias en cultivo).
Este defecto en la proliferacién puede relacionarse con la limitada respuesta a la
estimulacién con IL-2 que ha sido ampliamente demostrada en los linfocitos de
pacientes VIH/SIDA[289, 290] . Los LT CD4+ en personas con VIH/SIDA sin
terapia antiretroviral, con cargas virales de VIH-1 elevadas, son incapaces de
activar funcionalmente STAT5 en respuesta a la estimulacién con IL-2. Ademas
presentan una alteracion en la activacion de la JAK3, independiente de la
expresion del IL-2R o la capacidad para unirse a la IL-2[291], tras de 6 meses de
tratamiento con terapia antiretroviral, se restaura la activaciéon de la via de
sefalizacion JAKS3 inducida por IL-2.[291]. La IL-2 producida por Linfocitos T
convencionales puede inducir la pérdida en la expresion de FOXP3 en los Treg
naturales y en los linfocitos T convencionales es capaz de favorecer la induccion
del marcador Foxp3[290]. Estudios tanto in vivo como in vitro han demostrado que
la IL-2 es esencial para la supervivencia y funcion de los nTregs pero no para su
generacion en el timo[292], ademas se ha visto que esta citoquina favorece la
expansion de poblaciones celulares (CD4+CD25+FOXP3+) ya que en situaciones
en las cuales hay neutralizacion de la IL-2, se produce una disminucion en el
namero de Tregs concomitantemente con el desarrollo de patologias
autoinmunes[292]. La menor sensibilidad a la IL-2 de los Tregs de pacientes VIH+
podria explicar inhabilidad para proliferar a altas concentraciones de rIL-2 en los
cultivos en este estudio.
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La IL-2 es un factor fundamental para la proliferacion de linfocitos T, ademas de
gue se considera un factor de crecimiento critico para los nTregs, ya que estas
células no son capaces de producir su propia IL-2, lo que sugiere que la
sefalizacion de la IL-2 en los Tregs parece ser muy importante en el
mantenimiento de su funcién en la periferia [291]. Sin embargo , se ha
considerado que la accion de esta citoquina, requiere de la accion conjunta de
citoquinas como la IL-7 e IL-15 para favorecer la expansién celular, que son
citoquinas que inducen la expansion antigeno-independiente, ademéas de que

ayudan a mantener la viabilidad celular[293].

Contrastate con la necesidad de IL-2 para la proliferacion y supervivencia de los
nTreg, los iTreg diferenciados en la periferia por antigeno tienen una limitada
capacidad de proliferar en respuesta a IL-2. Esta baja respuesta proliferativa se ha
atribuido a un bloqueo en el ciclo celular cuando los LT CD4+ convencionales son
diferenciados a iTreg en presencia de sefiales fuertes a traves del TCR , una baja
coestimulacion con CD28 en presencia de TGFb e IL-2[63, 246]. La resistencia de
los Treg del LCR en este estudio a las altas concentraciones de IL-2 y alta
coestimulacion con CD28 de los cultivos probablemente son un reflejo de su
fenotipo regulador inducido (iTreg) a partir de LT CD4+. Por el contrario los Treg
en sangre del control sano, que en su mayoria se espera sean nTreg proliferaron
draméticamente con los mismos estimulos. Estos resultados son consistentes con
los obtenidos en el objetivo 3 , los cuales también sugieren que al menos una
proporcién de los linfocitos T CD4+ FoxP3+ en el LCR de las CM son iTregs que

comparten especificidad antigénica con los LTCD4+ convencionales infiltrantes.
152



Otra razon que podria explicar la baja eficiencia de proliferacion in vitro de los Treg
podria ser su incrementada susceptibilidad a sufrir apoptosis. Tanto los LTCD4
como los LTCD8 de personas con VIH-1 muestran una mayor susceptibilidad de
sufrir apoptosis en cultivo, en parte por la reactivacion de la replicacion del VIH in
vitro[294] que se traduce en activacion persistente, llevando a muerte celular y por
ende deplecion del nimero de LT CD4+ [295]. En nuestro estudio no examinamos
si los Treg del LCR estan infectadas con VIH, y desconocemos si este protocolo
de expansion de Tregs es capaz de inducir la replicacion del virus que se

encuentre latente en esos Tregs.

El potencial proliferante de los Tregs de pacientes VIH+ es desconocido. Las
perlas magnéticas recubiertas con anti-CD3 y anti-CD28, proporcionan una fuerte
sefial de proliferacion al unirse al receptor de células T (TCR) y al CD28
garantizando la amplificacion de la primera sefial por medio de la sefial
coestimuladora, induciendo la proliferacion celular[293]. Esta metodologia ha
probado ser efectiva para la expansion de linfocitos T convencionales y Tregs de
personas sanas sin embargo estos mismos protocolos no han sido tan eficientes
en la expansiéon de LT convencionales de personas con patologias como tumores
malignos[296] o con enfermedades virales cronicas como Hepatitis B[297] ¥y
VIH[298]. Recientemente fue publicado el Unico articulo, en el cual se han
expandido in vitro Tregs purificados de sangre periférica de pacientes VIH+[299],
sin embargo no se mencionan las caracteristicas inmunes o virologicas de estos
pacientes, ni su estadio clinico, lo cual hace muy dificil la interpretaciéon de los

hallazgos. En los ensayos clinico con pacientes VIH+ recibiendo TARGA con
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supresion virolégica completa que recibieron esquemas de IL-2 humana
recombinante subcutanea (con el objetivo de expandir los LTCD4+), la poblacion
celular que se expande son predominantemente Tregs CD4+CD25+FOXP3+
(tanto naive como efectores)[292], esto indica que los Tregs tienen un gran
potencial proliferante in vivo. Considero necesario a futuro evaluar el potencial
proliferante in vitro de los Tregs en VIH con y sin terapia antiretroviral y en los
diferentes estadios de la enfermedad con el fin de determinar el efecto de estas
condiciones en la proliferacion de los Tregs.

La Anfotericina B tiene un efecto toxico sobre los linfocitos T, que se traduce en
disminucién de su capacidad proliferativa. La Anfotericina B el trafico de los
linfocitos T a través de su accién sobre receptores especificos como CXCR4 vy el
receptor M1, que interactdan con las caveolinas, produciendo redistribucion de
estos receptores sobre la membrana celular generado por una alteracion en el
reciclaje de estos receptores por los endosomas[300]. En conjunto se ha
observado que ademas de wuna perforacion de la membrana plasmaética, la
Anfotericina suprime el gradiente de pH entre los compartimientos citosolicos
como los endosomas Yy las vacuolas, como resultado de esto, los iones escapan
de los endosomas /vacuolas al citosol, o que resulta en abolicion del gradiente de
pH, que puede conducir a la inhibicion o bloqueo de algunas vias de trafico celular
indispensable, generando un desequilibrio que conduce a la muerte celular. Todos
los pacientes evaluados estaban recibiendo tratamiento con Anfotericina B
deoxicolato, un antifingico sistémico potente que atraviesa la barrera

hematoencefalica que busca inhibir el crecimiento de las levaduras, pero también
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afecta los linfocitos del paciente, se desconoce si las concentraciones fisiologicas
de este medicamento en el LCR son suficientes para inhibir la proliferacion de los
LT convencionales ode los Tregs. En estudios posteriores se podria evaluar si las
concentraciones de anfotericina en el LCR se correlacionan con el potencial

proliferante de las células en el LCR.

En resumen, las causas de la inabilidad de los Treg del LCR para proliferar en
respuesta a estimulacion de su TCR en presencia de altas concentraciones de IL-
2, se pueden explicar por su fenotipo de iTreg (resistencia a anti CD3/CD28 y
altas concentraciones de rhiL-2) o por defectos en su funcidén o por toxicidad del
tratamiento antimicético. Sinembargo se necesitan estudios adicionales, con mas
pacientes, modificando las condiciones del cultivo, como por ejemplo, adicionar
antiretrovirales (AZT), cambiando las técnicas de purificacion de los Tregs (por
ejemplo seleccién por formaciéon de inmunorosetas[301] entre otras para concluir
definitivamente que los Tregs del LCR de pacientes con Neurosida por 10 no

proliferan.

Otros estudios ha reportado que los Tregs pueden inhibir efectivamente la
respuesta inmune en el SNC, evitando los sintomas y la progresion de
enfermedades como la esclerosis multiple (EM). Los Tregs de los pacientes que
se encuentran en remision de la EM han sido extraidos, purificados y expandidos
in vitro, demostrando una potencia y pureza similar a la de los donantes sanos
[302]. En nuestro conocimiento este es el segundo estudio en el cual se utilizan

Treg purificados del LCR en ensayos de inhibicion de linfoproliferacién. Se ha
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demostrado que los Tregs del LCR de pacientes con meningitis carcinomatosa o
linfomatosa inhiben la proliferacion de LT efectores (células respondedoras) de
sangre periférica[303] No se encontré en la literatura otros estudios donde se
demostre la inhibicién de la linfoproliferacion de LT infiltrantes del LCR. Este
hallazgo nos permite afirmar los Treg del LCR conservan un potencial supresosr
de la respuesta inmune intacto, aun cuando su capacidad proliferativa este
disminuida, ademas aporta una estrategia novedosa para demostrar la capacidad
funcional de los Tregs en los compartimentos donde ocurre la patologia, que ha
sido uno de los campos mas contradictorios y dificiles de evaluar en la
funcionalidad de los Tregs.

Otra forma de evaluar los efectos reguladores de los Tregs es medir su efecto
sobre la produccién de citoquinas (IFN-y TNF-a) por los LT, tal como se ha
demostrado en los Tregs aislados de sangre de individuos VIH+, los cuales son
capaces de inhibir la produccion de citoquinas especificas a antigenos de
citomegalovirus y VIH[304], o en los Tregs de pacientes con hepatitis crénica, con
similar capacidad para regular la produccion de IFN-y[305]. Inicialmente en este
estudio se habia planteado evaluar el numero de células productoras de TNF-q,
IL-2 y/o IFN-y con el objetivo de determinar si los Tregs son capaces de inhibir las
respuestas polifuncionales de los LTCD4+, que han demostrado ser parte
fundamental en la respuesta protectora al VIH[306, 307]. Sin embargo estas
respuestas no pudieron ser evaluadas por no contar con el numero suficiente de
tregs del LCR, dado el fracaso en su expansion. A futuro nos hemos planteado

evaluar si los Tregs del LCR inhiben las respuestas antigeno especificas, la
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propuesta es determinar por citometria de flujo las células productoras de TNF-q,
IL-2 y/o IFN-y, asi como evaluar el perfil de citoquinas en el sobrenadante del
cocultivo (Treg:Trespondedoras) en respuesta a antigenos purificados de VIH
(proteinas recombinantes de Gag, Pol y Env) y/o la respuesta a antigenos
proteicos de C. neoformans, (por ejemplo homogenizado de levaduras inactivado
por calentamiento de la cepa acapsular cap67).

Finalmente considero que es necesaria una fenotipificacibon mas extensa de los
Treg infiltrantes del LCR puesto que esta permitiria establecer si la causa de su
pobre proliferacién es un estado de gran activaciébn que se pudiera traducir en
muerte por sobreactivacion. Desde hace un par de afios se habla que los
pacientes VIH tienen una gran cantidad de subpoblaciones de Tregs, esta
clasificaciébn esta basada en la expresibn de marcadores de superficie como
CD45RA (naive), HLA-DR (efectoras) e intracelulares como Ki67 que permite
subdivir los Tregs naturales en: Tregs virgenes (FOXP3"°", CD45RA+) o Tregs
efectores (CD25high, CD45-, FOXP3high, CD127 low), que a su vez se pueden
diferenciar en Tregs efectores terminales caracterizados por la expresion de HLA-
DR[308] y Ki67[309]. Con respecto a los Tregs inducidos tenemos que para su
caracterizacion no existen marcadores fenotipicos que predigan por completo se
podria tener en cuenta la expresion de CD25 y CD127, que aparentemente la cual
se ve favorecida en los Tregs inducidos[114], sin embargo no existen marcadores
fenotipicos que predigan por completo el origen natural o inducible de los Tregs,
por lo cual es necesario estrategias adicionales que permitan identificar el origen

de esta poblacion celular.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

7.1 Los linfocitos T reguladores (CD3"CD4'CD25'FoxP3") se acumulan en el SNC
de los individuos con neuroSIDA por Infecciones oportunistas. La magnitud de
la infiltracion por los Treg en el LCR se correlaciond positivamente con un
microambiente inflamatorio caracterizado por carga viral del VIH elevada,
elevacion de la interleuquina-10 (IL-10), una citoquina anti-inflamatoria
asociada a la actividad inmunomoduladora de los Treg, pero también con una
abundante infiltracion de LT CD8" y elevada expresion de otras
citoquinas/quimiocinas. Esta la primera vez que se describen los Treg en el

LCR de individuos infectados por VIH/SIDA.

7.2 Los Treg en el SNC tienen un proceso activo de migracion y localizacion
especifica a los sitios de infeccion oportunista reflejando el proceso patogénico.
En el caso de las meningitis (criptococosis y tuberculosis meningea) la mayor
concentracion de los Treg esta en las meninges y el espacio perivascular y en
el caso de la toxoplasmosis cerebral en el tejido activamente inflamado a nivel
parenquimatoso. La magnitud de la infiltracibn de los Treg en el tejido se
correlaciona directamente con la magnitud del infiltrado linfocitario en los sitios
de la inflamacién. Es la primera vez que se describe la presencia de los Treg

en el proceso neuropatologico de las 10 asociadas a SIDA.
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7.3 Los Treg infiltrantes del LCR en criptococosis meningea comparten
especificidad antigénica con los LTCD4" convencionales y son incapaces de
proliferar in vitro en respuesta a la induccién por altas concentraciones de hrlL-
2 y alta coestimulacion, lo cual nos permite concluir que al menos una porcion
importante de estos linfocitos en el SNC son iTreg inducidos por los antigenos

de la coinfeccion VIH/IO.

7.4 Los Treg en el LCR en las CM retienen ex vivo su capacidad supresora de la
proliferacion mediada a traves del TCR de los LT convencionales del foco de la
infeccién, con un efecto inhibitorio mas pronunciado sobre los LT CDS,

linfocitos criticos para el control y proteccion en CM y el VIH.
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8. PERSPECTIVAS

Estudios que determinen el efecto de los Treg del SNC en la sobrevida y
evolucion de las IO son necesarios para establecer el impacto de los resultados de
este estudio. A futuro planteamos desarrollar un estudio que evalle la mortalidad
de los pacientes con NeuroSIDA por 10 en el cual se pueda establecer si la
frecuencia o numero absoluto de Treg en el LCR se correlaciona con un desenlace
fatal o si por el contrario los Treg tienen un efecto protector. En este estudio
ademas se buscara determinar el efecto del tratamiento especifico contra las 10
en la infiltracion de los Treg como una forma de demostrar si son dependientes de
la presencia de los antigenos del patégeno oportunista, asi como el efecto del
tratamiento oportunista sobre la replicacion viral del VIH-1 (carga viral en el LCR)
sobre la pleocitosis y la frecuencia de Treg.

Una mas extensa caracterizacion fenotipica de los Treg infiltrantes del LCR
evaluando la expresion de los nuevos marcadores en los Treg se podria realizar
en los nuevos estudios. El estudio propuesto evaluad marcadores de proliferacion
en los Treg del LCR como son Ki-67, asi como la expresion de marcadores de los
Treg naturales recientemente descritos como son Helios y Neuropilin- 1 (Nrp-1),
como una estrategia para identificar su origen inducible o natural. Estas
estrategias contribuirian a una caracterizacion mas completa de las poblaciones
de Treg en neuroSIDAcon miras a establecer si estas patologias podrian ser
susceptibles de induccién, por ejemplo con la administracién de citoquinas como
IL-2, o supresién con la administracion de anticuerpos anti-CD25 (Daclizumab).
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Futuras estrategias para determinar el origen (natural o inducible) y la
especificidad de los LTCD4" y Treg en pacientes con criptococosis meningeas,
pudieran ser:

La evaluacion del repertorio TCR VP pre y post tratamiento de la IO del SNC con
el objetivo de determinar si las perturbaciones de los TCR V[3 desaparecen con la
eliminacién del patégeno

Expansién in vitro de linfocitos de pacientes inducida por antigenos de C.
neoformans con el objetivo de identificar si se produce la expansion de un grupo
especifico de familias VB en respuesta al patdgeno.

Determinar en un ensayo de transmigracion, si el LCR y las sustancias quimio
atrayentes en el (quimioquinas) induce una migracion especifica de Treg mas que
LT convencionales, como ha sido demostrado en carcinomatosis meningea[303]
Estrategias futuras podrian evaluar la respuesta in vitro a la estimulacion con
antigenos especificos del VIH o el patdégeno oportunista. Ademas se podria
evaluar la inhibicion de las respuestas inmunes efectoras antigeno especificas
(produccién de citoquinas), utilizando un ensayo de ELISPOT para IFN-C0Ia
deteccion de respuestas polifuncionales en los LT efectores (TNF-a, IL-2 y/o IFN-

Y) y la deteccidn de de citoquinas en el sobrenadante de cultivo.
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ANEXOS

ANEXO [: PROTOCOLO TINCION TREG (CD3'CD4'CD25FoxP") DEL LCR
PARA ANALISIS POR FACS

SOP No. 001 Grupo: Virus
Emergentes y Enfermedad Seccion: Perfil de marcadores de Neuroinflamacion

Titulo:  TINCION DE SUPERFICIE E INTRACELULAR PARA CELULAS T REGULADORAS
POR CITOMETRIA DE FLUJO - LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

Aprobacién / Fecha : Mayo 10 2007

Autor/Responsable Direccion Control Calidad

I [ [

Nombre: Andrés Felipe Zea V

Gerardo A. Libreros Nombre: Beatriz Parra Nombre:

Firma: Firma: Firma:

Fecha de Aplicacion: /] | Periodo Revisién: /]
1. Objetivo

Determinar la proporcion de células T reguladoras en el liquido cefalorraquideo
de pacientes con infecciones oportunistas del sistema nervioso central
asociadas a SIDA.

2. Equipos y Materiales

Gradillas para tubos de 12 x75 mm

Tubos 12x75 mm de poliestireno transparentes con tapa
Micropipetas de 1-10 pl, 50-200 pl y 100-1000 pl.

Puntas para micropipetas estériles de 50-200 pl y 100-1000 pl.
Puntas para fluorocromos de baja retencion estériles de 1-10 L
Centrifuga, Refrigerador y Cabina de flujo laminar
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3. Reactivos
Human Regulatory T Cell Whole Blood Staining Kit Cat No88-8996-40

e Cocktail FITC anti-human CD4 y APC anti-human CD25

e PerCP anti-human CD3

e PE anti-human FoxP3

¢ PE Rat IgG2a control de isotipo

e Buffer de tincion de ebioscience

¢ Fixation/Permeabilization concentrado 4x y diluente de ebioscience
(Preparar 1 hora antes de permeabilizar y preservar refrigerado agregando
3cc de diluente por cada 1cc de Fixation/Permeabilization, descartar el
reactivo que no se utilice)

e Permeabilization buffer de ebioscience

4. Procedimiento

4.1 Marcar 2 tubos de 12x75 mm de poliestireno de la siguiente manera:

1. Control FoxP3

2. Treg CD4/CD25/FoxP3

4.2 Retirar con micropipeta el LCR sobrante. Resuspender el pellet en buffer

de tincion.

4.3 Adicionar 10uL del cocktail CD4/25 a cada tubo. Incubar 30 minutos en la

oscuridad a 4°

4.4 Lavar en 1mL de buffer de tincion frid.

4.5 Decantar retirando con micropipeta (nunca descartar por inversion),

resuspender el pellet en el volumen residual y adicione 1mL de

Fixation/Permeabilization recien preparado.

4.6 Incubar 30 minutos a 4° en la oscuridad.

4.7 Realice dos lavados con 1mL de buffer de permeabilizacion

4.8 Después de descartar en el volumen residual adicione 10uL de anti-

human FoxP3 y 10uL al tubo de control de isotipo.

4.9 Lave las células con 1mL de permeabilization buffer.

4.10 Repita el paso anterior.

4.11 Resuspenda cada tubo en 500uL de buffer de tincion.

4.12 Almacenar hasta la lectura en el citometro a 4°C en oscuridad.

5. Bioseguridad

e Todas las muestras de sangre deben ser manipuladas como
potencialmente infecciosas.

e Se deben utilizar sin excepcion guantes y bata de laboratorio como
proteccion personal durante el procesamiento de muestras biologicas. Las
muestras y reactivos se deben manipular en cabina de bioseguridad.

e Los materiales que se utilicen deben ser estériles y después de usados
deben descartarse en bolsa roja antes de esterilizar en autoclave.

6. Administraciéon de la informacién

Registrar todos los datos en el cuaderno de laboratorio.
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Realizar Back Up trimestral de la informacioén registrada en el citbmetro de flujo.
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ANEXO 1I: FRECUENCIA DE TREG INFILTRANTES DEL LCR (% DEL TOTAL
DE LTCD4") Y CARACTERISTICAS DEL CITOQUIMICO DEL LCR EN LOS 76
CASO EVALUADOS.

% Treg LCR | Linfocitos LDH |Glucosa| Proteinas
Codigo | Diagnostico | (CD4'CD25" LCR LCR LCR LCR
FoxP3") (celulas/uL) |(mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL)
NO51 Control 17,91 0 2 46 47
NO57 Control 1,95 2 38 36 6
NO58 Control 1,84 0 16 44 9
N062 Control 10,37 0 1 28 20
NO74 Control 3,27 0 52 15
NO78 Control 1,4 2 21 44 30
NO081 Control 1,05 0 8 38 34
NO085 Control 0,58 0 33 42 20,1
N092 Control 18,32 2 25 44 28
N100 Control 7,69 1
N101 Control 4,62 1
N105 Control 4,11 13 17 40 38
N110 Control 7,69 0
N111 Control 3,56 1
N114 Control 9,69 2
N136 Control 11,78 0 12 307
Criptococosis
NOZS Me‘;ingea 18,91 2 54 23 86
Criptococosis
N052 Me[?]ingea 23,67 2 35 62 2
Criptococosis
NO53 Me'[r’]ingea 33,52 12 22 21 49
NO063 Criptococosis 6,67 79 14 0 220

182




Meningea

Criptococosis

NO70 Meningea _ 35,64 3 29 165.2
NOTL | Meningea | 3007 3 © | 416
NO083 ﬁre"?fiﬁ‘;‘é?s's 8,59 53 42 40 41
NOB4 |Meningea | 1089 122 | a1 | 39 | 204
N093 EAZ%E%Z?SB 34,08 35 31 20 59
NO96 hCAreI%tiﬂ;Z(;OSIS 9.79 1 13 47 21
NO098 ﬁﬁﬁﬁ;ﬂ?gig 21,49 50 75 19 318
N104 ﬁlﬂﬁﬁ;‘é?s's 8.2 5 24 77 33
N106 ,\Cﬂgﬂtﬁ;‘:;ogs 19,98 240 143 17 254
N107 ACAZ%E?]Z(;(;OSIS 18,13 7 19 44 64
N108 E/lrei%tiﬂ;g;%is 30,02 114 39 10 242
N2 |Menngen | 373 11

N116 Eﬂrellcr)]tiﬁ;?e;oss 18,3 146

N137 hCArei%tiﬂ;g;OSis 14,19 66 39 50 35
N138 ﬁreiﬂtiﬁgé?gs 11,74 100 48 16 278
N139 ﬁre'ﬂtiﬂgcé?s's 18,58 80 3 69
N146 ﬁﬁﬁﬂ;@?gis’ 15,49 78 17 35 42
N147 EAZ%E?]ZZZOSIS 16,96 75 59 25
N0 |Memngen | 0 | 8 | 2 | 105
N163 “Cﬂgﬁt.ﬁgé?s's 12 28 38 29 291
N166 EAZ%%Z?SIS 13.9 46 18 37 24
N167 ﬁre'ﬂtiﬂgé?s's 9.3 36 43 50 42
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Meningitis

NO049 Tuberculosa 9,22 8 238 23 204
NO59 ¥§€é¢3&|ﬁsa 28,53 3 54 14 160
NO87 !I\'/Il?k?é?glljtllgsa 11,36 132 141 8 226
NO90 ¥5€$§Sl§sa 2,11 47 281 6 24
N091 ¥ue€érr]33||§sa 19,96 63 168 21 372
NOS4 | Tubercuiosa | 108 58 | 564 | 37 | 310
o DD e | o | w | s |
NO20 Z‘éﬁé’lifm"sfs 9,29 0 103 29 55
N022 I:Z):ggglsmosfs 28,81 1 93 29 93
N023 I:Z):gglifmoas 18,26 2

NO27 E(éﬁé’ﬁlifm“is 23,56 15 84 53 118
NO29 I:g);gglglsmosfs 19,37 0 54 47 37
NO30 E?:gglifmosfs 17,91 4

NO55 I:Z):ggglsmosfs 17,19 0 23 40 40
No6L | Coreral | 269 2 2 | 55 g5
NO66 (T:Z);gS:meOSiS 17,79 10 36 26 151
NO77 (T:g);gglglsmos?s 10,95 8 26 39 32
NO88 I:Z):gglifmosfs 20,42 6 32 44 53
N099 I:Z):SSLZTmOSIS 15 1 49 28
NO19  |HCMV 11,97 10 233 59 157
NO69  |HCMV 17,77 14 751 15 478
NI09  [HCMV 9,99 20

N026 EA.?JQ.?QLZ 2,84 18 43 41 53
NO50 Mr?ggggﬁa 30,36 64 3860 1 114
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Meningitis
NO72 Linfoci?aria 20,9 40
Meningitis
NO80 Linfoci?aria 6 228 26 36 162
Meningitis
N089 Linfocigt]aria 931 40 109 15 115
NO75 Neurosifilis 7,11 9 45 164
NO76 Neurosifilis 12,91 50
NO86 Neurosifilis 0,97 3 40 40 81
N144 Neurosifilis 6,19 130 22 18 126
NO54 Masa SNC 4,81 1 10 81 26
NO68 Masa SNC 2,09 5 21 44 39,8
N103 Masa SNC 6,17 9 55 30 84

ANEXO Ill: DOBLE TINCION (CD3, FoxP3) PARA INMUNOHISTOQUIMICA EN
TEJIDO CEREBRLA PRESERVADO EN PARAFINA.

Neuroimmunopathology Lab. Johns Hopkins Baltimore, MD, USA
Last review, January 6th, 2009 Dr. Carlos Pardo-Villamizar

DOUBLE STAINING CD3/FoxP3 FOR PARAFFIN SECTIONS

PBS: Prepare fresh 0.1M PBS for Immunostaining:

Sodium Phosphate Monobasic (A) 13.8g / 500ml dH20
Sodium Phosphate Dibasic (B) 107.2g/ 2000ml dH20
0.1 M PBS:

B 1600ml

A 400ml

NaCl 36g

dH20 to 4000ml
Or reconstitute 1x PBS from 10xPBS with dH20
SODIUM CITRATE BUFFER (10mM Sodium Citrate, 0.05% Tween 20, pH 6.0):
Tri-sodium citrate (dihydrate) --------- 294g
Distilled water ---------=-========-=-——--- 1000 ml

Mix to dissolve. Adjust pH to 6.0 with 1N HCI and then add 0.5 ml of Tween 20
and mix well. Store this solution at room temperature for 3 months or at 4 C for
longer storage.

Note: this buffer is commonly used and works perfectly with many antibodies. It
gives very nice intense staining with very low background.

Fresh 100 mM Tris-HCI, pH 8.2 Buffer
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Prepare it Using 0.5M Tris-HCI pH 8 (Arun’s Lab)

SECTIONS: Paraffin sections are cut at 10um.

REAGENTS:

DAKO Polyclonal Rabbit Anti-Human CD3. Code-Nr. A 0452
eBioscience Clone PCH101 Rat Anti-human FoxP3. Cat. No 14-4776
ABC Kit / VECTOR / PK-6101 Peroxidase

DAB Kit / VECTOR / SK-4100

ABC-AP KIT /VECTOR/AK-5000 Alkaline Phosphatase
Vector® Blue / VECTOR / SK-5300

Mounting media:
VectaMount ™ AQ (Cat. No. H-5501).
PROCEDURE
1. Deparaffinize the slides in oven at 60 C for 60 min.
2. Rehydrate the slides:
Xylene 4 min X 3 times (Shake every minute the slides to remove the
excces of paraffin)
100% Ethyl Alcohol 3 min X 3 times
95% Ethyl Alcohol 3 min X 3 times
70% Ethyl Alcohol 3 min X 2 times
50% Ethyl Alcohol 3 min X 2 times
dH20 3 min x 2 times

3. ANTIGEN RETRIEVAL:

A-Boil SODIUM CITRATE BUFFER for 2 minutes in microwave HI power

B. Boil the slides in the hot SODIUM CITRATE BUFFER for 20m (twenty minutes)
in microwave 20% of power.

Check every 2 minutes the level of buffer and replace the volume if it is necessary.
Avoid desiccation of the slides.

C. For an homogeneous cooling of the slides retire the slides of the microwave and
add 1000mL dH20 (room temperature). Never allow the hot slides expose to
the air.

4. Rinse the slides with PBS 5 min X 3 times.
* FoxP3 - First Staining (Peroxidase)

5. Incubate the slides with blocking solution at RT at least for 1 hour.
Normal Goat Serum (NGS) 3%
Triton 0.4%
In PBS Buffer
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Remember The Triton that we use in the lab is 10%, It means you have to use 10
times more. For example for 1000uL of blocking solution 30uL of NGS, 40uL of
10%Triton and 930uL of PBS.

6. Incubate the slides with primary antibody at 4 Celsius degree overnight. Primary
Antibody Rat Anti-human FoxP3 1:100

3% NGS

0.01% Triton

In PBS Buffer

For example for 1000uL of primary antibody dilution:
30uL of NGS, 1uL of 10%Triton, 10uL of FoxP3 Ab and 959uL of PBS.

7. Rinse slides with PBS 3 min X 3 times.

8. Incubate slides with secondary antibody at RT for 1 hour.
Biotinylated Goat anti Rat 1 : 200

3% Normal Serum

In PBS Buffer

9. Combine reagents A and B (ABC Vector kit) for the next reaction. The reagents
A and B should mixed in PBS (or TBS) at least 30 min and at RT before the
incubation.

A 1:100 PBS B 1:100/ PBS

10. Rinse the slides with PBS 3 min X 3 times.

11. Incubate the slides with AB mix at RT for 1 hour.

12. Rinse the slides with PBS 3 min X 3 times.

13. Develop the slides with DAB at RT for 5-8 min (evaluate the level of staining at
the 4™ minute).

The developing DAB solution should be prepared as follow:

dH20 5ml
DAB Buffer 2 drops, mix very well
DAB Solution 4 drops, mix very well

Hydrogen Peroxide (H202)Solution 2 drops, mix very well
14. Stop the DAB reaction with dH20.
15. Rinse the slides with PBS 5 min X 3 times.

* CD3 - Second Staining (Alkaline Phospatase)

16. Incubate the slides with blocking solution at RT at least for 1 hour.
Normal Goat Serum (NGS) 3%
Triton 0.4%
In PBS Buffer
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17. Incubate the slides with primary antibody at 4 Celsius degree overnight.
Primary Antibody Rabbit Anti-human CD3 1:100

3% NGS

0.01% Triton

In PBS Buffer

18. Rinse slides with PBS 3 min X 3 times.

19. Incubate slides with secondary antibody at RT for 1 hour.
Biotinylated Goat anti Rabbit 1 : 200
3% Normal Serum
In PBS Buffer

20. Combine reagents A and B (ABC-AP KIT /VECTOR/AK-5000) for the next
reaction. The reagents A and B should mixed in PBS at least 30 min and at RT
before the incubation.

A 1:100/ PBS B 1:100/ PBS

21. Rinse the slides with PBS 3 min X 3 times.

22. Incubate the slides with ABC-AP mix at RT for 1 hour.

23. Rinse the slides with PBS 3 min X 3 times.

24. Develop the slides with Vector® Blue at RT for 30 min in the dark (evaluate the
level of staining at the 20" minute).

The developing Vector® Blue solution should be prepared as follow:
5 ml of 100 mM Tris-HCI, pH 8.2 buffer,
Add 2 drops of Reagent 1. Mix well.
Add 2 drops of Reagent 2. Mix well.
Add 2 drops of Reagent 3. Mix well.
25. Stop the Blue reaction with Buffer (PBS).
26. Rinse the slides with dH20 5 min X 2 times
27. Vector® Blue is partially soluble in xylene. Proceed to aqueous mounting: Use
an agueous-based mounting medium VectaMount ™ AQ (Cat. No.H-5501).

Store the slides in the dark at 4 degrees and Analyse as soon as be possible

Adapted by Andres Zea-Vera, MD.
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ANEXO

IV: CARACTERISTICAS DE LOS CASOS EVALUADOS POR
INMUNOHISTOQUIMICA PARA LOS MARCADORES CD3 Y FoxP3 EN
MUESTRAS PROVENIENTES DE AUTOPSIAS DE PACIENTES FALLECIDOS
POR INFECCIONES OPORTUNISTAS DEL SNC ASOCIADAS A SIDA.

, . .| NUumero No. Celulas
Caso Pal_s de | Diagnosti del Area | No. C+elulazs CD3'EoxP3"/
Origen co Bl (mm?2) CD3" /mm 2
oque mm

. A41/03-10 | 11,09 13,17 117
! India TBM " r41/035 | 13.62 1.32 007
2 India TC | A4L/04F | 11,98 12,19 067
. A46/01E | 1046 239 0
3 India CM " A26/01K | 11.29 14,97 0
. AGLE/00 | 14.72 17.66 136

4 | M ] ! !
ndia c A61 Q/00 | 16,40 6,65 0,30
. A69/03D | 850 27.40 435
> India Te AGO/03L | 8,82 85.19 10.66
. A74 H/02 | 10,03 21.84 3,49
6 India M "A7a P02 | 9.40 11,28 3.09
. A75/02D | 12.50 19,45 136
! India TC  A75/02H | 1498 12,01 174
. ATMI02 | 8.04 8.08 211
8 India M A7RI02 | 10,83 8.87 1.02
. AS500C | 7.72 570 013
9 India M Assi00Q | 1374 1,24 0
10 | India TBM | ABS/I03E | 5.41 15,36 185
11 | India TBM | M93/03D | 7,20 14,59 097
44660-42 | 7.11 41,19 4.64
12 | JHU15 | TC | 44660-44 | 7.26 148,63 854
44660-53 | 6.40 85.66 0
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45563-26 | 20,83 11,47 0
45563-28 | 21,59 9,08 0,74
13 JHU 65 CM 45563-34 | 9,98 49,92 3,01
45563-37 | 8,78 36,66 0
45563-38 | 2,81 19,60 2,85
45675-25 | 50,18 6,42 0
14 JHU 73 CM 45675-26 | 8,84 85,10 0
45675-28 | 20,36 19,01 0
45899-43 | 15,57 38,98 1,80
15 JHU 87 CM 45899-46 | 10,32 21,52 0,58
45899-49 | 8,34 10,44 0,12
46030-25 | 8,30 9,52 0,60
46030-27 | 11,36 5,90 1,06
16 JHUS9 e 46030-34 | 3,72 12,63 0,27
46030-36 | 14,64 7,44 0,20
46107-41 | 19,95 40,91 0,65
17 ]JHU 107 e 46107-45 | 13,28 57,36 4,44
46241-37 | 10,13 7,01 0,10
18 |JHU 120 CM 46241-46 | 24,87 40,13 2,01
46241-50 | 15,30 3,73 0,39
46324-52 | 15,51 9,93 2,39
19 AU 128 Te 46324-54 | 36,78 11,31 0,98
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ANEXO V: PORCENTAJE DE EXPRESION DE LAS FAMILIAS DEL TCR VB EN
TREG Y LTCD4" (CONVENCIONALES) EN 6 CASOS DE CRIPTOCOCOSIS
MENINGEA ASOCIADA A SIDA.

N137
Liquido Cefalorraquideo Sangre Periferica
LTCD4
LTCD4 LCR |Treg LCR PBMC Treg PBMC

VB1 3,51 3,56 2,77 2,78
VB2 11,28 8,98 6,14 8,28
VB3 3,12 4,91 4,24 4,72
V34 1,04 1,79 0,23 1,08
VB5.1 5,77 5,68 3,67 7,02
VB5.2 0,84 0,91 0,82 1,21
VB5.3 1,54 2 0,89 1,65
VB7.1 1,75 3,5 4,75 3,18
VB7.2 1,4 1,58 2,21 1,92
V38 5,35 5,59 4,88 5,35
VB9 6,47 5,72 3,23 4,43
VB11 1,29 2,73 1,3 14
VB12 2,26 2,08 1,83 2,87
V313.1 3,69 3,89 1,94 4,01
VB13.2 2,38 4,27 0,59 2,88
VB13.6 2,51 1,43 11,36 1,9
V14 2,35 2,16 2,36 2,22
VB16 0,76 0,76 0,95 2,55
VB17 4,75 5,09 3,12 5,03
VB18 1,47 1,58 3,6 2,44
V320 3,13 4,04 2,71 4,33
VB21.3 2,57 2,91 2,17 3,69
VB22 2,18 2,12 1,61 1,51
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|VB23 3,12 0,81 1,35 1,08

74,53 78,09 68,72 77,53
N146

Liquido Cefalorraquideo Sangre Periferica
LTCD4
LTCD4 LCR |Treg LCR PBMC Treg PBMC

VB1 2,2 3,84 3,22 2,82
VB2 9,2 8,99 10,23 10,33
VB3 2,96 2,32 3,41 2,9
VB4 2,43 2,09 0,35 0,4
VB5.1 8,56 6,52 8,21 7,63
VB5.2 0,74 1,05 0,84 1,57
VB5.3 1,05 1,16 0,92 1,31
VB7.1 2,21 1,68 2,38 1,59
VB7.2 1,77 1,91 3,77 3,86
V(8 5,44 6,52 5,61 5,57
VB9 1,62 2,21 3,43 3,59
VB11 0,77 0,83 3,39 3,02
VB12 1,84 5,55 2,3 2,83
V313.1 3,85 4,95 3,59 3,07
VB13.2 3,31 4,6 4,62 5,36
VB13.6 1,69 2,68 2,49 2,83
VB14 1,62 2,69 2,52 3,02
VB16 0,5 1,43 0,86 0,91
VB17 7,81 5,9 53 5,59
V318 2,15 1,86 4,88 4,77
V320 2,18 2,19 2,84 2,56
VB21.3 3,37 2,29 3,97 4,18
VB22 6,39 3,07 2,62 2,75
V323 0,53 1,15 1,25 1,86

74,19 77,48 83 84,32
N147

Liquido Cefalorraquideo Sangre Periferica
LTCD4
LTCD4 LCR |Treg LCR PBMC Treg PBMC

VB1 2,46 2,67 4,61 |ND
VB2 6,95 8,37 10,49 |ND
VB3 4,46 5,53 2,4/ND
V34 0,47 0,88 0|/ND
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VB5.1 6,71 7,53 5,81 |ND
VB5.2 0,8 3,28 1,46 |[ND
VB5.3 1 0,82 0,85 |ND
VB7.1 1,91 3,16 2,25|ND
VB7.2 0,12 0 3,92 ND
V38 4,51 4,62 5,61 |ND
VB9 2,5 2,77 2,25 |ND
VB11 2,45 0,57 5,73|ND
VB12 1,07 2,2 0,64 |ND
VB13.1 57 5,9 4,71 |ND
VB13.2 1,43 13 1,18 |ND
VB13.6 3,04 2,09 3,92|ND
VB14 1,79 1,69 1,81|ND
VB16 1,28 0,31 0,89 |ND
VB17 5,29 2,83 4,62 |ND
V318 2,73 2,08 4,53 |ND
V20 3,95 1,93 4,01 |ND
VB21.3 3,77 2,03 0,86 |ND
VB22 4,99 3,83 0,1|ND
VB23 0,28 0,23 0,7 ND

69,66 78,32 73,35 0
N160

Liquido Cefalorraquideo Sangre Periferica
LTCD4
LTCD4 LCR |Treg LCR PBMC Treg PBMC

VB1 5,74 3,2 2,79 2,75
VB2 18,14 14,02 10,63 11,34
VB3 1,43 2,17 3,22 2,22
VB4 14,83 2,62 2,33 2,06
VB5.1 10,21 9 5,99 8,78
VB5.2 1,26 0,79 1,66 1,81
VB5.3 1,43 1,24 1,42 1,08
VB7.1 12,32 1,24 2,7 2,59
VB7.2 1,09 0,79 0,96 0,61
VB8 4,49 4,84 5,24 5,06
VB9 2,62 1,85 5 5,66
VB11 0,14 0,59 1,59 1,28
VB12 1,39 2,91 1,66 1,58
VB13.1 4,35 5,65 3,4 3,63
VB13.2 4,22 3,66 1,89 2,04
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VB13.6 5,85 2,19 2,01 2,67
V314 4,73 3,26 3,2 3,75
VB16 0,19 0,74 2,23 1,07
VB17 5,24 59 4,79 5,23
VB18 3,71 1,84 2,29 4,81
V320 1,86 0,82 1,45 1,55
VB21.3 3,28 3,2 4,13 4,02
VB22 11,62 3,86 2,17 1,76
V323 0,82 0,53 0,63 1,13
120,96 76,91 73,38 78,48

N162

Liquido Cefalorraquideo Sangre Periferica
LTCD4
LTCD4 LCR |Treg LCR PBMC Treg PBMC

V31 5,31 16,07 5,29 11,39
VB2 10,8 18,87 8,74 10,8
VB3 5,52 2,35 5,8 3,7
VB4 ND ND 0,98 2,47
V[B5.1 9,69 11,67 2,59 12,29
VB5.2 1,28 0,86 1,49 0,9
VB5.3 1,25 0,88 1,63 3,7
VB7.1 3,25 2,05 2,29 2,47
VB7.2 ND ND 2,46 2,47
V38 4,84 6,47 7,52 10,87
VB9 2,9 3,42 5,93 9,2
VB11 0,87 2,5 2,18 0
VB12 1,32 1,54 2,45 6,31
VB13.1 1,67 1,85 2,21 0
VB313.2 ND ND 2,95 4,95
VB313.6 2,5 1,62 2,97 3,26
V314 1,95 2,5 1,17 1,85
VB16 1,03 0 1,86 1,84
VB17 7,34 2,56 4,66 5,52
V318 2,21 3,08 2,39 5,51
V320 2,05 2,2 3,92 4,66
VB21.3 2,41 6,6 4,06 6,33
V22 5,29 2,12 0,51 4,17
V323 0,44 0,85 2,64 6,33
73,92 90,06 78,69 120,99
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N163

Liquido Cefalorraquideo

Sangre Periferica

LTCD4
LTCD4 LCR |Treg LCR PBMC Treg PBMC
VB1 8,48 8,5 3,06 | ND
VP2 13,84 10,95 14,53 |ND
VB3 4,25 7,82 3,66 | ND
VR4 3,65 1,85 3,15|ND
VB5.1 8,19 13,93 3,21|ND
VpB5.2 1,77 3,85 3,35 |ND
VpB5.3 2,19 2,79 2,09 ND
VR7.1 2,66 1,12 2,62 |ND
VR7.2 2,54 2,78 1,89 ND
VB8 8,57 5,33 7,94|ND
VB9 5,43 5,61 3,46 |ND
VB 11 1,54 0,5 3,56 | ND
VB12 1,22 1,48 3,63|ND
VB13.1 3,05 1,78 5,63 ND
VB13.2 3,49 3,24 2,21|ND
VB13.6 6,5 3,56 3,85 |ND
VR14 3,42 6,53 2,37 ||ND
VB16 0,49 1,25 0,74|ND
VB17 5,21 12,14 5,15 ||ND
VB18 1,01 2,5 3,21|ND
VB20 8,38 7,5 2,92|ND
VB21.3 5,07 1,62 8,61/ ND
VB22 5,61 4,52 5,34|ND
VR23 1,43 0,4 0,56 |ND
107,99 111,55 96,74
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ANEXO VI: PROTOCOLO DE PURIFICACION DE LOS Treg
(CD3*CD4*CD25'CD127%™) DEL LCR.

Grupo: Virus Emergentes y Enfermedad Seccion: Perfil de marcadores de
Neuroinflamacion

Titulo: PURIFICACION DE LINFOCITOS T REGULADORES (Treg)

Aprobacion / Fecha : Noviembre 10 de 2011

Autor/Responsable Direccidn Control Calidad
[/ [/ [/
Nombre: Andrés Felipe Zea V | Nombre: Beatriz Parra Nombre:
Firma: Firma: Firma:
Fecha de Aplicacién: / / | Periodo Revisidn: / /
1. OBJETIVO

Purificar los linfocitos T reguladores (Treg) por separacion inmunomagnética de
linfocitos T reguladores CD4*CD25'CD127%™~ de liquido cefalorraquideo de
pacientes con infecciones oportunistas del sistema nervioso central asociadas
a SIDA.

2. EQUIPOSY MATERIALES
e Gradillas para tubos de 12 x75 mm

Tubos 12x75 mm de poliestireno transparentes con tapa

Micropipetas de 1-10 pl, 50-200 pl y 100-1000 pl.

Puntas para micropipetas estériles de 50-200 pl y 100-1000 pl.

Puntas para fluorocromos de baja retencién estériles de 1-10 uL

Centrifuga, Refrigerador y Cabina de flujo laminar

Pipetas y Puntas 50-200uL y 100-1000UlI

columnas MS

3. REACTIVOS
e CDA4'CD25'CD127-/- Regulatory T cell Isolation Kit (130-094-775)
e Buffer de purificacion:
Preparar PBS pH7.2 (sin calcio), BSA 0.5%, EDTA 2mM y degasificar.
e Tubos falcon 15mL
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e Columnas MS
4. PROCEDIMIENTO

Purificacion LT CD4" CD127-/-
1. Descongelar PBMCs (Acorde al SOP)
Cuantificar el numero total de PBMC y su viabilidad
Resuspender el pellet de células en 40uL de buffer por 10 células totales.
Adicionar 10uL de CD4*CD25'CD127-/- Biotinilado. (por ¢/10” células totales)
Incubar 15min (2-8°C)
Adicionar 30uL de buffer y 20uL de anti-Biotina (por ¢/10° células totales).
Mezclar e incubar 15min (2-8°C)
Lavar con 1-2mL de buffer (por ¢/10” células totales) y centrifugar a 300xg por 10
min (3.5-7mL buffer)
9. Resuspender en 500uL de buffer.
10.
Separacidon en columnas MS (Seleccion Negativa)
1. Purgar con 0.5mL la columna
2. Aplicar la suspension de celulas (500uL)
3. Recolectar las células que pasen a través de la columna (seleccion Negativa)
4. Lavar 3 veces con 0.5mL de buffer
5.
Purificacion de Treg (CD25")
1. Centrifugue a 300xg por 10 min a 10°C
Resuspender el pellet de células en 90uL de buffer por 107 células totales
Adicionar 10 uL de CD25 microbeadsl|
Mezcle e incube por 30 minutos (2-8°C)
Lavar con 1-2mL de buffer y centrifugar a 300xg por 10 min
Resuspender en 500uL de buffer.

NGk WN

SRR N

Seleccién Positiva LTCD4'CD127-/-CD25" con columna MS.
1. Purgar con 500uL de buffer
2. Aplicar las células en suspensién
3. Lavar la columna 3 veces con 500uL de buffer
4. Si se va a hacer un segundo round se debe adicionar 1mL directamente a la columna
#1(alejada del magneto) sobre la columna #2

5. REFERENCIAS

1. https://lwww.miltenyibiotec.com/~/media/Images/Products/Import/0001600/I
MO0001692.ashx
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Depletion of non-CD4"cells
re re

Magnetic labeling of CD2

“Q CD25-PE-positive cells ane

labeled with Anti-PE Microl

ANEXO VII: PROTOCOLO DE EXPANSION DE TREG DEL LCR

SOP No. 00 Pagina 198 de 201
Grupo: Virus Emergentes y Enfermedad Seccidn: Perfil de marcadores de
Neuroinflamacion

Titulo: EXPANSION DE LINFOCITOS T REGULADORES (Treg) EN CULTIVO
Aprobacion / Fecha : —------- - oo oo
Autor/Responsable Direccion Control Calidad
/[ / /[ / /[ /
Nombre: Andrés Felipe Zea V | Nombre: Beatriz Parra Nombre:
Firma: Firma: Firma:
Fecha de Aplicacion: /] |Periodo Revision: /]
1. OBJETIVO

Aumentar la cantidad de linfocitos Treg del LCR para evaluar su potencial proliferativo en
el foco de la patologia oportunista (LCR) asociada al VIH/SIDA.

2. EQUIPOSY MATERIALES

Tubos falcon 15mL

Pipetas y Puntas 50-200uL y 100-1000UlI

Gradillas para tubos de 12 x75 mm

Tubos 12x75 mm de poliestireno transparentes con tapa
Micropipetas de 1-10 pl, 50-200 pl y 100-1000 pl.

Puntas para micropipetas estériles de 50-200 pl y 100-1000 pl.
Puntas para fluorocromos de baja retencion estériles de 1-10 uL
Centrifuga, Refrigerador y Cabina de flujo lamina
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e Cajas de cultivo de 96 pozos fondo redondo

REACTIVOS

Culture Medium RPMI 1640

2mM L-glutamine

Suero fetal Bovino

penicillin/streptomycin

Dynabeads® Human Treg Expander Cat. no. 111.29D
riL-2 Gibco® PHC0021

e 6 o o o o 00

4. PROCEDIMIENTO
Protocolo de Expansion de Treg humanas
Dia 0:
1. Se debe iniciar con 10° células (por pozo de placa de 96)
2. Cultivar en un plato de 96 pozos de fondo redondo
3. Adicionar 20 pl de Dynabeads Human Treg Expander en una relacion de 4 perlas
por cada Treg como se muestra en la Tabla 1.
4. Adicionar 500-1000 U/ml rIL-2 (Gibco PHCO0021) tener en cuenta que
1ug=16000U

Dia 3-4:
Resuspender y dividir a la mitad o las veces que sea necesario segun el recuento celular y
adicionar medio de cultivo fresco con IL-2 a una concentracién de 500-1000 U/ml
Dia 5-7:
Dividir el cultivo cuando lo necesite. Examinar el cultivo diariamente. Contar las celulas al
menos 2 veces a la semana. Cuando la densidad exceda 2 x 106 cells/ml o el medio se torne
amarillo se debe dividir el cultivo a una densidad de 0.5-1.0 x 106 cells/ml.
Dia 8:
Remueva las Dynabeads por resuspension de las células en medio de cultivo (sin IL-2) y el
paso por un magneto por 1-2 minutos (Puede ser el MCP-1 disponible en el laboratorio).
Centrifugue el sobrenadante resuspenda en medio de cultivo nuevo con 100 U/ml rIL-2.
Divida el cultivo cuando sea necesario para obtener la cantidad de células que necesita.
Cultive hasta por 21-24 dias.

5. BIBLIOGRAFIA.
http://www.b2b.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and  Services/Applications/Cell-
and-Tissue-Analysis/Cell-Isolation-and-Expansion/Dynabeads-Regulatory-CD4-CD25-T-

Cell- Kit.html#expansion.
Table 1
Volume/Number |1 x 10° 1x 106
of Treg Cells Treg Cells Treg Cells

Type of Culture | Per well in 96-well | Per well in 24-well
tissue culture plate | tissue culture plate
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Dynabeads Treg |20 pl 200 pl
Expander
ri-2 500 U/ml rIL-2 500 U/ml rIL-2
Seeding Volume 1100 I 1ml

(medium)



http://www.b2b.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and%20%20Services/Applications/Cell-and-Tissue-Analysis/Cell-Isolation-and-Expansion/Dynabeads-Regulatory-CD4-CD25-T-Cell-Kit.html#expansion
http://www.b2b.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and%20%20Services/Applications/Cell-and-Tissue-Analysis/Cell-Isolation-and-Expansion/Dynabeads-Regulatory-CD4-CD25-T-Cell-Kit.html#expansion
http://www.b2b.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and%20%20Services/Applications/Cell-and-Tissue-Analysis/Cell-Isolation-and-Expansion/Dynabeads-Regulatory-CD4-CD25-T-Cell-Kit.html#expansion
http://www.b2b.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and%20%20Services/Applications/Cell-and-Tissue-Analysis/Cell-Isolation-and-Expansion/Dynabeads-Regulatory-CD4-CD25-T-Cell-Kit.html#expansion
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ANEXO VIII: PROTOCOLO DE TINCION CON CFSE PARA EVALUACION DE
LA PROLIFERACION CELULAR

Nota: Protocolo optimizado por Carlos A. Garcia-Santana M.D., Ph.D
1. OBJETIVO

Evaluar en los linfocitos T (CD4 o CD8) la perdida de la intensidad de la
fluorescencia del CFSE (carboxi-fluorescein diacetato succinimidil ester) por
citometria de flujo después de la estimulacién del CD3/CD28.

2. PROCEDIMIENTO

e Diluir CFSE: Preparar 2.5 ul CFSE Stock sol (5 mM in DMSO*) to 20 ml
PBS (fresh)

e Lavar las células (1 to 20 millon) dos veces en PBS (no suero) (1500 rpm 5
min RT)

e Adicionar 500 ul PBS y mezclar

e Dejar 1 million de celulas en un tubo para un control sin tincion.

e Adicionar 500 ul de CFSE diluido a 500 ul de suspension celular (1- 20
million cells)

e Incubar las celulas a temperature ambiente (RT) por 5 minutes. (Respetar el

tiempo es importante.)

Adicionar igual volumen de SFB frio(1 ml)

Incubar por 1 min at 4°C

Adicionar 10 ml de PBS Frio a las celulas.

Centrifugar at 1500 rpm for 5 min, RT

Resuspender en medio de cultivo completo.

Contar en caAmara de newbauer y evaluar la viabilidad ajustando a 1 x 10°%

ml en medio completo.

* El CFSE se disuelve en DMSO y se congelan alicuotas a su decision. Las
alicuotas solo se utilizan para los experimentos del dia.

Carlos GS

Carlos A. Garcia-Santana M.D., Ph.D.
Staff Advanced Research Scientist
Beckman Coulter, Inc.
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