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ABREVIATURAS  

ADN:  Ácido  desoxirribonucleico  

ADNc:  ADN  complementario  

Agp24:  Antígeno  p24  

ARL:  Agente  Reactivador  de  la  Latencia  

ARN:  Ácido  Ribonucleico  

Bry:  Briostatina  

CBA:  Cytometric  Bead  Array  

CCR5:  Virus  CCR5  trópico  

CD4+  t:  Células  T  CD4+  totales  

CEIC:  Comité  Ético  de  Investigación  Clínica  

CRD:  Dominio  de  reconocimiento  de  carbohidratos,  del  inglés  Carbohidrate  Recognition  Domain  

CTL:  Linfocitos  T  citotóxicos,  del  inglés  Cytotoxic  T  Lymphocytes  

CTLA-‐4:  Antígeno  4  del  Linfocito  T  citotóxico,  del  inglés  Cytotoxic  T-‐Lymphocyte  Antigen  4  

CV:  Carga  Viral  

CXCR4:  Virus  CXCR4  trópico  

DMSO:  Dimetilsulfóxido  

EDTA:  Ácido  etilendiamino  tetraacético,  del  inglés  ethylenediaminetetraacetic  acid  

ELISA:  Ensayo  por  inmunoabsorción  ligado  a  enzimas,  del  inglés  Enzyme-‐Linked  Immunosorbent  

Assay  

Gal:  Galectina  

GALT:  Tejido   linfático  asociado  al   tracto  gastrointestinal,  del   inglés  Gut-‐Associated  Lymphoid  

Tissue  

GFP:  Proteína  verde  fluorescente,  del  inglés  Green  Fluorescent  Protein  

HDAC:  Inhibidores  de  las  histonas  desacetilasas  

IFN:  Interferon  

IgSF:  Superfamilia  de  la  Inmunoglobulinas  

IgV:  Dominio  variable  

IL:  Interleuquina  

LAG-‐3:  Gen  3  de  activación  de  linfocitos,  del  inglés  Lymphocyte-‐activation  gene  3  

LCR:  Líquido  cefalorraquídeo    

Log:  Logaritmo  

LTR:  Repetición  terminal  larga,  del  inglés  Long  Terminal  Repeat  

Min:  Minutos  
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mL:  Mililitros  

MVC:  Maraviroc  

NFAT:  Factor  nuclear  de  células  T  activadas,  del  inglés  nuclear  factor  of  activated  T  cells  

NF-‐κB:  Factor  nuclear  kappaB,  del  inglés  Nuclear  Factor  KappaB  

ng:  Nanogramo  

NK:  Célula  Natural  Killer  

nM:  Nanomolar  

PBMC:  Células  mononucleares  de  sangre  periférica,  del   inglés  Peripheral  Blood  Mononuclear  

Cells  

PBS:  Tampón  fosfato  salino,  del  inglés  Phosphate  Saline  Buffer  

PCR:  Reacción  en  cadena  de  la  polimerasa,  del  inglés  Polymerase  Chain  Reaction  

PD-‐1:  Molécula  de  muerte  programada  

pg:  Picogramo  

PHA:  Fitohematoglutinina,  del  inglés  Phitohemaglutinin  

PKC:  Proteína  quinasa  C  

PMA:  Éster  de  forbol,  del  inglés  Phorbol  Myristate  Acetate  

RMD:  Romidepsina  

RPMI:  Medio  Roswell  Park  Memorial  Institute,  del  inglés,  Roswell  Park  Memorial  Institute  medium  

SNC:  Sistema  Nervioso  Central  

TAR:  Terapia  antirretroviral  

TIGIT:    Inmunorreceptor  de  células  T  con  dominios  Ig  e  ITIM  

TIM-‐3:  Proteína  3  que  contiene  el  dominio  de  la  mucina  y  el  dominio  inmunoglobulina  de  los  

linfocitos  T  

TNC:  Tunicamicina  

TNF:  Factor  de  necrosis  tumoral,  del  inglés  Tumor  Necrosis  Factor  

VIH:  Virus  de  la  Inmunodeficiencia  Humana  

Vor:  Vorinostat  

VPA:  Ácido  Valproico  

mg:  Microgramo  

μL:  Microlitro  
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1. OBSTÁCULOS  PARA  LA  ERRADICACIÓN  DEL  VIH

1.1.   El   virus   de   la   inmunodeficiencia   humana.   Agente   etiológico   del   síndrome   de  

inmunodeficiencia  adquirida  

El   virus   de   la   inmunodeficiencia   humana   (VIH)   es   el   agente   causal   del   síndrome   de  

inmunodeficiencia  adquirida  (SIDA).  Es  un  virus  que  pertenece  a  la  familia  de  los  retrovirus  

humanos  (familia  Retroviridae),  dentro  de  la  subfamilia  Lentivirus.    

En   1981,   en   Estados   Unidos   se   diagnosticaron   cinco   casos   de   neumonía   producida   por  

Pneumocystis  carinii  y  poco  después  se  detectaron  casos  de  sarcoma  Kaposi  o  candidiasis  

de  las  mucosas,  siempre  en  homosexuales  aparentemente  sanos.  Todas  estas  infecciones  

estaban  asociadas  a  una  inmunodeficiencia  severa  (1,2).  Pero  no  fue  hasta  1983,  en  Francia,  

cuando  se  aisló  el  virus  y  se   le   identificó  como  agente  causal  del  sida  por  el  grupo  de   los  

Dres.  Luc  Montagnier  y  Françoise  Barré-‐Sinoussi  (3).  

Se  han  identificado  2  tipos  de  VIH:  VIH-‐1  (3),  la  causa  más  frecuente  de  SIDA  en  el  mundo,  y  

VIH-‐2  (4),  que  difiere  en  su  estructura  genómica  y  antigenicidad,  de  menor  patogenicidad  y  

localizado  principalmente  en  África  occidental  (5)  (Figura  1).  

Figura  1.  Genoma  VIH.  A)VIH-‐1.  B)VIH-‐2.  Adaptado  de  (6)  

Se  trata  de  un  virus  con  envoltura  icosaédrica,  que  contiene  dos  cadenas  idénticas  de  ARN  

(ácido   ribonucleico)   dentro   de   un   núcleo   de   proteínas   víricas   y   rodeadas   de   una   capa  

fosfolipídica  derivada  de  la  membrana  de  la  célula  anfitriona,  pero  que  incluye  proteínas  de  
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membrana  codificadas  por  el  virus.  Los  genes  que  codifican  las  proteínas  virales  se  dividen  

en  (1)  genes  estructurales  que  son:  el  gen  env  que  codifica  las  glicoproteínas  de  la  envuelta  

(gp120  que  permite   la   inserción  al  unirse  con  el  receptor  CD4  y  CCR5/CXCR4  y  gp41  que  

permite  la  fusión  y  penetración  en  las  células  del  sistema  inmune),  el  gen  gag  codifica  las  

proteínas   de   la  matriz   y   la   proteína   p24   de   la   cápside   y   el   gen   pol   codifica   las   enzimas  

responsables  de  la  transcripción  inversa,  integración  y  el  procesamiento  de  los  precursores  

proteicos  y  (2)  genes  reguladores  que  son  tat,  rev,  nef,  vif,  vpr,  y  vpu  los  cuales  participan  

en  la  regulación  de  la  expresión  génica  (7).  Estos  9  genes  imprescindibles  para  el  ciclo  de  

replicación  vírica  se  encuentran  flanqueados  por  las  LTR  (repeticiones  terminales  largas,  del  

inglés  Long  Terminal  Repeat)  (Tabla  1).  

Tabla  1.  Genes  de  VIH-‐1.  Adaptado  de  Guía  práctica  del  SIDA  2013.  
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El   ciclo   biológico   del   VIH-‐1   se   divide   en   una   etapa   temprana   y   una   etapa   tardía,   que  

contienen   una   serie   de   puntos   importantes   que   pueden   ser   usados   como   blancos  

potenciales   para   la   acción   terapéutica.   La   fase   temprana   comienza   con   la   unión   de   la  

partícula  viral  a  la  superficie  celular,  su  fusión  e  internalización.  El  provirus  integrado  puede  

permanecer   en   estado   de   latencia   dentro   del   genoma   celular   mediante   factores   tanto  

virales  como  celulares  o  puede  iniciar   la  expresión  viral.  La  fase  tardía  del  ciclo  comienza  

con  la  transcripción  del  ADN  integrado  que  requiere  la  activación  de  la  célula  infectada.  El  

ciclo  finaliza  con  la  liberación  de  nuevos  viriones  (Figura  2).  

Figura  2.  Ciclo  biológico  VIH.  (8)  
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1.2.  Importancia  epidemiológica  de  la  infección  por  el  VIH-‐1  

En  el  mundo  y  en  España,  la  infección  por  VIH-‐1  constituye  un  problema  sanitario  de  gran  

importancia  debido  a  diferentes  motivos:  1)  Es  un  problema  de  Salud  Pública,  por  tratarse  

de  una  enfermedad  transmisible  que  afecta  a  personas  previamente  sanas,  2)  En  España,  

afecta   a   más   de   150.000   personas   y   el   número   de   personas   sigue   aumentando  

(aproximadamente   4.000   diagnósticos   nuevos   al   año),   3)   La   mortalidad   sigue   siendo  

significativa  (2%  al  año),  4)  Aunque  la  medicación  utilizada  es  altamente  efectiva  no  está  

exenta   de   problemas   importantes   (toxicidad,   resistencias,   adherencia),   5)   La   carga  

económica   asociada   a   la   enfermedad   es   muy   elevada,   con   un   presupuesto   global   para  

afrontar  este  problema  de  hoy  a  2031  estimado  en  397-‐727  billones  de  dólares  americanos.  

El  programa  Conjunto  de  las  Naciones  Unidas  sobre  el  VIH-‐1/SIDA  (ONUSIDA)  estima  que,  

en  el  2017,  el  número   total  de  personas  en  el  mundo  viviendo  con  el  VIH-‐1  era  de  36,9  

millones  (31,1–43,9  millones),  además  se  ha  dado  1,8  millones  (1,4–2,4  millones)  de  nuevos  

casos  de  infección  por  el  VIH-‐1  (9).  

Debido  a  estos  motivos  desde  hace  años  se  plantea  la  búsqueda  de  métodos  curativos  de  la  

infección  por  VIH-‐1.  Sin  embargo,  desde  la  introducción  de  los  tratamientos  de  alta  eficacia  

en   1996,   la   demostración   de   un   reservorio   de   células   latentemente   infectadas   por   VIH  

cuestionó  esta  posibilidad.  Hoy  se  admite  que  los  principales  obstáculos  para  la  erradicación  

del   VIH-‐1   incluyen   (1)   replicación   residual,   (2)   reservorios   anatómicos,   (3)   reservorios  

celulares  latentemente  infectados  y  (4)  agotamiento  inmunológico.  

1.3.  Replicación  residual  del  VIH-‐1  

El   TAR   (tratamiento   antirretroviral   de   alta   eficacia)   es   altamente   efectivo   en   cuanto   al  

control  de  la  replicación  vírica,  pero  es  ineficaz  en  la  eliminación  de  las  células  infectadas  

que   contienen   VIH-‐1   latente.   La   persistencia   viral   se   produce   tras   un   tratamiento  

inicialmente  exitoso    donde  los  pacientes  tratados  presentan  unos  niveles  indetectables  de  

ARN   viral   (≤50   copias  ARN  de  VIH-‐1/mL)   (9).      Estos   niveles   de   viremia  no  provocan  una  

resistencia  a  los  fármacos  ni  el  fracaso  del  TAR.  Sin  embargo,  la  indetectabilidad  de  la  carga  

viral   plasmática   no   impide   que   pueda   haber   replicación   vírica   persistente,  
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fundamentalmente  en  lugares  extraplasmáticos,  en  tejidos,  lo  que  constituiría  un  obstáculo  

para  la  erradicación  del  VIH-‐1  (10).  Además,  la  supresión  a  largo  plazo  de  la  replicación  del  

VIH-‐1  no  impide  que  persistan  ciertas  anomalías  inmunológicas,  como  un  alto  número  de  

linfocitos  T  activados  y  quizás  disfuncionales  (11).  

El  VIH-‐1  se  replica  rápidamente  en  individuos  infectados.  La  mayor  parte  de  esta  replicación  

vírica  tiene  lugar  en  los  linfocitos  T  CD4+  activados  de  sangre  periférica  y  en  el  tejido  linfoide.  

Se  han  observado  3  fases  en  pacientes  tratados  con  potentes  combinaciones  de  fármacos  

antirretrovirales:  una  primera  fase  donde  se  produce  una  disminución  de  la  productividad  

de  las  células  infectadas,  a  continuación,  una  disminución  de  las  células  de  larga  duración  

como  macrófagos  unidos  a  tejidos  y  finalmente  una  disminución  de  las  células  infectadas  

como  son  los  linfocitos  T  CD4+  en  reposo  (9).  

Se  ha  demostrado  que  existe  replicación  residual  tanto  en  las  células  latentes  como  en  las  

células  infectadas  que  se  encuentran  en  tejidos  donde  el  TAR  no  alcanza  concentraciones  

adecuadas.  En   la  mayoría  de   los  pacientes   tratados  correctamente  con  TAR,   se  detectan  

niveles  muy  bajos  de  ARN  viral   (con   límite  de  detección   inferior  a  1  copia/mL),  muy  por  

debajo  del  umbral  de  detección  de  las  técnicas  habitualmente  usadas  en  el  seguimiento  y  

que  define  la  carga  viral  indetectable  (<  20-‐50  copias  de  ARN  de  VIH-‐1/mL).  Este  bajo  nivel  

de  viremia  no  contribuye  al  desarrollo  de  resistencias  ni  al  fracaso  del  TAR,  pero  puede  ser  

señal  de  una  replicación  vírica  persistente  y  ser,  por  tanto,  un  obstáculo  adicional  para  la  

erradicación  del  VIH-‐1  (10).  

Además,  en  diferentes  estudios  se  ha  demostrado  que  el  virus  no  desarrolla  resistencia  a  

los   fármacos   antirretrovirales   ya   que   la   baja   concentración   de   estos   fármacos   en   los  

santuarios  anatómicos  no  es  suficiente  para  conferir  una  ventaja  competitiva  del  virus  (12).  

Sin  embargo,  es  importante  conseguir  una  farmacocinética  óptima  y  una  distribución  de  los  

fármacos  antirretrovirales  en  zonas  donde  no  se  alcanzan  concentraciones  óptimas  para  

conseguir  suprimir  la  replicación  viral  y  preservar  la  función  inmune.    

Actualmente  no  se  conoce  el  origen  del  virus  detectable.  Podría  proceder  de  los  reservorios  

donde  el  virus  permanece  de  forma  latente    o  bien  de  la  replicación  residual  no  suprimida  

por  TAR  (13).    
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1.4.  Santuarios  anatómicos  

Los   principales   santuarios   anatómicos   de   células   infectadas   son   el   tejido   linfoide:   tracto  

genital  y  GALT  (Tejido  Linfoide  Asociado  al  Tracto  gastrointestinal)  y  órganos  no  linfoides  

como  son  el  SNC  (Sistema  Nervioso  Central)  y  los  riñones  (Figura  3).  

Figura  3.  Principales  santuarios  anatómicos  del  VIH-‐1  (14).  

El  VIH-‐1  infecta  principalmente  a  las  células  T  CD4+  y  células  de  la  línea  mieloide,  pero  es  

importante  considerar  que  las  células  T  CD4+  circulantes  comprenden  <2%  del  número  total  

de  linfocitos  (15).    Si  la  replicación  residual  del  VIH  persiste  en  pacientes  con  TAR  con  niveles  

de  virus  en  plasma  <20-‐50  copias/ml,  es  muy  probable  que  esto   involucre  reservorios  de  

tejidos  (16).  Los  santuarios  tisulares  que  presentan  una  baja  penetración  de  TAR  pueden  

provocar  una  propagación  viral  limitada  a  niveles  insuficientes  para  permitir  una  resistencia  

a  los  fármacos  (16).  Además,  existe  una  variación  en  la  distribución  de  los  subconjuntos  de  

células  T,  por   lo  que  cada  uno  de  estos  factores  puede  contribuir  a   la  complejidad  de   los  

reservorios  de  VIH  en  personas  con  TAR.  

GALT  representa  el  santuario  anatómico  más  importante  debido  a  que  es  uno  de  los  órganos  

linfoides  más  grande  del  cuerpo  y  presenta  el  60%  de  los  linfocitos  de  los  cuales  el  40%  son  

células  T  CD4+.  Además  es  uno  de  los  primeros  objetivos  de  la  infección  por  VIH-‐1,  siendo  

las  células  T  CD4+  de  la  mucosa  intestinal  más  susceptibles  a  la  infección  por  VIH-‐1  y  soportar  

niveles  más  altos  de  replicación  viral  (16–19).    En  el  intestino  la  alta  frecuencia  de  activación  
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celular  podrían  favorecer   la  replicación  viral  residual   incluso  después  del  TAR  durante  un  

tiempo  prolongado  (14).  

Las   células   T   CD4+   también   se   encuentran   en   los   ganglios   linfáticos   donde   hay   una  

concentración  de  VIH  mayor  que  en  la  sangre  periférica  (20).  

En  cuanto  al  SNC  el  virus  es  capaz  de  infectar  diferentes  tipos  de  células  como  astrocitos,  

células  neurales  fetales,  microglía  y  células  endoteliales  del  cerebro.  Se  ha  detectado  VIH-‐

ADN   (ácido   desoxirribonucleico)   y   ARN  en   el   cerebro   de   pacientes   con   y   sin   tratamiento  

localizado  principalmente   en  macrófagos,   células  microgliales   y   astrocitos   (16,21,22).   En  

varios   estudios   se   ha  observado  que   los   virus   presentes   en   el   cerebro   y   en   LCR   (líquido  

cefalorraquídeo)  presentan  mutaciones  de  resistencia  al  fármaco  que  no  se  encontraban  en  

la  sangre  (23,24).  

El  tracto  genital  masculino  y  femenino  podría  ser  un  reservorio   importante.  En  cuanto  al  

tracto   genital   masculino   se   ha   observado   que   infectan   diferentes   tipos   de   células   y   en  

algunos  de  estos  estudios  sugieren  la  compartimentación  viral  (25–27).  En  el  tracto  genital  

femenino  se  puede  detectar  virus  en  células  cervicales  y  en  secreciones  genitales  (28).  Al  

igual  que  en  el  tracto  genital  masculino,  en  el  femenino  se  sugiere  una  compartimentación  

de  las  poblaciones  virales  entre  la  sangre  y  los  órganos  genitales  femeninos  (29).  

También   se   ha   observado   la   importancia   como   potencial   reservorio   anatómico   de   los  

riñones,  los  pulmones  y  el  hígado  (30–32).  

El  principal  obstáculo  para  la  erradicación  de  VIH-‐1  en  los  reservorios  anatómicos  se  debe  a  

no  alcanzar  las  concentraciones  adecuadas  para  inhibir  la  replicación  viral,  dada  la  escasa  

penetración   de   los   fármacos   antirretrovirales.   Esto   podría   producir   una   replicación  

constante  a  pesar  de  las  concentraciones  indetectables  de  virus  en  sangre  periférica.  
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1.5.  Reservorio  celular  latente  

La   latencia   viral   es   un   estado   reversible   de   infección   no   productiva   de   las   células.   La  

integración  del  ADNc  (ADN  complementario)  viral  en  las  células  huésped  es  un  paso  esencial  

en  el  ciclo  de  vida  permitiendo  la  persistencia  de  los  genomas  virales  durante  la  vida  de  las  

células  infectadas  en  las  que  establece  un  estado  de  infección  latente  (33).  

El   reservorio   celular   latentemente   infectado   es   actualmente   el   principal   obstáculo   para  

lograr  la  erradicación  del  VIH.  El  reservorio  celular  está  compuesto  fundamentalmente  por  

células  T  CD4+  memoria  en  reposo  latentemente  infectadas  que  presentan  el  ADN  del  VIH-‐

1  integrado  y  transcripcionalmente  silente  (34,35).  Las  células  que  albergan  VIH-‐1  integrado  

son  las  células  T  CD4+  de  memoria  y  las  células  T  CD4+  de  memoria  transicional.  También  

parece  que  las  células  T  naïve  (células  que  nunca  han  estado  en  contacto  con  el  antígeno  

correspondiente)   y,   menos   probablemente,   las   células   progenitoras   multipotentes   en  

médula  ósea  podrían  formar  parte  del  reservorio  celular  latente.  Se  han  identificado,  por  

último,  las  llamadas  células  madre  de  memoria  T  que  representan  el  estadio  más  temprano  

y  de  mayor  duración  de  las  células  T  memoria.  Al  tener  características  similares  a  las  células  

madre,  el  VIH-‐1  puede  usar  su  maquinaria  para  generar  una  persistencia  viral  a  largo  plazo  

(36).    

Existen   otros   tipos   celulares   que   podrían   formar   parte   del   reservorio   como   son   los  

macrófagos   y   los   monocitos,   (35,37).   Diferentes   estudios   han   comprobado   que   los  

monocitos  activados/macrófagos,  después  de  las  células  T  CD4+  son  la  principal  fuente  de  

producción  de  viremia  residual,  durante  el  TAR  indefinido  (35,38,39).  
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Figura   4.   Contribución  de   los   subconjuntos   de   células  T   CD4+   al   reservorio   de  VIH-‐1   durante   TAR.  Los  
subconjuntos  de  células  T  CD4+  se  pueden  clasificar  según  su  diferenciación  y  estado  de  memoria  (arriba)  
o según   sus   funciones   efectoras   (abajo).   Los   marcadores   de   la   superficie   celular   y   la   producción   de
citocinas  específicas  pueden  usarse  para  identificar  cada  subconjunto  individual.  Se  indica  la  contribución
relativa  de  cada  subconjunto  al  reservorio  de  VIH-‐1  (40)

Las  células  latentemente  infectadas  no  son  reconocidas  por  el  sistema  inmune  al  no  tener  

ningún  marcador  que  lo  identifique  como  célula  infectada,  ya  que  presentan  una  mínima  

expresión  de  los  genes  VIH-‐1  o  de  sus  proteínas.  En  sangre  periférica,  aproximadamente  una  

de   cada  millón   de   células   T   CD4+   de  memoria   en   reposo   albergan   virus   con   replicación  

competente   (35)   Estos   niveles   son   probablemente   mayores   en   ciertos   tejidos   (41).  

Diferentes  estudios  concluyen  que  el  VIH-‐1  puede  utilizar  las  características  especiales  de  

estas  células  para  promover  la  persistencia  viral  a  largo  plazo  (36).  
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1.5.1.  Establecimiento  y  mantenimiento  de  la  latencia  

Una  de  las  hipótesis  de  cómo  se  establece  un  estado  de  latencia  se  basa  en  la  fisiología  de  

las   células   T   CD4+.   Las   células   T   CD4+   en   respuesta   al   antígeno   experimentan   una  

proliferación  y  diferenciación  celular  dando  lugar  a  células  efectoras.  Gran  parte  de  estas  

células   efectoras  mueren   rápidamente,   pero  un  pequeño   grupo   sobrevive   y   vuelve   a   un  

estado  G0  en  reposo,  persisten  como  células  de  memoria  que  son  susceptibles  a  la  infección  

por  VIH,  y  por  lo  general  mueren  como  resultado  de  los  efectos  citopáticos.  Sin  embargo,  

algunas  células  T  CD4+  activadas  pueden  infectarse  y  sobrevivir  un  tiempo  suficiente  para  

volver   a   un   estado   de   reposo.   En   estado   latente,   el   virus   persiste   simplemente   como  

información  en  forma  integrado  en  el  genoma  de  la  célula  y  por  lo  tanto  no  se  ve  afectado  

por  los  medicamentos  antirretrovirales  o  las  respuestas  inmunitarias  (33).  

Figura   5A.   Establecimiento   del   reservorio   latente.  Generación  de   las   células  T   CD4+   de  memoria.  Una  
fracción  de  las  células  T  CD4+  que  responden  a  un  antígeno  dado  sobrevive  y  vuelve  a  un  estado  de  reposo  
como  células  T  de  memoria  de  larga  duración.  (33).    
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Figura  5B.  Establecimiento  del  reservorio  latente.    Generación  de  células  infectadas  de  forma  latente.  La  
latencia   se  establece  cuando  las  células  T  CD4+  activadas  se  infectan  y   sobreviven  el   tiempo  suficiente  
para  volver  a  un  estado  de  memoria  en  reposo  que  no  es  permisivo  para  la  expresión  del  gen  viral.  (33).  

Sin  embargo,  si  la  célula  latentemente  infectada  se  activa,  esta  latencia  puede  revertirse  y  

comienza  el  ciclo  biológico  del  virus,  infectando  nuevas  células.  

La  transcripción  del  ADN  del  VIH  se  regula  por  las  mismas  vías  que  regulan  la  transcripción  

del  ADN  del  huésped.  Existen  3  mecanismos  para  el  mantenimiento  del  reservorio  celular  

latentemente  infectado:  

1. Por  niveles  insuficientes  de  factores  de  transcripción  del  huésped  como  PTEFB,  NF-‐

kB,  NFAT,  STAT5,  proteínas  Tat  viral  y  factores  del  hospedador  asociados  a  Tat  junto

con  la  presencia  de  reguladores  transcripcionales  negativos  como  homodímeros  NF-‐

kB1  (42)

2. Proliferación   homeostática.   En   la   activación   celular   se   liberan   diferentes

interleuquinas  que  favorecen  la  división  celular.  Tras   la  división,  una  de   las  células

entra   en   apoptosis   y   la   otra   que   contiene   el   provirus   en   su   genoma,   cumple   su
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función.   En   diferentes   estudios   se   muestra   que   las   células   con   expansión   clonal  

podrían  contener  virus  con  replicación  competente  (43,44).  

3. Reguladores   negativos   de   la   activación   de   células   T.   Diferentes   estudios   han

demostrado  que  células  con  los  receptores  en  superficie  PD-‐1,  CTLA-‐4,  TIGIT,  TIM-‐3,

LAG3,  CD160  y  CD2B4  tienen  más  probabilidad  de  estar  en  estado  de  latencia,  por

una  regulación  negativa  de  la  replicación  (45).

Una   vez   que   se   genera   el   reservorio   celular   latente,   el   provirus   se   queda   silenciado   en  

presencia  de  TAR,  pudiendo  recuperar  su  poder  replicativo  cuando  el  TAR  es  suspendido,  

produciendo  elevados  niveles  de  CV  (carga  viral)  en  plasma.  

1.6.  Agotamiento  inmunológico  

El  término  “agotamiento  inmunológico”  se  define  por  la  pérdida  de  funciones  efectoras  y  

capacidad   proliferativa   de   las   células   T   de   memoria.   Mediante   una   respuesta   inmune  

adaptativa,  las  células  T  naïve  se  activan  mediante  células  presentadoras  de  antígenos.  Esta  

activación  provoca  una  proliferación  y  una  adquisición  de  funciones  efectoras,  con  cambios  

en  el  fenotipo  de  superficie  que  reflejan  el  estado  de  activación.  La  activación  crónica  por  

antígenos   víricos   provoca   que   algunas   células   T   activadas   persistan,   pero   no   responden  

funcionalmente  a  la  estimulación  de  antígenos.  El  mecanismo  que  conduce  a  este  proceso,  

denominado  agotamiento  inmunológico,  no  se  conoce  (46).  

La  infección  por  VIH-‐1  provoca  una  disminución  de  la  función  citopática  de  las  células  T  CD8+,  

provocando   una   inadecuada   respuesta   por   anticuerpos   (47).   Además,   dado   que   los  

pacientes  con  TAR  a  largo  plazo  no  tienen  la  replicación  viral  suficiente  para  estimular  una  

fuerte   respuesta   de   células   T   CD8   CTL   (Linfocitos   T   citotóxicos,   del   inglés   Cytotoxic   T  

Lymphocytes)  específicas  frente  al  VIH-‐1,  los  mecanismos  celulares  para  la  eliminación  del  

virus  pueden  ser  insuficientes.  

Aunque  el  agotamiento  celular  puede  llevar  a  la  muerte  a  las  células  T,  la  función  efectora  

se  puede  revertir  (48).  
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Figura  6.  Progresión  de  células  T  naïve  a  células  T  agotadas.  Tras  la  activación  por  un  antígeno,  una  célula  
T  naïve  se  activa,  comienza  a  proliferar  y  adquiere  funciones  efectoras.  La  célula  activada  se  diferencia  en  
célula  T  de  memoria  efectora  con  potencial  citotóxico  y  funciones  efectoras  o  células  T  de  memoria  de  
larga   vida   con   funciones   efectoras   bajas,   pero   con   la   capacidad   de   proliferar   rápidamente   tras   la  
estimulación  repetida.  La  exposición  antigénica  persistente  y   la  activación  repetida  pueden  provocar  el  
agotamiento  de  las  células  T  efectoras  con  pérdida  de  las  funciones  efectoras  y  capacidad  proliferativa.  
Adaptado  de  (46).  

El  agotamiento  celular  viene  marcado  por   la  expresión  o  sobreexpresión  de  una  serie  de  

marcadores  celulares.  Los  más  conocidos  son:  PD-‐1,  CTLA-‐4,  LAG-‐3,  TIM-‐3  y  TIGIT.  

PD-‐1:  es  la  proteína  encargada  de  la  muerte  celular  programada.  Es  un  regulador  negativo,  

juega  un  papel  importante  en  el  equilibrio  entre  la  activación  de  las  células  T  y  la  tolerancia.  

Se   expresa   en   células   T   CD4+,   células   T   CD8+,   células  NK   y  monocitos   (49).   Se  une   a   los  

ligandos  PD-‐L1   expresados   en   células   presentadoras   de   antígenos,   células   T   y   células   no  

hematopoyéticas  y  PD-‐L2  en  células  dendríticas  y  macrófagos  (49).  Cuando  PD-‐1  se  une  a  

PDL-‐1  se  produce  una  señal  inhibitoria  en  los  receptores  antigénicos  dependientes,  por  lo  

que  se  impide  la  señal  necesaria  para  la  proliferación,  función  efectiva  y  la  replicación  del  

VIH-‐1  (14).  

CTLA-‐4:   es   un   regulador   negativo.   Los   estudios   sobre   el   papel   de  CTLA-‐4   en   infecciones  

crónicas  han  dado  diversos  resultados.  En  estudios  con  ratones,  CTLA-‐4  afectó  la  eliminación  

de   patógenos   como   Helicobacter   pylori   (50),   Leishmania   (51)   y   Trypanosoma   (52).   Sin  

Células'T'Naive
(CD45RA+CCR7+)

Falta/de/funciones/efectoras
Alta/capacidad/proliferativa

Células'T'activadas
(CD45RA+RO+CCR7+CD38+)
Células/proliferantes
Adquisición/de/funciones/
efectoras

Células'T'memoria'central
(CD45RO+CCR7+)

Funciones/efectoras/inferiores
Alta/capacidad/proliferativa

Células'T'efectoras'agotadas
(CD45RO+CCR7B?)

Pérdida/de/funciones/efectoras
como/la/secreción/de/citoquinas

Células'T'memoria'efectoras
(CD45RO+CCR7B)

Altas/funciones/efectoras/como/la/
secreción/de/citocinas/y/la/citotoxicidad

Activación/
Células/T

Supresión/viral

Infección/viral/crónica?
Activación/repetida?

CTLAB4

TIM
B3

PDB1

LAGB3

47



Introducción 

embargo  en  infecciones  de  ratones  con  el  virus  de  la  coriomeningitis,  se  demostró  que  CTLA-‐

4  no  estaba  involucrado  en  el  agotamiento  de  las  células  T  CD8+  (53).  

En   infecciones   por   VIH-‐1,   los   primeros   estudios   demostraron   que   CTLA-‐4   estaba   sobre-‐

expresada  en  las  células  T  CD4+  y  su  expresión  estaba  correlacionada  inversamente  con  el  

recuento  de  CD4+(54).  En  estudios  con  pacientes  infectados  con  VIH-‐1  en  diferentes  etapas  

de   la   infección,   CTLA-‐4   estaba   regulada   positivamente   en   las   células   CD4+   en   todas   las  

categorías  de  individuos,  excepto  en  los  controladores  de  élite,  pero  no  se  expresó  en  CTL  

específicos   de   VIH-‐1   (55).      La   expresión   de   CTLA-‐4   se   correlaciona   con   marcadores   de  

progresión   de   la   enfermedad,   directamente   con   la   carga   viral   e   indirectamente   con   el  

recuento  de  células  (56).  

LAG-‐3:   ligando   MHC   de   clase   II,   se   expresa   en   células   T   activadas   y   agotadas.   Se   ha  

demostrado  que  LAG-‐3   inhibe   los   flujos  de  calcio  asociados  con   la   señalización  de  TCR  y  

frena  la  producción  de  citoquinas  (57).  El  interés  de  LAG-‐3  creció  cuando  se  descubrió  que  

está  regulado  positivamente  en   las  células  T  CD8+  antivirales  durante   la   infección  crónica  

por  el  virus  de  la  coriomeningitis  linfocitaria  (LCMV)  y  está  asociado  con  la  coexpresión  de  

PD-‐1  (58).  Se  ha  demostrado  que  LAG-‐3  por  sí  sólo  no  puede  producir  el  agotamiento  de  las  

células  T,  pero  puede  cooperar  con  otros  receptores  inhibidores  influyendo  en  el  grado  de  

agotamiento  (59).  

TIGIT:  se  expresa  en  células  T  CD4+,  CD8+  y  células  NK.  Interviene  con  la  activación  inmune  

de   varias   maneras.   La   expresión   de   TIGIT   en   las   células   NK,   inhibe   la   citotoxicidad   al  

interrumpir  la  polarización  de  los  gránulos  citotóxicos,  además  puede  inhibir  la  producción  

de  IFN-‐γ  en  este  tipo  de  células.  Se  expresa  en  las  células  T  reguladoras  y  en  las  células  T  

memoria,  donde  aumenta  su  expresión  con  la  activación  (60).  La  expresión  de  TIGIT  en  las  

células  T  durante  la  infección  de  VIH-‐1  se  correlaciona  con  la  progresión  de  la  enfermedad  

(61).  

TIM-‐3:  proteína  3  que  contiene  el  dominio  de  la  mucina  y  el  dominio  inmunoglobulina  de  

los  linfocitos  T.  Nos  centraremos  en  esta  proteína  en  el  apartado  4  de  la  introducción.  
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Tabla  2.  Expresión  inhibitoria  del  receptor  en  numerosos  tipos  de  células  inmunes.  Expresión  y  función  
de   los  receptores   inhibidores  PD-‐1,  CTLA-‐4,  Tim-‐3,   LAG-‐3  y  TIGIT  en  células  T  CD4+  y  CD8+,   células  B  y  
células  NK.  (60)    

PD1 CTLA-‐4 TIM-‐3 LAG-‐3 TIGIT

Células  activadas  y  agotadas Expresadas  tras  activación Media  la  eliminación  de   Expresado  en  un  subconjunto   Expresado  en  células  T  reg    

Células  T  reguladoras Compite  con  la  señalización  de  CD28 las  células  activadas de  células  CD25-‐T  reg y  de  memoria.

Células  Th Crítico  para  la  función   La  expresión  aumenta  

de  las  células  T  regs con  la  activación

Células  activadas  y  agotadas Expresado  en  la  activación,  pero   Coexpresado  con  PD-‐1   Deterioro  de  la  función  en  las   Coexpresado  con  PD-‐1  en  VIH

Inhibe  funciones no  tan  alto  como  en  CD4  + en  VIH,  VHC  y  VHB células  T  CD8  agotadas  y  las   Se  correlaciona  con  la  progresión

Media  la  eliminación  de   células  T  antitumorales

células  activadas

Células  B  naive  de  memoria Expresión  en  células  B  activadas   No  expresado Expresión  en  células  B  activadas   No  expresado

y  en  reposo de  una  manera  dependiente  de  T de  una  manera  dependiente  de  T

Inhibe  la  activación

Expresado  en  un  subconjunto   Expresado  en  células  NK  IL-‐2 Expresado  en  células   Marcador  de  maduración   Expresado  en  células  NK  maduras  

de  células  NK  maduras  en NK  maduras   de  células  NK. inhibe  la  citotoxicidad

  individuos  con  HCMV,   Mejora  IFNg.     Suprime  la  citotoxicidad

Asociado  con  pérdida  de  función Puede  inhibir  la  citotoxicidad.

Células  T  CD8+

Células  B

Células  NK

Células  T  CD4+
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2. ESTRATEGIAS  PARA  LA  CURACIÓN

2.1.  Inicio  del  tratamiento  precoz  

Diferentes  estudios  han  puesto  de  manifiesto  la  importancia  del  inicio  del  TAR  durante  la  

infección   aguda   del   VIH-‐1   en   los   reservorios   y   persistencia   virales.   Entre   los   posibles  

beneficios  del  inicio  precoz  del  TAR  cabe  destacar  una  disminución  de  la  activación  de  las  

células  T,  así  como  una  reducción  en  los  reservorios  virales  (62).  

Uno  de  los  ejemplos  que  muestra  los  beneficios  logrados  tras  TAR  precoz  es  el  del  caso  de  

la  “niña  del  Mississippi”  infectada  por  el  VIH-‐1.  El  TAR  se  inició  a  las  30  horas  de  nacer  de  

una  madre  infectada,  se  consiguió  una  supresión  viral  de  27  meses  tras  la  suspensión  del  

TAR,  con  rebrote  posterior  (63).  Este  caso  sugiere  que  el  inicio  muy  temprano  de  TAR  daría  

lugar  a  una  curación  funcional.  

En  un  estudio  francés  perteneciente  a  la  cohorte  ANRS  EP47  VISCONTI  (64),  14  pacientes  

que   iniciaron   TAR   en   las   primeras   etapas   de   la   infección   aguda   lograron   una   curación  

funcional   después  de  una   interrupción  del   tratamiento  de  unos   seis   años   (denominados  

controladores   post-‐tratamiento).   Los   pacientes   presentan  un   tamaño  de   reservorio   viral  

extremadamente  pequeño  del  mismo  nivel  que  en  el  caso  de  los  controladores  de  élite.    

Sin  embargo,  existen  estudios  con  resultados  contradictorios  (65–67),  por  ejemplo,  en  uno  

de  ellos,  observaron  que  el  control  del  virus  después  de  la  interrupción  del  tratamiento  no  

era  duradero  en  la  mayoría  de  los  pacientes  tratados  durante  la  infección  aguda  (68).    

2.2.  Intensificación  del  TAR:  eliminación  de  la  replicación  persistente  

La   intensificación  del  TAR  consiste  en  aumentar   los  niveles  de   fármacos  antirretrovirales  

establecidos  o  añadir  agentes  más  potentes  lo  que  podría  ayudar  a  reducir  el  tamaño  del  

reservorio  celular.  El  objetivo  de  la  intensificación  del  TAR  es  logar  la  supresión  completa  de  

la  replicación  persistente  (42).  
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El  tratamiento  de  intensificación  no  ha  mostrado  reducir  el  tamaño  del  reservorio  VIH-‐1  o  

prevenir  el  rebrote  viral  tras  la  supresión  del  TAR,  pero  algunas  investigaciones  presentan  

resultados  muy  positivos  frente  a  eliminar  la  replicación.  Entre  los  fármacos  empleados  para  

este  fin  se  encuentra  el    inhibidor  de  la  integrasa  del  VIH-‐1  ratelgravir,    que  se  ha  visto  que  

podría   tener  efectos  beneficiosos  en   la  velocidad  de  eliminación  del   reservorio  de  VIH-‐1  

(69).  En  otros  estudios  se  mostró  la  acumulación  transitoria  del  ADN  episomal  con  2-‐LTRs,  

reducción  de  marcadores  de  activación  de  las  células  T  CD8+  y  la  reducción  de  ARN  viral  en  

el  íleon,  lo  que  sugiere  una  inhibición  de  la  replicación  vírica  (70–74).  

Otro   de   los   fármacos   estudiados   para   la   intensificación   del   TAR   es   el   antagonista   del  

correceptor   CCR5,  maraviroc   (75,76).   Se   observó  una   disminución   del   reservorio   celular  

latente   y   un   incremento   de   la   viremia   residual   tras   48   semanas   de   intensificación.  

Maraviroc,  además  de  ser  un  agente  antirretroviral,  presenta  actividad  antilatencia,  ya  que  

puede  unirse  al  receptor  CCR5  estimulando  la  cascada  de  señalización  intracelular  dando  

lugar  a  la  producción  el  factor  de  transcripción  NF-‐kB  y  a  la  transcripción  del  VIH-‐1  latente  

(77,78).  

Por  otro  lado,  TAR  podría  ser  incapaz  de  penetrar  por  completo  en  todos  los  tejidos  (79).  La  

persistencia  de  la  replicación  del  VIH-‐1  a  nivel  tisular  justifica  los  esfuerzos  para  optimizar  la  

administración  de  los  fármacos  con  el  fin  de  mejorar  la  penetración  en  los  diferentes  tejidos  

(80).  

2.3.  Eliminar  reservorios  anatómicos  

Eliminar  los  reservorios  anatómicos  como  estrategia  para  erradicar  el  VIH-‐1  no  ha  sido  de  

los  más  estudiados,  únicamente  el  SNC.  El  cerebro  actúa  como  un  reservorio  de  VIH  aislado  

e  independiente  del  resto  de  reservorios  durante  el  TAR  (12,81),  basándose  en  la  diferencia  

entre  las  secuencias  virales  en  plasma  y  LCR  (82).  Además,  la  penetración  de  los  fármacos  

antirretrovirales  es  escasa  en  el  SNC  (83),  por  lo  que  se  consigue  un  descenso  lento  de  los  

niveles  de  VIH  en  LCR,  sugiere  que  el  reservorio  de  VIH  a  nivel  cerebral  se  mantiene  debido  

a  los  macrófagos/microglía  y  no  tanto  por  las  células  T  CD4+  dado  el  bajo  nivel  de  este  tipo  

de  células  (84,85).  
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El  cerebro  es  uno  de  los  órganos  más  difíciles  de  estudiar  en  individuos  infectados  por  VIH-‐

1,  debido  a  la  disponibilidad  limitada  de  muestras.  Los  primates  no  humanos  siguen  siendo  

el  modelo  animal  más  representativo  y  mejor  caracterizado  para  la  neurogénesis  del  VIH-‐1  

hasta  la  fecha.  El  modelo  de  macaco  cola  de  cerdo  con  una  enfermedad  del  SNC  asociada  al  

SIV  proporciona  una  oportunidad  para   estudiar   y  desarrollar  marcadores   pronósticos   de  

trastornos   neurocognitivos   asociados   al   VIH-‐1   (86).   En   este   estudio   se   demostró   que   la  

compartimentalización  del  cerebro  como  reservorio  desarrollaba  daños  neurológicos,  y  tras  

la  administración  de  fármacos  antilantencia  (un  activador  de  PKC  y  un  inhibidor  de  histona  

desacetilasa),  originó  en  unos  de  los  animales  un  incremento  de  la  activación  inmune  en  el  

cerebro  (neopterina  y  CCL2),  un  incremento  de  marcadores  de  daño  neuronal  y  un  aumento  

de   la   carga   viral   en   plasma   y   LCR,   mientras   aun   recibía   TAR.   Además,   se   encontró   SIV  

transcrito  en  macrófagos  CD68  (posiblemente  células  de  la  microglía).  De  esta  manera  se  

confirmó  que  el  virus  podía  ser  reactivado  tanto  desde  el  plasma  como  desde  los  tejidos,  

incluido  el  cerebro.  Los  biomarcadores  de  los  trastornos  neurocognitivos  asociados  al  VIH-‐

1  son  útiles  para  predecir  el  desarrollo  de  esta  enfermedad  y   ser  utilizado  en  el  entorno  

clínico.  

La  evidencia  de  que  el  SNC  alberga  genoma  de  SIV  latente  después  de  recibir  TAR  a  largo  

plazo  muestra  el  papel  del  cerebro  como  un  potente  reservorio  viral,  que  debería  tenerse  

en   cuenta   a   la   hora  de   intentar  estrategias   curativas.   El   incremento  de   la   activación  del  

sistema  inmune  en  el  cerebro  podría  originar  una  reactivación  de  los  reservorios  latentes  

seguido  de  una  respuesta   inflamatoria  exacerbada  y  dañina   incluso  en  presencia  de  TAR.  

Teniendo   en   cuenta   que   el   SNC   presenta   macrófagos   con   replicación   competente  

persistente,  la  monitorización  de  la  activación  viral  en  LCR  y  la  viremia  residual  podría  ser  

clave  a  la  hora  de  aplicar  estrategias  de  erradicación  (81).  

2.4.  Trasplante  de  médula  ósea  y  terapia  génica  

La   terapia  génica  consiste  en  sustituir   las  células   infectadas  con  una  nueva  población  de  

células  resistentes  al  VIH-‐1.  Se  basa  en  el  éxito  obtenido  con  el  trasplante  de  médula  ósea  

de  un  donante  homocigótico  con  la  deleción  del  correceptor  CCR5  (CCR5Δ32).  Se  realizó  por  

primera  vez  en  un  paciente  conocido  como  “el  paciente  de  Berlín”,  en  el  que  se  consiguió  
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remisión  completa,  sin  rebrote  viral  desde  2007  en  ausencia  de  TAR.  Este  paciente  se  ha  

convertido  en  el  primer  ejemplo  de  erradicación  del  VIH-‐1  (87–89).    

Años  después  del  primer  caso  de  erradicación,  se  ha  logrado  reproducir  la  experiencia.  En  

un  estudio  reciente  (90),    se  ha  mostrado  que  la  remisión  del  VIH-‐1  puede  ser  posible  con  

un   enfoque  menos   agresivo   y   tóxico.   Un   paciente   infectado   con   VIH-‐1   se   sometió   a   un  

trasplante   alogénico   de   células   madre   hematopoyéticas   para   el   linfoma   de   Hodgkin  

utilizando  células  de  un  donante  CCR5Δ32/  Δ32.  El  TAR  se  interrumpió  16  meses  después  

del  trasplante  y  la  remisión  del  VIH-‐1  se  mantuvo  durante  otros  18  meses.  Las  células  T  CD4+  

aisladas   de   sangre   periférica   después   del   trasplante   no   expresaron   CCR5   y   solo   fueron  

susceptibles  al  virus  trópico  CXCR4  ex  vivo.  Sn  embargo  las  respuestas  de  las  células  T  CD8+  

específicas  de  VIH-‐1  se  perdieron  tras  el  trasplante,  mientras  que  las  respuestas  específicas  

de  citomegalovirus  si  se  detectaron.  Los  anticuerpos  específicos  del  VIH-‐1  cayeron  a  niveles  

comparables  a  los  del  paciente  de  Berlín.  Con  estos  resultados  es  prematuro  concluir  que  

este  paciente  se  ha  curado  tras  18  meses  de  la  interrupción  del  TAR,  pero  los  datos  sugieren  

que  un  solo   trasplante  de  células  hematopoyéticas  con  donante  CCR5Δ32  homocigóticas  

podría  lograr  la  remisión  del  VIH-‐1,  a  diferencia  del  paciente  de  Berlín  donde  se  realizó  dos  

trasplantes  de  células.    

Debido   al   éxito   de   esta   intervención,   se   empezó   a   realizar   diversos   estudios   de  

modificaciones  genéticas  en   las  células  propias  del  individuo  para  dotar  a  esas  células  de  

resistencia  frente  al  VIH-‐1.  Algunas  de  las  estrategias  son  la  supresión  del  gen  que  codifica  

el  receptor  CCR5  (91)  o  la  introducción  de  genes  que  codifican  proteínas  anti-‐VIH  (92).  Las  

nuevas  técnicas  buscan  inhibir  o  eliminar  la  expresión  de  CCR5  empleando  el  silenciamiento  

génico   de   CCR5  mediante   nucleasas   de   dedos   de   zinc   (ZFNs),      nucleasas   efectoras   con  

función  activador  de  transcripción  (TALENs,  transcription  activator-‐like  effector  nuclease)  y  

endonucleasas   celulares   (CRISPR-‐Cas9/   clustered   regularly   interspaced   short   palindromic  

repeats)  (93).  
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2.5.  Eliminar  el  reservorio  celular  latente.  Agentes  reactivadores  de  la  latencia  

El  objetivo  de   los  ARL  (Agente  Reactivador  de   la   latencia)  es  activar   la   replicación  viral  y  

producir  la  división  celular  en  las  células  latentemente  infectadas  y  constituye  uno  de  los  

principales   esfuerzos   para   la   erradicación   del   VIH.   Este   tipo   de   estrategia   se   denomina  

“activar  y  matar”  (“shock  and  kill”,  en  su  denominación  original  en  inglés).  La  primera  parte  

consiste   en   reactivar   las   células   latentemente   infectadas   mediante   ARL   (shock).   Esto  

supondría   una   liberación  de  nuevas  partículas   virales   y   una   expresión  de   antígenos  que  

serán  reconocidos  por  el  sistema  inmune  (kill)  (94)  (Figura  7).    

Figura  7.  Estrategia  “shock  and  kill”.  Adaptado  de  (94)  

Se   había   asumido   que,   tras   la   activación   celular,   la   respuesta   inmune   sería   lo  

suficientemente  potente  como  para  acabar  con  las  células  reactivadas.  De  manera  que  un  

contexto  de  reactivación  mediante  un  ARL  y  con  TAR,  las  partículas  virales  serían  eliminadas  

por  éste  y  las  células  reactivadas  eliminadas  por  la  respuesta  CTL.  Sin  embargo,  esto  no  es  

así  por  la  baja  potencia  inmunológica  (95).  

Existen  diferentes   tipos   de  ARL   cuyo  mecanismo  de   acción  puede   ser   por   varias  vías   de  

señalización  (Tabla  3).  

Los  HDAC  (inhibidores  de  las  histonas  desacetilasas)  se  han  estudiado  intensamente  como  

terapias   contra   el   cáncer,   por   lo   que   se   conoce   de   ellos   una   gran   variedad   de   sus  

propiedades  farmacológicas  y  toxicológicas.  El  primero  en  evaluarse  fue  el  ácido  valproico  
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(VPA),   con   el   que   observaron   que   en   pacientes   con   TAR   intensificada   se   producía   una  

disminución  significativa  de  células  T  CD4+  latentemente  infectadas  en  tres  de  cada  cuatro  

pacientes   (96).      Sin   embargo,   estudios   posteriores   contradecían   estos   resultados   (97),  

debido   a   que   VPA   es   un   HDAC   relativamente   débil.   Por   otro   lado,   con   Vorinostat   se  

demostró  que   fue   capaz  de   activar   la   transcripción  del   virus   latente   in   vitro      (11,98).   En  

cuanto  a  estudios  in  vivo  también  se  demostró  la  reactivación  del  virus  en  células  T  CD4+  de  

memoria   en   reposo   (99).      Sin   embargo,   existe   cierta   evidencia   de   que   después   de   la  

administración  de  vorinostat  in  vitro,  las  células  T  CD4+  en  reposo  que  producen  virus  no  se  

someten  al  proceso  de  apoptosis,  incluso  en  presencia  de  linfocitos  T  citotóxicos  (95).    Por  

lo  tanto,  la  reactivación  del  virus  por  los  inhibidores  de  la  HDAC  no  parece  suficiente  para  la  

eliminación  de  las  células  infectadas  y  sería  necesario  combinarlo  con  otras  estrategias.    

En   estudios   donde   han   combinado   inhibidores   de   HDAC   e   inhibidores   de   histona  

metiltransferasa  se  ha  visto  que  mejora  la  reactivación  del  virus  (100–102).  Sin  embargo,  la  

investigación  de  los  inhibidores  de  histona  metiltransferas  aún  se  encuentran  en  una  etapa  

preliminar.    

Los  activadores  de  la  proteína  quinasa  C  (PKC)  tienen  un  papel  importante  en  la  activación  

transcripcional  en  las  células  T.  La  activación  de  PKC  induce  la  activación  del  virus  latente  a  

través  de  las  vías  de  señalización  NF-‐kB  y  AP-‐1.  Los  más  conocidos  son  PMA,  Prostatina  y  

Briostatina-‐1.  Sin  embargo,  aunque  PMA  reactiva  el  virus  e  induce  la  liberación  de  citoquinas  

es  altamente  tóxico,  siendo  un  promotor  de  tumores,  y  por  lo  tanto  no  es  adecuado  para  su  

uso   en   clínica.   La   prostatina   induce   la   transcripción   del   VIH-‐1   latente   en   células  

mononucleares   de   sangre   periférica   en   individuos   infectados   con   TAR   (103,104).   La  

Briostatina-‐1  se  ha  demostrado  que  es  un  potente  reactivador  de  la  latencia  en  comparación  

con  otros  fármacos,  y  puede  ser  seguro  si  se  administra  a  pacientes  a  dosis  adecuadas  (105).  

Otros   reactivadores   de   latencia   importante   de  mencionar   es  Maraviroc,   antagonista   del  

receptor  de  quimioquinas  CCR5  que  a  su  vez  es  utilizado  por  el  VIH-‐1  como  correceptor  para  

su  entrada  a   la  célula.  Cuando  se  emplea  maraviroc  en  un  TAR  supresivo  se  observó  una  

caída  del  reservorio  celular,  un  aumento  de  la  viremia  plasmática  y  el  ADN  episomal  con  2-‐

LTRs  (78,106).  
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Sin   embargo,   la   potencia   de   los   fármacos   antilatencia   es   insuficiente   para   reducir   el  

reservorio.   En   los   ensayos   clínicos   llevados   a   cabo   en   humanos,   la   administración   de  

fármacos   aislados   no   tuvieron   efecto   en   la   frecuencia   de   las   células   infectadas   latentes  

(107,108).  
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Tabla  3.  Agentes  reactivadores  de  la  latencia.  Mecanismo  de  acción.  Adaptado  (74).  

Fármacos Mecanismo-de-acción Intensidad
Agentes'inductores'de'NF0κB
Anti0CD3/CD28 Activación'del'receptor'de'células'T ++++
TNF0α Activador'del'receptor'TNF ++
Prostatina,'PMA,'Briostatina,'Picolog Activador'de'la'proteína'C'Kinasa +++
Inhibidores'de'HDAC Acetilación'de'proteínas'no'histonas'e'histonas

HDAC'clase'1,'3',4'y'6'y'frenadores'del'ciclo'celular:'bajan'Myc'
y'suben'p21
Especies'reactivas'de'oxígeno:suben'apoptosis
Angiogénesis:'HIF'α,'VEGF'baja
Inmunidad'innata,'baja'citoquinas'proinflamatorias,'STAT'5'
hiperacetilación.

Romidepsina' Inhibidor'de'HDAC'1,'2,'4'y'6 +++

Panobinostat,'givinostat'y'belinostat Disminución'de'potencia:LBH589,
ITF2357,'PXD101,'SAHA,'VPA

+++

Inhibidores'Sirtuin
Acetilación'de'las'proteinas'no'histonas:'Tat'HIV,'RelA'p65,'
p53'y'FOXO3a

No'probado

Inhibidores'HMT
BIX001294 Inhibidor'de'G9a'(HEK9me2) ++
Chaetocin Inhibidor'de'SUV39H'(HEK9me3) ++
Moléculas'de'diferenciación'celular'y'pro0
apoptóticas

Bloqueo'de'las'uniones'TAT'para'pTEFb
Inhibe'el'dominio'bromo'del'lectro'BRD4,'reclutamiento'de'
HeK9ac,'H4k16ac
Disminuye'transcripción'myc
Aumenta'SIRT
Bloquea'MSM2
Transcripción'de'p53,'activación'de'la'caspasa

Disulfiram,'aphidicolin Aumento'del'estrés'oxidativo'y'apoptosis ++
HMBA,'dactinomicina,'aclarubicin'y'
cytarabine

P0TEF0b'liberado'asociado'con'RNAP'II'que'permite'elongación'
transcripcional

+

Moduladores'inmunes
Anti0PD1,'CTLA04,'anticuerpo'monoclonal'
TIM03

Bloqueo'de'los'receptores'de'regulación'negativa Anti0PD1'''''(ACTG'
5301)

Anticuerpo'monoclonal'anti'PD1'e'IL15 STAT5,'señalización'PI3k,'diferenciación'de'las'células'T'CD4+'
efectoras'de'memoria

No'probado

Vacuna'terapéutica'de'células'T'CD4+'y'
raltegravir

Reactivación'del'virus'en'células'CD4'antígeno0específico'
latentemente'infectadas'y'limitan'la'extensión'del'reservorio'
viral

No'probado

Combinación'sinérgica
Vorinostat'y'chaetocin,'Vorinostat'y'
prostatina

Inhibidor'de'HMT'e'inhibidor'HDAC.'Inductor'de'NF0κB'e'
inhibidor'de'HDAC'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''

+++

Inhibidor'de'HDAC'y'anti0PD1 Inhibidor'de'HDAc'y'anti0PD1'mAb Estudios'''''''''pre0
clínicos

Anticuerpo'monoclonal'anti'PD1'e'IL15,'
Raltegravir'y'peptidomimeticos

Diferenciación'de'las'células'T'CD4'efectoras'de'memoria.'
Inhibidor'de'la'integrasa.'LEDGF/p75

No'probado

Vorinostat

JQ1 +

Nutlin No'probado

++
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2.6.  Mejorar  el  agotamiento  inmunológico  

Como   se   ha   visto   en   diferentes   estudios   basados   en   la   estrategia   de   Shock   and   Kill,   la  

potencia   de   la   respuesta   CTL-‐VIH-‐1   específica   es   insuficiente   para   la   eliminación   de   las  

células  en   las  que  ha  sido  reactivado  el  virus   latente.  Esto  hace  que  se  tenga  que  buscar  

estrategias   que  mejoren   este   agotamiento   inmunológico.   Como   se   ha   comentado   en   el  

apartado  “1.6.  Agotamiento  inmunológico”,  existen  diferentes  receptores  que  resultan  ser  

marcadores   de   agotamiento   funcional.   En   diferentes   estudios   se   ha   comprobado   que  

bloqueando  estos  receptores  se  puede  mejorar  la  respuesta  CTL.  

En  estudios  in  vivo  con  el  virus  de  coriomeningitis  linfocítica  en  ratones,  se  bloqueó  la  vía  

PD-‐1:   PD-‐L1   y   este   bloqueo   condujo   a   un   aumento   en   el   número   y   funcionalidad  de   las  

células  T  CD8  especificas  del  virus  y  a  un  aumento  del  control  de   la   infección  (53).  Otros  

modelos  con  infección  viral  también  apoyaron  el  papel  importante  para  la  vía  PD-‐1:  PD-‐L1  

para  la  regulación  de  las  respuestas  de  las  células  T  antivirales  (109).  El  bloqueo  in  vitro  de  

PD-‐1:  PD-‐L1  revirtió  el  agotamiento  de  las  células  T  específicas  de  VHB  y  VHC  y  la  capacidad  

proliferativa   de   estas   células   T   mejoró   drásticamente   (110).   En   modelos   de   ratón  

humanizado  con  infección  de  VIH,  el  bloqueo  de  PD-‐1  redujo  considerablemente  la  carga  

viral  y  aumento  el  número  de  células  T  CD8  (111).  En  monos  infectados  por  SIV,  el  bloqueo  

de  PD-‐1  provocó  un  aumento  de  las  células  T  antivirales  en  sangre  y  en  el  intestino,  además  

de   aumentar   la   expresión   de   moléculas   efectoras   y   citoquinas   (112).   Debido   a   estos  

resultados,  se  sugiere  PD-‐1  como  un  importante  regulador  del  agotamiento  de  las  células  T  

durante  la  infección  crónica,  y  por  lo  tanto  un  importante  objetivo  terapéutico.    

Los   fármacos   que   bloquean   CTLA-‐4   ya   están   en   uso   en   pacientes   con   cáncer   (113).   Sin  

embargo,   el   uso   de   estos   fármacos   en   pacientes   infectados   con   VHC   o   VHB   se   ha   visto  

limitado  debido  a   lesiones  hepáticas  asociadas  con  la   inhibición  de  CTLA-‐4  (114),  pero  se  

observó  una  bajada  de  la  carga  viral  en  las  muestras  analizadas,  por  lo  que  se  requiere  más  

investigación  para  determinar  la  seguridad  del  bloqueo  de  CTLA-‐4  en  pacientes  infectados  

con  VHB  y  VHC.  

La  alta  expresión  de  CTLA-‐4  en  la  infección  por  VIH-‐1  se  correlaciona  con  una  progresión  de  

la  enfermedad  y  con  un  aumento  de  agotamiento  en  las  células    (55),  por  lo  que  el  bloqueo  
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de  CTLA-‐4  debería  mejorar  la  inmunidad  de  estos  pacientes.  CTLA-‐4  se  expresa  en  las  células  

T  CD4+  infectadas,  el  bloqueo  de  este  receptor  también  podría  aumentar  la  replicación  viral  

al  activar  las  células  T  infectadas  e  inducir  su  proliferación.  En  estudios  realizados  con  SIV,  

el  bloqueo  de  CTLA-‐4  durante  la  infección  aguda  aumentó  la  replicación  viral  en  la  mucosa  

y  provocó  un  aumento  en  la  expresión  de  factores  inmunosupresores,  lo  que  resultó  en  una  

inmunidad  anti-‐SIV  y  una  respuesta  pobre  a  la  vacunación  terapéutica  (115).  Sin  embargo,  

el  bloqueo  de  CTLA-‐4  en  infecciones  crónicas  fue  beneficioso,  reduciendo  la  carga  viral  y  la  

expresión  de  factores  inmunomoduladores  (112).  Por  lo  tanto,  es  importante  el  momento  

en  el  cual  se  realiza  el  bloqueo  de  CTLA-‐4,  siendo  en  este  caso,  más  positivo  en  una  infección  

crónica.   Se   necesita   investigar   profundamente   si   el   tratamiento   para   bloquear   CTLA-‐4  

aumenta   la  replicación  viral  en  pacientes  con  VIH  o  mejora   la   inmunidad,  controlando  la  

infección.  

El  bloqueo  único  de  PD-‐1  y  CTLA-‐4  ha  demostrado  una  actividad  antitumoral  en  diferentes  

tipos  de  neoplasias.  Sin  embargo,  los  pacientes  que  responden  bien  a  este  tratamiento  son  

pocos,  por   lo  que  es  necesario  mejorar  estas  opciones.  Debido  a  esto  se  plantea  realizar  

estudios  con  un  doble  bloqueo  de  estos  receptores.  Por  ejemplo,  en  el  cáncer  de  próstata,  

el   bloqueo   único   tiene   un   bajo   nivel   de   actividad,   por   lo   que   en   este   caso   un   bloqueo  

combinado  podría  mejorar  la  respuesta  (116).  

LAG-‐3,  miembro  de  la  superfamilia  de  inmunoglobulinas,  se  expresa  principalmente  en  las  

células   Th1   (59).   El   bloqueo   de   LAG-‐3   provoca   una   proliferación   de   las   células   T   y   un  

aumento   de   las   citocinas   Th1.   En   estudios   de   infección   por   LCMV,   LAG-‐3   se   expresa   en  

células  T  específicas  del  virus,  pero  la  inhibición  de  este  receptor  no  mejoró  la  función  de  

las  células  T  ni  disminuyó  la  carga  viral,  a  diferencia  de  PD-‐1  (59).  Sin  embargo,  el  bloqueo  

de   los   dos   receptores,   dio   como   resultado   una   mejora   sinérgica   de   las   células   T   CD8+  

especificas  del  virus  y  mejoro  el  control  viral  (58).  En  este  mismo  estudio  analizaron  la  carga  

viral  tras  el  bloqueo  de  los  receptores  de  forma  única  o  en  combinación  y  se  demostró  que  

un  bloqueo  combinado  disminuía  significativamente  la  carga  viral  y  con  una  mejora  de  las  

respuestas  de  las  células  T.    

La  expresión  de  TIGIT  en  células  T  en  la  infección  por  VIH  se  correlaciona  con  una  progresión  

en   la   enfermedad   y   células   agotadas.  Además,   la   frecuencia   de   células   T   CD4+   TIGIT+   se  
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correlaciona  con  el  contenido  de  ADN  del  VIH  en  las  células  T  CD4+.  En  cuanto  a  las  células  

T  CD8+  en  pacientes  con  VIH  coexpresan  PD-‐1  por  lo  que  inhibe  aún  más  la  funcionalidad  de  

las  células.  En  un  modelo  de  ratón  con  infección  crónica  por  VIH-‐1,  el  bloqueo  de  TIGIT  y  PD-‐

1  mejoró  la  respuestas  de  las  células  T  (61).  
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3. GALECTINAS

3.1.  Origen  de  las  Galectinas  

El  descubrimiento  de  las  galectinas  (Gal)  se  llevó  a  cabo  en  los  años  70  debido  a  numerosos  

estudios  de  embriogénesis  y  desarrollo.  Sin  embargo,  fueron    descritas  por  primera  vez  por  

Samuel  H  Barondes  en  el  año  1994  (117,118)  en  una  búsqueda  para  encontrar  proteínas  

que  descodificasen  complejos  de  glucanos  de  la  superficie  celular  (119).  En  su  inicio,  estas  

lectinas  fueron  descritas  como  proteínas  independientes  y  nombradas  de  diversas  formas  

en  base  a  su  función  y  su  descubrimiento  (electrolectina,  CLL-‐I  y  II,  L-‐14,  L-‐29,  L-‐31,  CBP35  

etc)   (120).   Estas   proteínas   pasaron   a   formar   parte   de   la   familia   de   las   galectinas   que  

conocemos  actualmente,  descritas  en  los  90,  que  abarca  desde  Gal-‐1  hasta  Gal-‐15,  y  que  

presentan  una  distribución  en  tres  subfamilias  (121).  Tiempo  después  se  demostró  que  las  

galectinas   se   sintetizan   como   proteínas   citosólicas,   residen   en   el   citosol   o   en   el   núcleo  

durante  gran  parte  de  su  vida  y  alcanzan  sus  ligandos  galactósidos,  después  de  una  secreción  

no  clásica  que  evita  el  complejo  de  Golgi  (122).  

Actualmente,   se   definen   las   galectinas   como   una   familia   de   proteínas   de   unión   a  

carbohidrato,  con  una  alta  afinidad  por  la  unión  de  polisacáridos  del  tipo  β-‐galactósido.  Se  

encuentran  dentro  de  la  familia  de  las  lectinas  de  tipo  “S”.  

3.2.  Estructura  y  tipos  

Las   galectinas   reconocen   específicamente   unidades   repetitivas   de   disacáridos   como   N-‐

acetillactosamina  (Galβ14-‐GlcNAc  o  LacNAc),  unidades  de  disacáridos  ramificados  del  tipo  

N-‐acetilgalactosamina   (GalNAc),   ambos   presentes   en   los   N-‐glicanos,   o   bien   otro   tipo   de  

formaciones   repetitivas   de   disacáridos   del   tipo   cadenas   de   poly-‐N-‐acetilactosamina  

presentes  en  N-‐  y  O-‐glicanos  (glicanos  unidos  a  proteínas  por  residuos  de  aspargina  o  de  

serina   respectivamente),   (123).   La   afinidad   de   unión   de   las   galectinas   a   este   tipo   de  

sacáridos  es  directamente  proporcional  a  la  cantidad  de  LacNAc  y  GalNAc  que  contengan  

los  N-‐glicanos  (123,124).  Estas  uniones  se  realizan  a  través  de  un  dominio  de  135  aa  y  15  

kDa  de  peso  molecular  (peso  variable  de  las  distintas  galectinas).  Este  dominio  altamente  

conservado  se  conoce  como  CRD  (Dominio  de  Reconocimiento  de  Carbohidratos,  del  inglés  
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Carbohidrate   recognition   domain).   Tiene   una   estructura   β-‐laminar   compuesta   por   11  

láminas  β  ligeramente  dobladas  y  situadas  de  forma  antiparalela,  5  de  ellas  forman  un  lado  

convexo  (F1-‐F5),  y  las  otras  6  un  lado  cóncavo  (S1-‐S6).  Es  ésta  última  la  parte  encargada  de  

unir  carbohidratos  (125,126).  

La  nomenclatura  de  las  galectinas  se  sistematizó  en  1994  (117).  El  primer  tipo  de  galectina  

recibió   el   nombre   de   Galectina-‐1   y   todos   los   demás   miembros   de   esta   familia   fueron  

numerados   consecutivamente   por   orden   de   descubrimiento.   En   la   siguiente   figura   se  

muestra  una  lista  de  las  galectinas    (122)  (Tabla  4).  

Tabla  4.  Distribución  de  galectinas  según  tejidos  y  especies.  Adaptado  (122).  

Según  su  número  de  CRD  y  su  organización,  las  galectinas  se  clasifican  en  tres  grupos:  

1.Galectinas   prototipo   (proto-‐type):   Galectinas   -‐1,-‐2,-‐5,-‐7,-‐10,-‐11,-‐13,-‐14   y   -‐15.   Estas

proteínas  presentan  un  solo  dominio  en  CRD  y  pueden   formar  homodimeros,   reconocen  

estructuras  simples  de  carbohidratos  disacáridos  (125).  

Galectina Distribucion/tisular/en/humanos/y/roedores Especies
Gal$1 Expresado.en.diferentes.tejidos..y.tipos.celulares Vertebrados
Gal$2 Tracto.gastrointestinal.y.placenta Pájaros.y.mamiferos

Gal$5 Pulmón,.riñon,.reticulocitos,.médula.ósea.y.eritrocitos Ratas
Gal$6 Tracto.gastrointestinal,.higado,.riñon,.bazo.y.corazón Ciertas.cepas.de.raton
Gal$7 Tracto.gastrointestinal,.piel.y.corazon.fetal Mamiferos
Gal$8 Higado,.riñon,.músculo.cardíaco,.pulmón.y.cerebro Vertebrados

Gal$10 Eosinófilos Primates,murciélagos
Gal$11 Mucosa.y.placenta Primates,.rumiantes
Gal$12 Tejido.adiposo Vertebrados
Gal$14 Eosinófilos Rumiantes
Gal$15 Útero Rumiantes

Gal$3

Gal$4

Gal$9

Vertebrados

Vertebrados

Intestino,.estomago,.células.epitelio.uterino,.paredes.vasos.
sanguineos,.hipocampo,.neuronas

Expresado.en.diferentes.tejidos..y.tipos.celulares,.
especiealmente.en.macrofagos.y.células.epiteliales

Vertebrados,.excepto.
pajaros

Linfocitos.T,.intestino,.higado,.células.epitelio.uterino,.
epidermis,.epitelio.esofágico
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2. Galectinas  de   tipo  quimérico  (quimera-‐type):  Gal-‐3.  Se  caracteriza  por   tener  un  solo

CRD  en  su  extremo  C-‐terminal  y  un  polipéptido  amino-‐terminal  rico  en  residuos  de  prolina,  

glicina  y  tirosina,  a  través  de  los  cuales  se  puede  formar  oligómeros  (125).  

3. Galectinas   con   repetición   tipo   tándem   (tandem-‐repeat):   Gal-‐4,-‐6,   -‐8,   -‐9   y   -‐12.   Se

caracterizan  por  la  presencia  de  dos  dominios  CRD  dentro  de  la  misma  cadena  polipeptídica,  

de   forma   que   presentan   una   estructura   bivalente,   aunque   cada   CRD   pueda   reconocer  

estructuras  sacarídicas  sutilmente  diferentes.  Los  dominios  CRD  se  conectan  por  dominios  

de   unión   (linker),   que   aunque   de   función   desconocida,   se   encuentran   ampliamente  

conservados   evolutivamente,   lo   que   sugiere   que   su   estructura   y   su   disposición   están  

íntimamente  ligados  al  correcto  funcionamiento  de  la  proteína  (125).  

Figura  8.  A)  Localización  y  secreción  subcelular.  Tipos  de  galectinas:  prototipo,  quimérica  y  repetición  en  
tándem.   Desde   el   citosol,   las   galectinas   pueden   translocarse   en   el   núcleo   o   en   vesículas   o   pueden  
acumularse  en  zonas  subcitosólicas.  Una  vez  en  el  espacio  extracelular  pueden  unirse  a  los  glicanos  de  la  
superficie.   B)   Actividad  de   unión  en   la   superficie   y   roles   biológicos.   Las   galectinas   secretadas   pueden  
unirse  a  la  superficie  celular  en  cis  o  en  trans  y  ejercer  una  variedad  de  funciones  (127).  

Todas  las  células  expresan  galectinas,  pero  el  patrón  de  expresión  varía  entre  los  tipos  de  

células  y  los  tejidos.  
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3.3.  Función  

Las  galectinas  son  proteínas  ampliamente  distribuidas  en   la  naturaleza,  y  se  expresan  en  

múltiples  órganos  y  tejidos,  por  lo  que  cumplen  funciones  fisiológicas  esenciales  (125,126).  

Las   galectinas   ejercen   sus   efectos   biológicos   a   través   del   reconocimiento   de   azúcares  

específicos   en   ligandos   intracelulares,   receptores   de   membrana   y   glicopreoteinas  

extracelulares.   A   nivel   intracelular   pueden   regular   la   traducción   de   ARN   y   la   apoptosis  

mediante  la  unión  de  Gal-‐1  a  las  proteínas  Ras,  o  la  unión  de  Gal-‐3  a  BcL-‐2  y  Gemin4    (128).  

También   pueden   mediar   el   ciclo   celular   mediante   la   regulación   de   receptores   pro-‐

apoptóticos  y  receptores  de  crecimiento  (124).  A  nivel  extracelular,  pueden  llevar  a  cabo  

procesos   de   inmunomodulación,   como   por   ejemplo   Gal-‐3   es   capaz   de   promover   la  

agregación  de  neutrófilos  y  fagocitos,  Gal-‐1  estimula  la  producción  del  receptor  de  células  

T  (TCR)  que  interviene  en  la  respuesta  inmune  (129).  

Las  funciones  biológicas  son  distintas  según  el  tejido  donde  se  exprese  y  la  disponibilidad  de  

ligando.   De   manera   resumida,   las   funciones   de   las   galectinas   son:   la   regulación   de   la  

respuesta  inmune  (adhesión  linfocitaria,  producción  de  citoquinas  y  apoptosis),  inflamación  

aguda  y  crónica,  alergia,  infecciones  y  enfermedades  neoplásicas  (Figura  9).  

Figura  9.  Funciones  de  las  galectinas  (130).  

Por  ejemplo,  la  adhesión  y  migración  de  células  inflamatorias  a  través  de  la  membrana  basal  

y   la  matriz  extracelular  es  un  proceso  formado  por  múltiples  etapas  y   llevado  a  cabo  por  
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diferentes   glicoproteínas,   enzimas,   quimioquinas   y   citoquinas   pro-‐inflamatorias.   Las  

galectinas   se   secretan   en   este  microambiente   extracelular,   donde   reconocen   terminales  

oligosacáridos   de   poli-‐N-‐acetil-‐lactosamina   en   componentes   principales   de   la   matriz  

extracelular.   En   función   del   reconocimiento   de   estas   glicoproteínas,   las   galectinas   están  

consideradas   como   potentes   agentes  moduladores   de      las   interacciones   entre   células   y  

matriz  extracelular  (130).  

Otro   de   los   papeles   importantes   de   las   galectinas   se   produce   en   la   hemostasia.   Varios  

estudios  han  demostrado  que  Gal-‐1  desencadena  la  activación  y  la  agregación  de  plaquetas  

in   vitro   a   través   de   interacciones   con   integrinas   αIIβ3   (131).   Además   de   regular   la  

hemostasia,  los  diferentes  miembros  de  la  familia  de  las  galectinas  parecen  jugar  un  papel  

crítico  en  la  reparación  de  tejidos.  Por  ejemplo,  Gal-‐7  en  estudios  realizados  in  vitro  induce  

la  migración  celular  y  la  proliferación  para  la  curación  de  heridas  (132).    

En   la   reparación   de   lesiones,   un   componente   importante   es   el   desarrollo   de   vasos  

sanguíneos,  donde  las  células  endoteliales  desempeñan  un  papel  fundamental.  Estas  células  

expresan  diferentes  tipos  de  galectinas  (Gal-‐1,  Gal-‐3  y  Gal-‐9),  cuya  activación  aumenta   la  

expresión  de  estas  proteínas.  Este  aumento,  puede  regular   las   interacciones  endoteliales  

con  los  leucocitos  y  la  posterior  extravasación  de  leucocitos.  Las  galectinas  parecen  impactar  

directamente  en  la  regulación  de  la  angiogénesis  mediada  por  las  células  endoteliales  (133–

135).  

Además  de  regular  las  vías  de  señalización  en  el  citosol,  las  galectinas  pueden  modular  las  

actividades  nucleares  dentro  de  la  célula,  por  ejemplo  Gal-‐1  y  Gal-‐3  regulan  el  “splicing”  del  

ARN  (136).  Debido  a  su  papel  importante  en  las  actividades  nucleares,  incluida  la  regulación  

transcripcional,  este  proceso  de  “splicing”  está  altamente  regulado  (137).  

Como  se  ha  descrito  anteriormente,   las  galectinas  juegan  un  papel  regulador   importante  

clave  en  la  inmunidad,  hemostasia,  señalización  y  viabilidad,  por  lo  que  no  sorprenden  que  

una  expresión  alterada  de  las  galectinas  provoque  una  progresión  neoplásica.  Por  ejemplo  

una   regulación   positiva   de   Gal-‐3   reduce   significativamente   la   sensibilidad   celular   a   los  

estímulos   apoptóticos   (138,139).   Por   el   contrario,   la   transformación   neoplásica   de   las  

células  epiteliales  queratinizadas  se  produce  debido  a  una  regulación  a  la  baja  de  Gal-‐7,  lo  
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que  concuerda  con  su  capacidad  para  inducir  apoptosis  después  de  una  lesión  celular  (140).  

Además,   la  desregulación  de  otras  vías  de  galectina  afecta   la  señalización  celular,  con  un  

efecto   significativo   sobre   el   crecimiento   celular   y   la   progresión   neoplásica   (141).   Varias  

galectinas,   en  particular  Gal-‐3,   parece   comprometer   las   células   neoplásicas   circulantes   y  

mejorar  su  extravasación,  facilitando  directamente  la  metástasis  (142).  

La   concentración   intracelular   de   galectinas   en   condiciones   fisiológicas   es   0.01   m(126),  

mientras  que  en  situaciones  patológicas  o  de  estrés   los  niveles  ascienden  a  0.1  mM.      La  

expresión   de   galectinas   se   modifica   drásticamente   en   respuesta   a   diferentes   agentes  

(productos   de   genes   oncosupresores   y   oncogenes,   agentes   inflamatorios,   activadores   e  

infecciosos)  (130).  

Las  galectinas  son  capaces  de  regular  diferentes  tipos  de  células:  

1. Las   galectinas   no   solo   regulan   la   viabilidad  de   las   células   T   sino   también   regulan   la

secreción   y   activación   de   las   citoquinas.   Pueden   desempeñar   papeles   en   la   activación   y  

diferenciación  de  las  células  B,  células  T  y  NK,  como  se  muestra  en  la  siguiente  imagen  (129).  

Figura  10.  Secreción  de  citoquinas.  (129).  
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2. Las  galectinas  regulan  monocitos/macrófagos  y  células  dendríticas.  Pueden  regular  las

actividades   de   estas   células   no   solo   en   procesos   de   inflamación   sino   también   en   la  

inmunidad   adaptativa.   Pueden   regular   las   interacciones   de   las   células   presentadoras   de  

antígeno  (129).  

Figura  11.  Regulación  de  monocitos/macrófagos  y  células  dendríticas  según  las  diferentes  galectinas  (129)  

3. Por  otro  lado,  las  galectinas  también  son  capaces  de  activar  neutrófilos,  eosinófilos  y

mastocitos,  así  como  regular  la  quimiotaxis  de  estas  poblaciones  de  granulocitos  (129).  

Figura  12.  Activación  de  neutrófilos,  eosinófilos  y  mastocitos.  (129).  
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3.4.  Galectina-‐9  

Gal-‐9   fue   descrita   por   tres   grupos   independientes.   El   primer   grupo   la   definió   como   un  

autoantigeno  derivado  de  tejido   involucrado  en  el  Linfoma  de  Hodgkin  (143),  el  segundo  

como  una  ecalectina,  un  quimioatrayente  y  factor  de  activación  de  los  eosinofilos  (144),  el  

tercero   como   un   transportador   de   urato   (145).   Más   tarde,   estas   tres   proteínas   fueron  

reconocidas  como  variantes  de  Gal-‐9.  

Posteriormente,  se  demostró  su  participación  en  distintos  procesos  biológicos.  Gal-‐9  está  

ampliamente  distribuida  en  el  organismo  y  se  ha  detectado  en  el  hígado,  intestino  delgado,  

timo,  riñón,  bazo,  pulmón,  musculo  cardiaco  y  esquelético  y  cerebro  (146).  

Se  expresa  en  diferentes  tejidos  y  células  en  seres  humanos  y  ratones  y  puede  localizarse  

en  la  membrana  celular,  citoplasma  y  núcleo.  Es  una  molécula  inmunomoduladora  versátil  

que  participa  en  una  amplia  gama  de  actividades  biológicas  tales  como  la  adhesión  celular  

y  la  migración,  la  proliferación,  la  apoptosis,  la  interacción  con  los  patógenos  microbianos,  

la  diferenciación  de  las  células  T  reguladoras,  y  las  células  dendríticas  de  maduración  (DC)  e  

inmunidad  antimicrobiana.  Gal-‐9   también  ejerce   funciones  moduladoras  esenciales  en   la  

biología   de   las   células   endoteliales   y   la   angiogénesis   (147).   Además,   Gal-‐9   puede  

interaccionar   con   diferentes   tipos   de   receptores   entre   ellos   esta   TIM-‐3   y   por   lo   tanto  

producir  diferentes  funciones.  Entre  ellas,  Gal-‐9  puede  inducir  el  flujo  de  calcio  intracelular,  

la  agregación  celular  y  la  muerte  de  las  células  Th1,  pero  no  de  las  células  Th2.  Este  proceso  

depende  de   la   presencia   de   TIM-‐3   en   las   células   Th1,   ya   que   se  ha  demostrado  que   las  

células  Th1  deficientes  en  TIM-‐3  son  relativamente  resistentes  a  la  muerte  celular  inducida  

por   Gal-‐9      (148).   La   unión   Gal-‐9:   TIM-‐3   proporciona   un   circuito   de   retroalimentación  

negativo  mediante  el   cual   las   células   Th1  están   reguladas  para   evitar   respuestas   Th1  no  

controladas.  

3.4.1.  Estructura  y  características  bioquímicas  de  Gal-‐9  

Gal-‐9  es  una  proteína  de  34-‐39  KDa  de  tipo  de  repetición  en  tándem,  presenta  2  CRD  unidos  

por  un  polipéptido  llamado  “linker  domain”,  cuya   longitud  puede  ser  variable  generando  
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isoformas  de  Gal-‐9  y  se  une  a  diferentes  unidades  de  glicano.  Esta  unión  de  CDR  implica  un  

papel  regulador  fundamental  (149).  

Ambos   CDRs   de   Gal-‐9   están   conectados   por   14   a   56   aminoácidos,   denominado   “linker  

domain”   (dominio   de   unión).   Existen   tres   isoformas   de   Gal-‐9   llamados   S,   M   y   L   (small,  

medium  y  long,  constituido  por  311,  323  y  355  aminoácidos).  Esto  confiere  las  diferentes  

propiedades  funcionales  de  Gal-‐9.  Estudios  recientes  han  visto  el  papel  de  la  región  linker  

en   las   interacciones   proteína-‐proteína,   inserciones   de   membrana   y   regulación   de   las  

presentaciones   de   CDR.   Por   otra   parte,   estos   linker   domain   están   involucrados   en   el  

fortalecimiento  de  la  señal  mediante  la  interacción  intermolecular  de  los  CDRs  y  a  través  de  

la   multimerización,   lo   que   conduce   a   la   formación   de   multimeros   multivariantes   que  

aumentan  la  formación  de  las  uniones  en  la  superficie  celular.  Así,  los  péptidos  pueden  dar  

propiedades  multivalentes  a  Gal-‐9  que  conducen  a  importantes  funciones  fisiológicas  con  

una  mayor  potencia  en  comparación  con  las  galectinas  prototipo  (149).  

Las  propiedades  oligomérias  de  Gal-‐9  agrupan  módulos  homo  y  heteroproteína-‐lípido,    que  

pueden   actuar   de   forma   acumulativa   como   una   unidad   de   señalización   en   diversas  

ubicaciones,  como  en  la  superficie,  vesículas  entocitica-‐exocitica,  en  la  cromatina  como  un  

factor  modificador  de  histonas,  en  la  unión  de  dos  o  más  células  para  las  comunicaciones  

célula-‐célula  y  en  los  exosomas  para  la  señal  paracrina  en  la  morfogénesis  del  tejido  (149).  

Con   todas   estas   propiedades   multivalentes,   Gal-‐9   participa   en   diferentes   procesos  

biológicos,  en  el  siguiente  diagrama  (Figura  13)  se  muestra  los  efectos  de  Gal-‐9  en  las  células  

y  las  posibles  consecuencias  (147).  

Figura  13.  Funciones  de  Gal-‐9  (147).  
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En  general,  Gal-‐9  se  puede  unir  a  varios  receptores  de  la  superficie  celular  y  también  podría  

influir  en  moléculas  intracelulares  (150).  Estas  propiedades  de  unión  multipotentes  de  Gal-‐

9  se  han  asignado  a  sus  dos  extremos  N-‐  y  C-‐  terminal  CRD  (151).  La  participación  de  Gal-‐9  

en   varias   funciones  depende  de   la   disponibilidad  de   ligando  en   la   superficie   celular   que  

puede  cambiar  con  diferentes  tipos  de  células  o  con  el  estado  (activación)  del  mismo  tipo  

de  células.  Por  lo  tanto,  Gal-‐9  puede  ejecutar  diferentes  funciones  dependiendo  del  tipo  de  

célula  (149).  

Gal-‐9   participa   en   una   serie   de   procesos   biológicos   intracelulares   y   extracelulares,  

incluyendo   el   tráfico   de   glicoproteínas,   interacción   célula-‐célula   o   interacciones   células-‐

matriz   extracelular   y   transducción   (152).   Gal-‐9   se   distribuye   en   una   amplia   variedad   de  

células  de  mamíferos  con  algunas  especificidades  en  tejidos  debido  a  que  el  microambiente  

y  la  especificidad  de  las  células  influyen  en  gran  medida  la  expresión  de  los  genes  de  Gal-‐9.  

Gal-‐9   tiene   una   amplia   distribución   en   diferentes   sistemas:   el   S.   esquelético   (153),   S.  

muscular  (145)  (154),  s.  respiratorio  (143–145,154,155),  S.  digestivo  (144,155),  S.  urinario  

(145,155,156),   S.   reproductor   (145,157),   S.   cardiovascular   (145,155,156),   S.   linfático  

(144,145,155),   S.   nervioso   (145),   S.   tegumentario   (158)   y   S.   inmune   (143).   La   diferente  

localización  de  Gal-‐9  está  asociada  con  diferentes  funciones.  

3.4.2.  Gal-‐9  en  procesos  biológicos  

Gal-‐9  en  homeostasis:  Gal-‐9  tiene  un  papel  importante  en  el  desarrollo  de  células  T  y  en  la  

homeostasis  y  esto  ha  sido  demostrado  en  diferentes  estudios.  En  primer  lugar,  en  estudios  

con  ratones  (155),  demostraron  que  Gal-‐9  estaba  involucrada  en  la  selección  tímica  de  las  

células  T,  que  se  expresaba  en  células  epiteliales  tímicas  y  que  inducía  la  apoptosis  tanto  en  

timocitos  CD4/CD8  dobles  negativo  como  dobles  positivo.  Posteriormente,  se  observó  que  

Gal-‐9  podía  promover  la  diferenciación  de  células  T  naïve  en  células  T  reguladoras  al  mejorar  

la  expresión  de  Foxp3  (factor  de  transcripción  responsable  de  la  diferenciación  de  las  células  

T  reguladoras)  (159).  Y  por  último,  que  Gal-‐9  podía  inducir  la  apoptosis  de  células  T  maduras  

diferenciadas  vía  TIM-‐3,  en   las  células  Th1  y  Th17      (160).  Sin  embargo,     no  provocaba   la  

apoptosis  en  las  células  Th2  y  en  las  células  T  reguladoras  (161,162).  Una  posible  razón  para  

este   resultado   diferencial   de   la   señalización   de   Gal-‐9   en   los   diferentes   subconjuntos   de  
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células  T,  puede  ser  debido  al  patrón  de  glicosilación  de  los  respectivos  subconjuntos  de  

células  T.  

Figura  14.  Gal-‐9  modula  la  selección  de  células  T  tímicas  mediante  la  inducción  de  apoptosis  en  timocitos  
dobles  negativos  y  dobles  positivos.  Gal-‐9  modula  la  diferenciación  de  células  T  periféricas  al  inducir  el  
desarrollo  de  las  células  T  reguladoras  a  partir  de  células  T  naive  mientras  reprime  la  expansión  de  células  
Th17    (163).    

En  resumen,  Gal-‐9  tiene  una  serie  de  efectos  sobre  las  diferentes  poblaciones  de  células  T  

que  sirven  para  alterar  el  equilibrio  de  éstas  al  regular  negativamente  Th1  y  Th17,  al  mismo  

tiempo  que  aumenta  el  número  de  células  T  reguladoras.  Las  células  T  reguladoras  también  

expresan  Gal-‐9  en  la  superficie  celular,  lo  que  puede  contribuir  a  la  actividad  supresora  de  

estas  células  hacia  las  células  Th1  y  Th17  (163).  

Gal-‐9  en  enfermedades  autoinmunes:   las   reacciones  autoinmunes  se  caracterizan  por   la  

expansión  y  activación  de   las  células  Th1  y  Th17.   Como  se  ha  demostrado  en  diferentes  

estudios  Gal-‐9  induce  la  apoptosis  en  estas  poblaciones  celulares  por  lo  que  el  uso  de  Gal-‐9  

recombinante  podría  ser  una  posible  solución  para  evitar  la  autoinmunidad  (163).  Se  han  

realizado  modelos  preclínicos  de  diferentes  enfermedades  autoinmunes  con   tratamiento  

de  Gal-‐9  recombinante  y  demostró  ser  beneficioso.  Por  ejemplo,  la  administración  de  Gal-‐9  

recombinante  a  ratones  con  encefalomielitis  autoinmune  resultó  en  la  disminución    de  la  

respuesta  Th1,  de   los  niveles  de  IFN-‐γ  y  una  reducción  de   la  gravedad  y  mortalidad  de   la  

enfermedad  (148).  Se  observó  unos  resultados  similares  en  modelos  de  artritis  autoinmune  
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y  en  diabetes  autoinmune  (159,164).  Por  el  contrario,  los  niveles  de  citoquinas  de  Th2  no  se  

vieron  afectadas  por  el  tratamiento  con  Gal-‐9,  lo  que  sugiere  que  las  células  Th2  no  son  el  

objetivo  principal  de  la  actividad  apoptótica  mediada  por  Gal-‐9  (159).  

Gal-‐9  en   trasplantes:   la   respuesta   inflamatoria   al   rechazo   agudo  de   aloinjerto   comparte  

varias  características  con  la  respuesta  autoinmune  mediada  por  las  células  T.  En  particular,  

las   células   proinflamatorias   Th1   y   Th17   se   activan   y   las   células   T   CD8+   CTL   provocan   el  

rechazo  del  aloinjerto.  En  este  caso  la  expresión  de  Gal-‐9  endógeno  así  como  los  niveles  de  

ARNm  de  TIM-‐3  se  correlacionan  con  la  gravedad  del  rechazo,  lo  que  sugiere  la  implicación  

de   Gal-‐9   al   rechazo   del   aloinjerto   (165).   El   tratamiento   con   Gal-‐9   mejoró   el   rechazo   y  

supervivencia  de  los  injertos  en  la  piel  de  los  modelos  de  ratón,  acompañado  por  un  número  

reducido  de  linfocitos  en  el  aloinjerto  (166).    

En  otro  estudio  con  ratones  con  aloinjertos  cardíacos,  el  tratamiento  con  Gal-‐9  mejoró  la  

supervivencia  del  injerto  (167).  

Gal-‐9  en  asma  alérgico:  en  modelos  de  ratón  con  asma  (168),  se  observó  que  la  expresión  

de  Gal-‐9  estaba  aumentada  en  el  tejido  pulmonar  y  que  había  un  aumento  de  los  niveles  de  

citoquinas   Th2   y   un   acumulo   de   eosinófilos.   También   se   observó   que   en   pacientes   con  

neumonía  había  un  aumento  de   la  expresión  de  Gal-‐9  que  se  correlacionaba  con  niveles  

elevados  de  Gal-‐9,  lo  que  puede  contribuir  a  la  enfermedad.  Por  lo  que  tratamientos  con  

Gal-‐9  puede  mejorar  el  asma  mediada  por  Th2  a  través  de  interacciones  independientes  de  

TIM-‐3,  además  puede  inducir  la  apoptosis  de  eosinófilos  (169).  

Gal-‐9   en   infecciones   microbianas:   la   infección   microbiana   provoca   un   aumento   de   la  

expresión  de  Gal-‐9  en  las  células  infectadas  como  se  ha  observado  en  diferentes  estudios  

como  por   ejemplo   en   las   células   endoteliales   infectadas   por   el   virus   del   dengue   (170)   o  

macrófagos  infectados  por  Mycobacterium  tuberculosis  (171).  En  este  estudio,  se  demostró  

que  la  interacción  de  TIM-‐3  con  Gal-‐9  induce  una  activación  de  macrófagos  que  da  como  

resultado   la   muerte   de  M.   tuberculosis   en   modelos   de   ratón.   Posteriormente   se   han  

realizado  estudios  para  ver   la  expresión  de  Gal-‐9  en   la  tuberculosis  pulmonar  humana,  y  

demostraron  que  bloquear   la   interacción  entre  TIM-‐3  y  Gal-‐9   in  vitro   tenía  cierto  efecto  

antimicrobiano  (172).    
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La  expresión  de  Gal-‐9  también  puede  ser  inducida  por  IFN-‐γ  (173),  crítica  para  la  inmunidad  

contra  las  infecciones  bacterianas  y  víricas,  aumentando  los  niveles  de  Gal-‐9  en  monocitos,  

macrófagos  y  fibroblastos.  

Tanto  la  infección  bacteriana  como  la  vírica,  aumenta  la  expresión  de  Gal-‐9  en  las  células  

infectadas,   ya   sea   a   través   de   componentes   bacterianos/víricos   o   por   citoquinas  

inflamatorias.  

Se   ha  observado  niveles   elevados  de  Gal-‐9  en  pacientes   con  VHC   (174).   En   este   estudio  

mostraron  que  la  expresión  de  Gal-‐9  estaba  aumentada  principalmente  por  las  células  de  

Kupffer.   En   este   caso,   la   elevación   de   Gal-‐9   en   individuos   infectados   por   VHC   da   como  

resultado  una  contracción  de  las  células  T  CD4+  efectoras,  apoptosis  de  las  células  T  CD8+  

CTL  específicos  de  VHC  y  la  expansión  de  las  células  T  reguladoras.  

Al  igual  que  con  otras  infecciones,  en  el  caso  del  virus  del  dengue,  se  ha  observado  niveles  

significativos  de  Gal-‐9  en  plasma  de  pacientes   infectados  en  comparación  con   individuos  

sanos   (175).   Los  niveles  de  Gal-‐9  detectados  en  esta   infección  parecen  ser   los  más  altos  

reportados  en  infecciones  virales  humanas.  Sin  embargo,  los  niveles  de  Gal-‐9  disminuyen  

tras  el  tratamiento  de  forma  similar  a  otras  infecciones.  

Se  ha  descrito  que  Gal-‐9  presenta  dos  funciones  distintas  en  la  inmunidad  antimicrobiana.  

Primero,  Gal-‐9  es  capaz  de  estimular  respuestas  inmunes  innatas  mediante  el  reclutamiento  

de   eosinófilos   y   la   posterior   mejora   de   las   reacciones   inflamatorias.   Por   ejemplo,   en  

infecciones   por   Leishmania   major,   Gal-‐9   actúa   como   un   receptor   de   macrófagos,  

aumentando   la   eliminación   de   éste   parasito   (176).   La   segunda   función   de   Gal-‐9   en   la  

inmunidad  antimicrobiana  es  la  inhibición  de  la  respuesta  inmune  adaptativa,  en  particular  

la  respuesta  de  células  T.  Por  ejemplo,  en  ratones  “knock-‐out”  (tiene  delecionado  el  gen  que  

codifica  para  Gal-‐9),  se  observó  una  mejora  en  la  respuesta  de  las  células  T  contra  HSV.  Se  

realizaron  2  tratamientos,  unos  con  lactosa  que  es  un  inhibidor  competitivo  de  Gal-‐9  que  

mejoró   significativamente   la   respuesta   de   células   T   y   otro   tratamiento   con   Gal-‐9  

recombinante  donde  se  observó  un  efecto  contrario  y  una  inhibición  de  la  respuesta  de  las  

células  T  (177).    

Las  infecciones  virales  inducen  la  expresión/producción  de  Gal-‐9  a  través  de  IFN-‐γ  e  IFN-‐β  

por  diferentes  tipos  de  células  (como  macrófagos,  monocitos,  células  neuronales...).  Gal-‐9  
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a  través  de  la  interacción  con  TIM-‐3  induce  la  apoptosis  de  las  células  T  CD4/CD8,  suprimen  

la  función  CTL  y  expande  las  células  T  reguladoras.  Las  células  T  reguladoras  a  través  de  la  

Gal-‐9:  TIM-‐3  median  la  supresión  de  las  células  T  CD8+  efectoras,  células  Th17.  Células  B  y  

células  NK,  pero  pueden  reducir  la  inflamación  excesiva.  La  elevación  de  los  niveles  de  Gal-‐

9  y   la  expresión  de  TIM-‐3  en  células  T  en   infecciones  virales  y  sus   interacciones,  podrían  

mediar  la  supresión  inmune  (178).  

Figura  15.  Gal-‐9  en  patogénesis  viral.  Las  infecciones  virales  inducen  la  producción  de  Gal-‐9  a  través  IFN-‐
γ   e   IFN-‐β   a   través   de   diferentes   tipos   de   células.   Gal-‐9   a   través   de   su   interacción   con   TIM-‐3   induce  
apoptosis  de  células  T  CD4/CD8,  suprime  la  función  CTL  y  expande  las  células  T  reguladoras.  Las  células  T  
reguladoras  mediante  diferentes  mecanismos  pueden  mediar  la  supresión  de  las  células  T  CD8  efectoras,  
células  Th17,  células  B  y  células  NK,  pero  pueden  reducir  la  inflamación  (178)  

Gal-‐9  en   tumores:  se  ha  descrito  que   la  expresión  de  Gal-‐9  varía  en   función  del   tipo  de  

tumor.   La  pérdida  de   la  expresión  de  Gal-‐9  está  asociada  con   la   progresión   tumoral  y   la  

formación  de  metástasis  en  varios  tipos  de  cáncer  (179).  En  el  caso  del  carcinoma  primario  

de  mama  se  caracteriza  por  altos  niveles  de  Gal-‐9  endógeno,  mientras  que  la  metástasis  

carece  de  expresión  de  Gal-‐9  (180).  En  el  carcinoma  de  cuello  uterino  de  bajo  grado  presenta  
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niveles  altos  de  Gal-‐9  mientras  que  en  el  mismo  tipo  de  carcinoma  de  alto  grado  hay  niveles  

muy  bajos  de  esta  proteína  (181).    

Gal-‐9   puede   mejorar   la   inmunidad   antitumoral   mediante   la   maduración   de   las   células  

dendríticas  y  la  posterior  inducción  de  la  inmunidad  antitumoral  mediada  por  Th1  (182).  En  

este  mismo  estudio,  ratones  portadores  de  sarcoma  tratados  con  Gal-‐9  presentaban  altos  

niveles  de  células  CD8  CTL,  que  tenían  niveles  altos  de  expresión  de  granzima  B  y  perforina,  

indicativos   de   una  mayor   actividad   citolítica.   Con   todo   esto   se   observó   una   inmunidad  

antitumoral   aumentada   por   Gal-‐9   en   estos   ratones,   lo   que   lleva   a   una   supervivencia  

prolongada   (182).   Además,   no   se   vio   afectado   el   número   de   células   T   reguladoras   (a  

diferencia  de  lo  que  ocurre  en  las  enfermedades  autoinmunes)  y  un  aumento  de  las  células  

NK.    

Gal-‐9  en  VIH-‐1:  el  grupo  de  Chagan-‐Yatusan  demostró  por  primera  vez  la  presencia  de  Gal-‐

9  en  el  plasma  de  individuos  infectados  por  VIH  y  su  posible  papel  en  la  patogénesis  de  esta  

enfermedad  (183).  Posteriormente,  diferentes  grupos  identificaron  los  niveles  de  Gal-‐9  en  

plasma  de  individuos  infectados  con  VIH-‐1  (183–185),  observando  una  correlación  directa  

entre  la  carga  viral  en  plasma  y  los  niveles  de  Gal-‐9  en  individuos  con  infección  crónica  por  

VIH-‐1.    

Se  ha  demostrado  que  los  niveles  circulantes  de  Gal-‐9  están  elevados  poco  después  de  la  

viremia  detectable  y  es  uno  de  los  primeros  factores  de  la  primera  ola  de  citoquinas  en  la  

infección  aguda  por  VIH.  Los  niveles  de  Gal-‐9  en  plasma  se  correlaciona  con  la  carga  viral  y  

permanecen  elevados  a  pesar  de  la  supresión  viral  en  la  infección  crónica  (185).  Los  niveles  

elevados  de  Gal-‐9  en  individuos  con  infección  aguda  y  crónica  por  VIH-‐1,  sugiere  que  esta  

lectina  puede  desempeñar  un  papel  importante  en  la  patogénesis  del  VIH-‐1.  Además  tras  

TAR,  los  niveles  de  Gal-‐9  disminuyen  considerablemente  (186).  

El  grupo  de  Mohamed  Abdel-‐Mohsen  demostró  que  Gal-‐9  es  un  mediador  potencial  de  la  

transcripción  y  reactivación  del  VIH-‐1  (187).  Como  el  factor  de  restricción  p21  y  el  regulador  

del   ciclo   celular   modulan   la   transcripción   del   VIH   en   individuos   infectados   por   el   VIH-‐1  

suprimidos   por   TAR   (188)   y   a   su   vez   Gal-‐9   regula   la   expresión   de   p21   (184,189,190),  

demostraron  que  Gal-‐9  modula  la  transcripción  y  la  latencia  del  VIH-‐1.    Demostró  que  Gal-‐
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9  es  un  potente  reactivador  de  la  latencia  in  vitro  y  ex  vivo  a  diferencia  de  otras  galectinas  

analizadas  (Gal-‐1,  -‐3,  -‐4,  -‐7,  y  -‐8).    De  acuerdo  con  los  datos  ex  vivo,  se  observó  que  Gal-‐9  es  

capaz  de  modular  la  expresión  de  un  subconjunto  de  genes  asociados  con  la  regulación  de  

la   activación   y   la   proliferación   de   las   células   T   in   vitro   y   regula   al   alza   múltiples   genes  

responsables  de  la  apoptosis  de  las  células  T.  Otro  dato  importante  de  este  trabajo  es  que  

Gal-‐9  puede  inducir  la  expresión  de  varios  factores  de  restricción  del  huésped  anti-‐VIH  como  

APOBEC3G.   Basado   en   el   mecanismo   de   acción   asociado   con   los   factores   APOBEC3,   se  

espera  que  la  inducción  de  APOBEC3  provocada  por  Gal-‐9  anule  la  actividad  antagonista  de  

la  proteína  Vif  de  VIH-‐1  y  produzca  una  hipermutación  del  virus   tras   la   infección  de  una  

nueva   célula,   haciendo  que   la   replicación  del   virus   sea   incompetente.   En   resumen,   este  

trabajo  proporciona  una  importancia  de  Gal-‐9  que  debe  considerarse  como  una  base  para  

nuevas  estrategias  para  eliminar  el  reservorio  de  VIH-‐1  latente.    
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4. PROTEÍNAS  TIM

La  familia  TIM  está  formada  por  ocho  genes  en  ratones  (TIM-‐1  a  TIM-‐8),  localizados  en  el  

cromosoma   11B.1   murino   y   tres   en   humanos   (HAVCT1/TIM-‐1,   HAVCR2/TIM-‐3   y  

TIMD4/TIM4),   localizados   en   el   cromosoma   5q33.2   humano   (191–193).   Los   estudios   de  

expresión,   función   y   estructura   confirman   que   TIM-‐1,   TIM-‐3   y   TIM-‐4   de   ratón   son   los  

ortólogos  de  TIM-‐1,  TIM-‐3  y  TIM-‐4  humano.  No  se  ha  descrito  ortólogo  humano  para  TIM-‐2  

(194).    

La  proteína  TIM-‐1  fue  el  primer  miembro  de  la  familia  TIM  registrado  como  receptor  celular  

del  virus  de  la  Hepatitis  A  (HAV).  Se  identificó  inicialmente  en  células  de  mono  verde  africano  

en  el  año  1996  (195)  y  dos  años  más  tarde  en  humanos  (196).  En  el  año  2002,  se  publicó  un  

trabajo,  donde  la  búsqueda  de  nuevos  marcadores  de  superficie  para  distinguir  los  subtipos  

Th1  y  Th2  de  las  células  T,  condujo  a  la  identificación  de  la  familia  de  genes  TIM  (162,197).    

Se  han  publicado  diversos  trabajos  acerca  de  esta  familia  de  proteínas  en  la  regulación  de  

la   respuesta   inmune   y   su   relación   con   patologías   inmunitarias,   como   tolerancia   en  

trasplantes,  desarrollo  de  autoinmunidad,  asma,  alergias  e  infecciones  virales.  

4.1.  Estructura  de  las  proteínas  TIM  

La  familia  TIM  son  proteínas  transmembrana  tipo  I.  La  región  extracelular  de  las  proteínas  

TIM  está   formado  por  un  dominio  N-‐terminal  de   tipo  V,   rico  en  cisteínas,   seguido  de  un  

dominio  de  mucina  rico  en  treoninas,  serinas  y  prolinas  de  longitud  variable  con  numerosos  

sitios   potenciales   de  O-‐glicosilación   y   un   pequeño   dominio   D3   próximo   a   la   membrana  

plasmática,  que  contiene  sitios  potenciales  de  N-‐glicosilación  conservados  (197).  
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  Figura  16.  Representación  esquemática  de  la  estructura  de    las  proteínas  TIM  (197).  

Estas   proteínas   están   ancladas   por   una   única   región   transmembrana   y   presentan   un  

dominio  citoplasmático  con  tirosinas  que  forman  parte  de  motivos  de  fosforilación  tirosina  

quinasa.  Estos  motivos  de  fosforilación  están  presentes  en  todas  las  proteínas  de  la  familia,  

excepto  en  TIM-‐4,  en   las  que  tanto  en  la  humana  como  en  la  murina,  son  las  únicas  que  

presentan   un   motivo   RGD   (motivo   peptídico   que   consiste   en   arginina,   glicina   y   ácido  

aspártico  que  se  unen  a  las  integrinas)  en  su  dominio  N-‐terminal  (197).  

Los   dominios   N-‐terminal   de   los   diferentes  miembros   de   la   familia   TIM   son   similares   en  

secuencia,  con  una  identidad  que  ronda  el  40%  entre  las  proteínas  de  una  misma  especie  y  

del  60%  entre  proteínas  homologas  de  ratón  y  humano.  La  región  N-‐terminal  es  crítica  para  

la  unión  de  proteínas  a  sus  ligandos  (194).  

El  dominio  citoplasmático  de   las  proteínas  TIM  es  el  más  conservado  entre   los  ortólogos  

humanos   y   murino.   Su   longitud   puede   variar   entre   42   y   77   residuos.   El   motivo   de  

fosforilación   tirosina   quinasa   que   presentan   TIM-‐1,   TIM-‐2   y   TIM-‐3   está   implicado   en   la  

transducción  de  señales  al  interior  célula  tras  el  reconocimiento  de  ligandos.  La  proteínas  

TIM-‐4   es   la   única   de   la   familia   que   no   posee  motivo   de   tirosina   quinasa   en   su   dominio  

citoplasmático,  por   lo  que  no   transmite  señales   intracelulares   tras   la   interacción  con  sus  

ligandos  (194).  
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En  cuanto  a  los  dominios  de  mucina,  existen  diferencias  muy  marcadas  en  la  longitud  y  el  

número  de  glicosilaciones.  No  está  claro  cuál  es  la  función  del  dominio  mucina.  Este  dominio  

puede   ser   importante   para   la   oligomerización   de   las   proteínas,   para   la   interacción   con  

ligandos  o  simplemente  para  presentar  el  dominio  N-‐terminal  a  ligandos  (197).  El  motivo  de  

fosforilación   tirosina   quinasa   que   presenta   TIM-‐1,   TIM-‐2   y   TIM-‐3   está   implicado   en   la  

transducción   de   señales   al   interior   celular   tras   el   reconocimiento   de   ligandos.   Por   el  

contrario,  TIM-‐4  no  posee  motivo  de  tirosina  quinasa  en  su  dominio  citoplasmático,  por  lo  

que  no  transmite  señales  intracelulares  tras  la  interacción  con  sus  ligandos  (197).  

TIM-‐1,  TIM-‐3  y  TIM-‐4  son  receptores  de  reconocimiento  de  patrones  especializados  para  el  

reconocimiento  de  fosfatidilserina  (PtdSer),  como  se  demuestra  en  las  interacciones  TIM-‐

PtdSer  altamente  conservadas  observadas  en  las  estructuras  cocristal  TIM/PtdSer  (198).  La  

fosfatidilserina  es  un   fosfolípido  cuya   localización   está   restringida  a   la  cara   interna  de   la  

membrana  celular.  Esta  localización  está  determinada  por  una  compleja  maquinaria  celular  

que   mantiene   y   genera   cierta   simetría   en   la   membrana   plasmática,   se   expone   en   la  

membrana  externa  cuando  una  célula  sufre  apoptosis  (194).  PtdSer  en  células  apoptóticas  

proporciona   una   señal   clave,   ya   que   el   reconocimiento   de   las   células   apoptóticas   es   un  

componente  esencial  de  la  homeostasis  tisular  y  la  regulación  inmune  (197).  

Figura   17.  TIM-‐4  pude  unirse   a  TIM-‐1  para   estimular   la  activación   y   la   expresión  de   las   células  T.   Las  
proteínas  TIM-‐2  pueden  formar  un  dímero  que  evita  la  unión  homofílica.  Semaforina  4A  y  H-‐ferritina  son  
ligandos   de   TIM-‐2.   Gal-‐9   se   une   a   TIM-‐3   a   través   de   carbohidratos   presentes   en   el   dominio   IgV.   La  
existencia  de  múltiples   ligandos  para   las  proteínas  TIM,  provoca  la   regulación  de  las  respuestas  de  las  
diferentes  células.  (199).  
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La  proteína  TIM-‐1  se  expresa  en  células  T  CD4+  cooperadoras  y  su  expresión  pasa  a  estar  

restringida  a  las  células  de  tipo  Th2  cuando  las  células  T  CD4+  se  diferencian  (200).  También  

se  ha  observado  expresión  de  TIM-‐1  en  células  NK,  células  T  reguladoras  y  en  menos  medida  

en   mastocitos   y   en   células   B   (201–203).   La   función   de   TIM-‐1   está   relacionada   con   la  

activación   y   proliferación   celular,   procesos  que  pueden  provocar   inflamación  de   las   vías  

respiratorias  y  asma  (203).  El  primer  ligando  descrito  para  TIM-‐1  fue  HAV,  virus  que  utiliza  

esta  proteína  como  receptor  celular  para  unirse  e  infectar  la  célula  huésped  (195).  Se  han  

identificado  varios  ligandos  naturales  de  TIM-‐1.  Además  de  ser  el  receptor  de  HAV,  TIM-‐1  

es  capaz  de  reconocer  la  cadena  pesada  de  la  inmunoglobulina  A  (IgA)  (204)  y  Tim-‐3  (205).  

La  proteína  TIM-‐2  es  la  única  de  la  familia  TIM  que  está  presente  solamente  en  ratón.  La  

secuencia  de  TIM-‐2  murino  es  muy  homóloga  a   la  de  TIM-‐1  murino,  pero  difiere  en  que  

carece  de  residuos  críticos  que  se  coordinan  con  los  iones  metálicos  y  el  PtdSer  (206).  Esto  

conduce  a  una  superficie  relativamente  plana  en  esta  región  y  en  consecuencia  TIM-‐2  no  se  

une  a  PtdSer(194).  La  expresión  de  TIM-‐2  no  se  ha  observado  en  células  T  naïve,  se  expresa  

moderadamente  en  células  T  activadas,  especialmente  en  células  Th2  (207)  y  también  se  

expresa  en  las  células  B  de  los  centros  germinales  de  los  ganglios  y  del  bazo  (208).  TIM-‐2  

parece  funcionar  como  un  regulador  negativo  de  la  activación  de  las  células  T  (194).  

EL   primer   ligando   de   TIM-‐2   descubierto   fue   la   semaforina   4A,   proteína   expresada   en   la  

superficie  de  las  células  B,  macrófagos  y  células  dendríticas  (209)La  interacción  entre  TIM-‐2  

y  semaforina  4A  en  las  células  T  activadas  origina  la  fosforilación  del  motivo  tirosina  quinasa  

que   posee   TIM-‐2   en   su   dominio   citoplasmático.   El   bloqueo   de   esta   interacción   con   la  

proteína  TIM-‐2-‐Fc  provoca  un  aumento  de  la  respuesta  Th2  y  una  inhibición  de  la  respuesta  

Th1  (209).  

La  proteína  TIM-‐3  se  descubrió  en  2002  como  una  molécula  expresada  específicamente  en  

células   Th1   y   células   T   CD8+   citotóxicas   en   el   ratón   (162).  Más   tarde,   se   descubrió   que  

también  se  expresaba  en  células  T    en  humanos  (210).  Actualmente,  sabemos  que  TIM-‐3  no  

solo  se  expresa  en  las  células  T  sino  que  también  en  otros  tipos  de  células,  como  las  células  

dendríticas,  monocitos  (211)  y  mastocitos  (200).  

TIM-‐4   fue   identificada   de   manera   independiente   a   las   proteínas   TIM   como   SMUCKLER  

(spleen,  mucin-‐containing,  knockout  of  lymphotoxin),  un  gen  que  se  inhibía  en  el  bazo  de  
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ratones  deficientes  para   linfotoxina-‐α  y   linfotoxina-‐  β   (212).  TIM-‐4  se  expresa  en  células  

presentadoras   de   antígeno.   En   humano   se   expresa   en   macrófagos   CD11b+   y   CD169+  

localizados  en  las  amígdalas  y  en  la  zona  marginal  del  bazo  (212,213).  Tanto  TIM-‐4  humano  

como  de  ratón  se  ha  demostrado  que  son  receptores  para  PtdSer,  en  base  de  estudios  de  

unión   y  mutagéneis   (214).   También   TIM-‐1   es   un   ligando   de   TIM-‐4   pero   para   formar   un  

puente  través  de  un  exosoma  (194).  

4.2.  TIM-‐3  

En  humanos,  TIM-‐3  se  expresa  en  un  subconjunto  de  células  T  CD4+  activadas,  en  células  

Th1  diferenciadas,  células  T  CD8+  y  células  Th17  (215).  También  se  expresa  en  células  del  

sistema  innato,  subpoblaciones  de  macrófagos,  células  dendríticas,  monocitos  y  células  NK  

(211).  Se  ha  examinado  el  papel  de   los  factores  de  transcripción  asociados  con  Th1  en  la  

regulación  de  la  expresión  de  TIM-‐3  y  se  ha  observado  que  la  expresión  de  TIM-‐3  está  en  

parte  regulada  por  el  factor  de  transcripción  específico  de  Th1  T-‐bet  tanto  en  las  células  T  

como  en  las  células  dendríticas  (216).  T-‐bet  se  une  directamente  al  promotor  TIM-‐3  (217).  

En  estudios  con  modelos  de  células  T-‐bet-‐/-‐   se  ha  observado  que  no  son  completamente  

deficientes  en  la  expresión  de  TIM-‐3  por  lo  que  se  sugiere  la  participación  de  otros  factores  

de  transcripción  (218).  

4.2.1.  Estructura  de  TIM-‐3  

La  proteína  TIM-‐3  que  encontramos  en  el  ratón  es  una  glucoproteína  transmembrana  de  

tipo  I  de  281  aminoácidos  que  contiene  un  dominio  variable  de  inmunoglobulina  distal  (IgV)  

y  un  dominio  de  mucina.  TIM-‐3  humano  tiene  una  longitud  de  302  aminoácidos  y  comparte  

una  identidad  del  63%  con  el  TIM-‐3  de  ratón  (162).  

La  proteína  TIM-‐3  pertenece  a  la  superfamilia  de  inmunoglobulinas  (IgSF).  Los  dominios  IgV  

de  TIM-‐3  consisten  en  dos  láminas  β  antiparalelas  que  están  unidas  por  un  enlace  disulfuro,  

además   presenta   dos   enlaces   disulfuro   adicionales   formados   por   cuatro   cisteínas   no  

canónicas  que  no  varían  dentro  de  las  proteínas  TIM  y  son  únicas  entre  los  miembros  de  las  

IgSF.  Estos  enlacen  estabilizan  el  dominio  IgV  de  TIM-‐3  y  reorientan  el  bucle  CC  por  lo  que  

81



Introducción 

está  muy   cerca  del   bucle   FG,   lo   que   da   como   resultado   la   formación  de   una   estructura  

“hendida”  o  de  “bolsillo”.  Esta  estructura  única  no  se  encuentra  en  otras  proteínas  IgSF  y  se  

sugiere  que  está  involucrada  en  la  unión  del  ligando  (206,219).  

Figura  18.  Dominio  IgV  de  TIM-‐3  ratón.  A)  Las  barras  representan  dos  enlaces  disulfuro  no  canónicos  que  
reorientan  el  bucle  CC´  formando  la  estructura  “hendida”  o  “de  bolsillo”  junto  con  el  bucle  FG.  Los  puntos  
representan  el  enlace  disulfuro  que  existe  en  todas  las  proteínas  IgSF.  B)  Representación  de  superficie  
(217).  

Los   residuos   de   tirosina   en   el   dominio   citoplasmático   de   TIM-‐3   se   conservan   y   están  

agrupados  en  regiones  proximales  y  distales  de  la  cola  citoplasmática.  La  fosforilación  de  los  

residuos  Y235  e  Y242  de  TIM-‐3  son  los  responsables  de  la  potenciación  de  la  transducción  

de  señal  iniciada  por  la  activación  TCR,  “upstream”  de  las  vías  NFAT/AP1.  La  expresión  de  

TIM-‐3  es  diferente  entre  las  células  T  y  las  células  dendríticas/macrófagos  (211)  

4.2.2.  Ligandos  de  TIM-‐3  

Gal-‐9:  Para   identificar   los   ligandos  de  TIM-‐3  se  seleccionaron  varias   líneas  de  células  T  y  

linfomas  por   su  capacidad  para  unir   la  proteína  de   fusión  Tim-‐3-‐Ig.  Se  descubrió  que   las  

células  T  CD8+  del  linfoma  presentaba  una  fuerte  unión  a  la  proteína  de  fusión  TIM-‐3-‐Ig,  lo  

que  sugiere  un  alto  nivel  de  expresión  del  ligando  de  TIM-‐3  en  este  tipo  de  células  (217).  Se  

identificó  como  una  molécula  de  35kDa  que  sólo  unía  TIM-‐3-‐Ig.  Más  tarde  se  determinó  que  

esta  molécula  era  Gal-‐9  mediante  espectrometría  de  masas  (148).  

La  unión  de  Gal-‐9  a  TIM-‐3  depende  de  su  dominio  de  reconocimiento  de  carbohidratos  que  

reconoce  las  cadenas  de  oligosacáridos  del  dominio  IgV  de  TIM-‐3  (217).  
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Fosfatidilserina:  La  hendidura  única  presente  en  las  proteínas  de  la  familia  TIM  participa  en  

la  unión  del   ligando.  PtdSer  se  une  a  esta  región  de  TIM-‐1  y  TIM-‐4  y  está   implicada  en  el  

reconocimiento   y   la   captación   de   células   apoptóticas   (214,220).   Sin   embargo   TIM-‐3  

presenta  una  estructura  de  bucle  FG  diferente,  por  lo  que  la  hendidura  de  TIM-‐3  es  diferente  

de   la   de   los   otras   proteínas   TIM   (214).  Más   tarde,   se   demostró,   que   a   pesar   de   que   la  

hendidura  de  TIM-‐3  es  diferente,  PtdSer  también  es  un  ligando  de  TIM-‐3(221).  Sin  embargo,  

su  afinidad  de  unión  es  más  débil  que  la  de  TIM-‐1  o  TIM-‐4.  

Ligandos  de  carbohidratos:  Estudios  de  TIM-‐3  demostraron  que  esta  proteína  también  se  

puede   unir   a   restos   de   carbohidratos   (205).   Sin   embargo,   estas   interacciones   siguen   en  

estudio.  

4.2.3.  TIM-‐3  en  enfermedades  

TIM-‐3   en   enfermedades   autoinmunes:   la   importancia   de   TIM-‐3   en   la   regulación   de   la  

respuesta  inmune  fue  sugerida  por  primera  vez  en  modelos  experimentales  de  diferentes  

enfermedades   (162,222).   Desde   entonces,   estudios   de   la   expresión   y   función   de   TIM-‐3  

respaldan   aún   más   la   importancia   de   TIM-‐3   en   la   regulación   inmune.   Por   ejemplo,   en  

pacientes   con   esclerosis   múltiple   se   ha   observado   que   la   expresión   de   TIM-‐3   está  

desregulada,  presentando  niveles  más  bajos  de  esta  proteína  en  relación  a   los  pacientes  

sanos  (223).  La  falta  de  regulación  de  la  expresión  de  TIM-‐3  en  zonas  inflamatorias  puede  

representar  un  defecto  intrínseco  que  contribuye  a  la  patogénesis  de  la  esclerosis  múltiple  

y  de  otras  enfermedades  autoinmunes.  

Pacientes  con  esclerosis  múltiple  (EM)  que  han  recibido  tratamiento  con  glatiramer  o  IFN-‐β  

muestran  una  mejora  en  la  expresión  de  TIM-‐3  y  de  la  producción  de  IFN-‐γ  (224).  Estos  datos  

respaldan  que  TIM-‐3  es  un  regulador  negativo  importante  de  la  función  de  las  células  T  y  

que  la  baja  expresión  de  TIM-‐3  en  células  T  de  pacientes  con  EM  permite  que  las  células  

autorreactivas   escapen  de   la   regulación  negativa   de   TIM-‐3.   La   secreción  de   IFN-‐γ   de   las  

células  Th1  regula  al  alza  la  expresión  del  ligando  TIM-‐3,  es  decir  de  Gal-‐9.  Sin  embargo,  la  

baja   expresión   de   TIM-‐3   permite   a   las   células   escapar   de   la  muerte   inducida   por   Gal-‐9,  

provocando  que  las  células  proinflamatorias  autorreactivas  se  expandan  (217).  
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Figura   19.  TIM-‐3   en   autoinmunidad.   La   secreción  de   IFN-‐γ   por   las  células  Th1   regula   la   expresión   del  
ligando  de  TIM-‐3,  Gal-‐9.   Sin   embargo,   la   baja   expresión  de   TIM-‐3  permite   a   las   células   escapar   de   la  
muerte  inducida  por  Gal-‐9.  En  consecuencia,  las  células  proinflamatorias  autorreactivas  se  expanden.  Los  
tratamientos  que  aumentan  la  expresión  de  TIM-‐3  restablecen  la  regulación  negativa  mediada  por  Gal-‐9  
de  las  células  Th1  secretoras  de  IFN-‐γ  (217).  

TIM-‐3  en  enfermedades  infecciosas:  Una  enfermedad  donde  TIM-‐3  parece  jugar  un  papel  

crítico  como  regulador  negativo  en   las  células  T  es  en   la   infección  viral  crónica.  En  estos  

casos,   se   ha   observado   que   las   células   T   específicas   de   virus   desarrollan   un   fenotipo  

deteriorado  o  disfuncional  caracterizado  por  la  incapacidad  de  proliferar  y  ejercer  funciones  

efectoras  como  la  citotoxicidad  y   la  secreción  de  citocinas  en  respuesta  a   la  estimulación  

antigénica  (agotamiento  inmunológico)  (217).    

En  estudios  con  pacientes   infectados  con  el  virus  de   la  hepatitis  C,   la  expresión  de  TIM-‐3  

está   alterada   en   células   tanto   en   células   T   CD4+   como   en   células   T   CD8+   (225).   En   el  

carcinoma  nasofaríngeo  asociado  al  virus  de  Epstein-‐Barr,  las  células  del  carcinoma  liberan  

Gal-‐9  que  a  su  vez  provoca  una  apoptosis  de  las  células  T  CD4+  específicas  del  virus,  y  que  

puede  ser  inhibido  mediante  los  anticuerpos  frente  a  TIM-‐3  y  Gal-‐9  (226).    

En  el  caso  de  la   infección  por  VIH-‐1,  una  población  de  células  T  CD8+  TIM-‐3+  se   identifica  

fácilmente   en   pacientes   con   VIH-‐1,   ya   que   la   expresión   de   TIM-‐3   se   correlaciona  

positivamente   con   la   progresión   de   la   enfermedad   e   inversamente   con   el   control   viral  

(227,228).  En  estos  mismos  estudios  se  observó  que  la  estimulación  ex  vivo  de  estas  células  

T   CD8+   agotadas   asociadas   al   VIH   en   presencia   de   un   anticuerpo   frente   a   TIM-‐3   podía  
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mejorar  parcialmente  su  función.  Sin  embargo,   la  terapia  antirretroviral  puede  reducir   la  

expresión  de  TIM-‐3  (229).  

Como  ya  hemos  visto,  en  condiciones  crónicas,  la  expresión  de  TIM-‐3  en  las  células  T  CD8+  

con  o  sin  la  coexpresión  de  otros  ligandos  inhibitorios  como  PD-‐1  o  Lag-‐3,  está  asociado  con  

el  agotamiento  celular.  El  bloqueo  de  TIM-‐3  restaura  la  función  efectora  de  las  células  T.  

Figura   20.   TIM-‐3   en   enfermedades   crónicas.   La   expresión   de   TIM-‐3   en   las   células   T   CD8+   con   o   sin  
coexpresión  de  otros  ligandos  inhibidores  se  asocia  con  el  agotamiento  de  las  células.  El  bloqueo  de  las  
interacciones  TIM-‐3  con  su  ligando  solo  o  en  combinación,  restaura  la  función  efectora  de  las  células  T  
(217).  

TIM-‐3  en  respuestas  inmunes  innatas:  como  hemos  visto,  TIM-‐3  juega  un  papel  importante  

en  las  células  T  donde  regula  negativamente  la  respuesta  de  estas  células.  Sin  embargo,  la  

expresión  de  TIM-‐3  en  las  células  del  sistema  inmune  innato  puede  tener  un  papel  diferente  

en  la  inmunoregulación.  Diferentes  estudios  indican  que  la  expresión  de  TIM-‐3  en  las  células  

dendríticas  o  en  los  macrófagos  mejora  la  respuesta  inflamatoria,  junto  con  la  señalización  

TLR   (211).   En   este   mismo   estudio,   observaron   que   en  modelos   de   ratón   wild   type   (sin  

modificaciones)   donde   se   llevó   a   cabo   la   estimulación   de   células   dendríticas   con   Gal-‐9  

mejoró  la  producción  de  TNF-‐α  a  diferencia  de  los  ratones  con  deficiencia  de  TIM-‐3.  El  uso  

del  anticuerpo  frente  a  TIM-‐3  en  mastocitos  provoca  la  producción  de  citoquinas  Th2  como  

IL-‐4,  IL-‐6  e  IL-‐13,  que  exacerban  la  inflación  de  las  vías  respiratorias  (200).  
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La   expresión   de   TIM-‐3   en   las   células   del   sistema   inmune   innato   se   regula   al   alza   tras  

estímulos   inflamatorios.   En  un  modelo  de  miocarditis   inducida  por   el   virus   coxsackie,   se  

produjo  una  alta  expresión  de  TIM-‐3  en  mastocitos  y  en  macrófagos.  El  uso  de  un  anticuerpo  

frente   a   TIM-‐3   en   el   momento   de   la   infección   provocó   un   aumento   de   la   inflamación  

cardíaca,   lo  que  nos   indica  un  papel  de  TIM-‐3  en   la   reducción  de   la   inflamación  en  este  

modelo  (230).    

Por  lo  tanto,  la  expresión  de  TIM-‐3  es  regulada  al  alza  en  células  dendríticas  y  macrófagos  

debido   a   la   exposición   de   diferentes   estímulos   provocando   la   producción   de   citoquinas  

proinflamatorias  como  TNF-‐α.  

TIM-‐3  en  la  tolerancia:  Además  de  inducir  la  muerte  celular  de  las  células  Th1,  la  interacción  

de  TIM-‐3  con  su  ligando  puede  afectar  al  establecimiento  de  la  tolerancia.  La  tolerancia  a  

los   injertos   alogénicos   se   puede   lograr   mediante   el   bloqueo   de   la   coestimulacion   y   la  

transfusión  especifica  del  donante  (DST)  (222).  Al  bloquear  la  coestimulacion  de  CD40  con  

su   ligando   CD40L   al  mismo   tiempo   que   se   administra   DST,   es   posible   inducir   tolerancia  

indefinida  a   los  aloinjertos  trasplantados  no  coincidentes  con  su  MHC,  efecto  debido  a   la  

supresión  mejorada  de  las  células  T  reguladoras  especificas  del  donante.  El  bloqueo  de  la  

inmunorregulación  mediada  por  TIM-‐3  mediante  la  administración  de  TIM-‐3-‐Ig  provocó  la  

generación  de  células  T  reguladoras  funcionales  específicas  del  donante  y  evitó  la  inducción  

de   la   tolerancia  a   los   injertos.  El  bloqueo  de   la  vía  TIM-‐3  empleando  TIM-‐3-‐Ig  durante   la  

inducción  de  la  tolerancia  fue  suficiente  para  prevenir  la  tolerancia  y  condujo  a  una  mayor  

proliferación  y  producción  de  citoquinas  (222).  Por  lo  tanto,  TIM-‐3  regula  negativamente  las  

respuestas   de   las   células   T   induciendo   la   eliminación   de   las   células   efectoras   Th1   e  

induciendo  también  la  tolerancia.  Aún  no  se  conoce  si  estos  dos  efectos  están  relacionados.  
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5. VIH-‐1.  INTERACCIÓN  GAL-‐9:  TIM-‐3

Como  ya  se  ha  visto  anteriormente,  existe  una  aumento  de  los  niveles  de  Gal-‐9  en  individuos  

infectados   con   VIH-‐1   (183–185).Gal-‐9   puede   regular   el   ambiente   redox   de   las   células   T  

mediante  su  unión  a  PD1  y  a  la  integrina  β  potenciando  la  infección  de  VIH-‐1  (231).  Además  

interacciones  de  Gal-‐9  con  PD1  en  células  T  CD4+  no  estimuladas  mejora  la  entrada  de  VIH-‐

1  y  por  lo  tanto  la  infección  (184),  un  aumento  en  el  número  de  interacción  de  Gal-‐9:PD1  en  

la   superficie   celular   provoca   un   cambio   en   la   conformación   y   actividad   de   diferentes  

moléculas  de  la  superficie  como  las  integrinas  y  puede  activar  la  migración  de  las  células  T.    

En  contraste,  se  observó  que  la  interacción  de  Gal-‐9  con  TIM-‐3  en  células  T  CD4+  estimuladas  

con  fitohemaglutinina  inhibió  significativamente  la  infección  por  VIH-‐1  tanto  en  aislado  X4-‐  

trópico   como   R5-‐trópico   (184).   En   este   mismo   estudio,   observaron   que   Gal-‐9   reduce  

significativamente  la  expresión  de  la  superficie  de  los  correceptores  CCR5,  CXCR4  y  α4β7  en  

las   células   T   CD4+   activadas   de   una   forma   tiempo-‐dependiente,   proporcionando   un  

mecanismo  potencial  para  hacer  que  las  células  T  CD4+  activadas  sean  menos  propensas  a  

la   infección   por   VIH-‐1.   Además,   interacciones   Gal-‐9:   TIM-‐3   redujo   significativamente   la  

replicación  viral  en  las  células  T  CD4+.  

Los   niveles   elevados   de   Gal-‐9   en   pacientes   infectados   por   el   VIH-‐1   (agudas   y   crónicas)  

sugiere  que  esta  lectina  puede  jugar  un  papel  importante  en  la  patogénesis  del  VIH-‐1.  Sin  

embargo   la   rápida   reducción   de   los   niveles   de   Gal-‐9   en   plasma   después   de   la   terapia  

antirretroviral  sugiere  que  Gal-‐9  puede  estar  asociada  con  la  mejora  clínica  de  la  infección  

(186).   Las   interacciones  Gal9:   TIM-‐3   son  beneficiosas   o   perjudiciales   para   el   VIH,  ya   que  

depende  en  gran  parte  del  tipo  de  célula  y  de  la  etapa  de  la  infección.  Seguramente,  durante  

la   infección   temprana,   la   interacción   Gal-‐9:   TIM-‐3   sea   beneficiosa   en   las   células   T   CD4+  

activadas  ya  que  es  la  principal  diana.  Sin  embargo,  en  la  infección  crónica,  esta  interacción  

puede  ser  perjudicial  para  las  células  T  CD8+  debido  a  la  supresión  de  la  respuesta  especifica  

celular  al  VIH-‐1  (178).  

Gal-‐9  soluble  reduce  la  infección  por  VIH-‐1  a  través  de  interacciones  con  TIM-‐3  de  las  células  

T  CD4+  en  infección  aguda,  mientras  que  la  interacción  con  PD-‐1  aumenta  la  infección.  Las  

células  T   reguladoras   suprimen   las  células  T  CD8+   que  expresan  altos  niveles  de  TIM-‐3  a  

través  de  las  interacciones  Gal-‐9:  TIM-‐3  (178).    

87



Introducción 

Figura  21.  Funciones   inmonomoduladoras  que  media  Gal-‐9  en   la   infección  por  VIH-‐1.     Gal-‐9   soluble  a  
través   de   interacciones   con  TIM-‐3   expresado   en   células  T  CD4+   activadas   reduce   la   infección  por  VIH,  
mientras  que  su  unión  con  PDI  en  células  T  CD4+  en  reposo  aumenta  la  infección  por  VIH.  Las  células  T  
reguladoras  suprimen  las  células  T  CD8+  que  expresan  altos  niveles  de  TIM-‐3  a  través  de  las  interacciones  
Gal-‐9:  TIM-‐3  (178).  
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JUSTIFICACIÓN  

Uno  de  los  principales  obstáculos  para  la  curación  de  la  infección  por  VIH-‐1  es  la  existencia  

de   un   reservorio   de   células   T   CD4+   de  memoria   latentemente   infectadas.   Por   esto,   los  

métodos  propuestos  para  lograr  la  curación  se  centran  en  encontrar  medios  para  reactivar  

la   replicación   del   virus   latente.   El   conocimiento   de   los   mecanismos   que   mantienen   la  

latencia   ha   permitido   identificar   diversas   dianas   frente   a   las   que   dirigir   fármacos   con  

mecanismos   de   acción   diversos.   De   hecho,   en   la   actualidad,   la   mayor   parte   de   la  

investigación  se  basa  en  la  identificación  de  los  denominados  fármacos  anti-‐latencia.  Para  

tener  éxito,  esta  estrategia  se  basa  en  que  las  células   infectadas  serán  eliminadas  tras   la  

reactivación  de  los  provirus  latentes  por  el  efecto  citopático  de  la  expresión  de  genes  del  

VIH-‐1  o  por   el   efecto   lítico   de   los   linfocitos   T   citotóxicos   (CTL)   específicos   de  VIH-‐1.   Las  

células  T  citolíticas  son  un  componente  importante  de  la  respuesta  frente  a  VIH-‐1,  ya  que  

pueden  limitar  parcialmente  la  replicación  vírica,  tanto  en  la  fase  aguda  como  crónica  de  la  

infección.  

Gal-‐9  ha  despertado  un  gran  interés  dado  su  potencial  para  modular   la  transcripción  del  

VIH-‐1  y  la  capacidad  de  reactivar  al  virus  latente.  Pero,  como  con  otros  agentes  anti-‐latencia,  

esto  no  es  suficiente  para  la  erradicación  del  VIH-‐1  y  se  precisa  un  sistema  inmune  potente  

para  su  eliminación.  Como  se  ha  visto  en  diferentes  estudios  basados  en  esta  estrategia,  

conocida  por  su  denominación  en  inglés  Shock  and  Kill,  la  potencia  de  la  respuesta  CTL-‐VIH-‐

1  específica  es  insuficiente  para  la  eliminación  de  las  células  en  las  que  ha  sido  reactivado  el  

virus  latente.  Esto  hace  que  se  tenga  que  buscar  estrategias  que  mejore  este  agotamiento  

inmunológico.  Una  de  estas  estrategias  evaluadas  es  la  inhibición  de  diferentes  receptores  

que   resultan   ser   marcadores   de   agotamiento   funcional.   En   diversos   estudios   se   ha  

comprobado  que  bloqueando  estos  receptores  se  puede  restaurar  la  función  CTL.  

TIM-‐3  es  un  tipo  de  proteína  transmembrana  que  se  expresa  en  múltiples  células  del  sistema  

inmune,   incluyendo   las   células   T   activadas/agotadas   y   los  monocitos.   Entre   los   ligandos  

conocidos  de  TIM-‐3  se  ha  identificado  Gal-‐9.  En  años  recientes,  se  ha  investigado  el  papel  

de   la   vía   galectina-‐9/TIM-‐3   en   la   regulación   de   la   respuesta   celular   T   CD8+   aguda   y   de  

memoria   en   respuesta   a   infecciones   vírica.   La   presencia   de   infección   vírica   continua   se  

asocia  con  una  sobreexpresión  de  TIM-‐3  en  la  superficie  celular,  con  agotamiento  y  muerte  

celular  consiguiente.  La  unión  de  Gal-‐9  a  TIM-‐3  se  asocia  con  la  apoptosis  de  células  CD8+,  
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aunque  si  se  bloquea  la  unión  de  Gal-‐9  y  TIM-‐3  se  mejora  la  respuesta  CTL.  Parece,  por  tanto,  

que   la   manipulación   de   la   interacción   de   la   galectina   con   su   receptor   usando   azúcares  

sencillos  podría  mejorar  las  respuestas  celulares  a  las  infecciones  víricas.  

Este  trabajo  tiene  un  claro  carácter  translacional.  Aunque  el  objetivo  final  de  identificar  una  

estrategia  terapéutica  para  curar  la  infección  por  VIH-‐1  no  se  alcanzara,  la  demostración  de  

una  activación  eficaz  del  virus  latente  o  la  restauración  de  la  actividad  CTL  de  los  linfocitos  

T  CD8+  podría  ser  de  gran  utilidad  clínica,  ya  que  cualquiera  de  las  2  estrategias  se  podría  

asociar  con  otras  con  un  potencial  sinérgico.    

HIPOTESIS  

El  reservorio  celular  de   linfocitos  T  CD4+  en  reposo  latentemente   infectados  constituye  el  

principal  obstáculo  para   la  curación  de   la   infección  por  VIH-‐1.  Esto   justifica   los  esfuerzos  

para  erradicar  el  virus,  enfocados  hacia  la  reactivación  de  los  provirus  latentes.  Sin  embargo,  

solo   la  reactivación  del  VIH-‐1   latente  no  es  suficiente  para   la  eliminación  del  reservorio  y  

sería   esencial   potenciar   la   respuesta   de   los   linfocitos   T   citolíticos   específicos   de   VIH-‐1.  

Actualmente  no  existe  estrategia  conjunta  para  conseguir  este  objetivo.  

Nuestra  hipótesis  se  basa  en  las  siguientes  premisas:  

1. Gal-‐9   puede   inducir   la   transcripción   y   reactivación   del   VIH-‐1   en   células   T   CD4+  

primarias  latentemente  infectadas  por  VIH-‐1.

2. La   inhibición   del   receptor   celular   TIM-‐3   puede   mejorar   la   actividad   citotóxica

específica  de  los  linfocitos  T  CD8+.

3. La   adición   de   Gal-‐9   y   el   bloqueo   simultáneo   de   TIM-‐3   puede   eliminar   las   células

latentemente  infectadas.

OBJETIVO  

Evaluar  la  eficacia  de  la  manipulación  de  Gal-‐9  y  su  interacción  con  TIM-‐3  en  la  reducción  

del  reservorio  celular  latentemente  infectado  por  VIH-‐1  como  estrategia  para  la  curación  de  

la  infección  por  VIH-‐1  en  modelos  in  vitro  y  ex  vivo.  
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El  estudio  se  llevó  a  cabo  en  tres  partes,  en  primer  lugar,  se  analizó  el  efecto  de  Gal-‐9  como  

agente  reactivador  en  un  modelo  células  Jurkat-‐LAT-‐GFP  y  en  modelos  de  latencia  basado  

en  IL-‐7;  en  segundo  lugar,  se  evaluó  el  efecto  del  bloqueo  de  TIM-‐3  en  la  restauración  de  la  

actividad  CTL  de  los  linfocitos  T  CD8+  y  las  células  NK  tanto  en  modelos  in  vitro  como  ex  vivo.  

Finalmente   se   evaluó   el   efecto  del   bloqueo  de   TIM-‐3   y   el   uso  de  Gal-‐9   como  estrategia  

conjunta  en  modelos  in  vitro  y  ex  vivo.    

1. Toxicidad  de  Gal-‐9  y  α-‐TIM3  en  células  Vero

Para  medir  la  posible  citotoxicidad  de  Gal-‐9  y  α-‐TIM3  (ambos  de  R&D  Systems,  Minneapolis,  

MN,  EE.  UU.),  se  emplearon  células  VERO  (C1008  [Vero  76,  clone  E6,  Vero  E6]  (ATCC®  CRL-‐

1586™).  Es  una  línea  celular  derivada,  procedente  de  riñón  de  mono  verde  africano  adulto  

(Japón,  1962).  Es  una  de  las  líneas  celulares  más  común  para  comprobar  la  citotoxicidad  de  

diferentes  fármacos.  

Para  el  cultivo  celular  se  utilizó  medio  DMEM  (Gibco,  Thermo  Fisher  Scientific  Inc.,  Waltham,  

MA,   EE.   UU.)   y   se   distribuyeron   las   células   VERO   en   una   placa   de   6   pocillos   (100.000  

células/pocillo)   y   se   incubaron   en   estufa   a   37oC,   5%   de   CO2   y   90%   de   humedad.   Se  

observaron  durante  varios  días  hasta  que  se  formó  una  monocapa  que  nos  permitiese  poder  

evaluar  el  efecto  citotóxico.    

El  efecto  de  las  diferentes  concentraciones  de  Gal-‐9  (2  nM  y  200  nM)  y  α-‐TIM3  (2,5  μg/ml,  

5  μg/ml,  7  μg/ml  y  10  μg/ml)   se  observaron  a   las  8,  20,  24,  40  y  48  horas  y   se   tomaron  

fotografías  en  cada  tiempo.  Como  control  positivo  las  propias  células  VERO  y  como  control  

negativo  se  añadió  DMSO  (Dimetilsulfóxido)  (1μl/ml).  

2. Reactivación  de  VIH-‐1  latente  mediada  por  Gal-‐9

2.1.  Evaluación  de  la  actividad  reactivadora  de  Gal-‐9  en  el  sistema  celular  Jurkat-‐LAT-‐
GFP  

Para  evaluar  la  actividad  de  Gal-‐9  en  la  transcripción  del  VIH-‐1  latente,  se  empleó  un  modelo  

de   células   Jurkat   (J-‐LAT-‐TaT-‐GFP)   latentemente   infectadas.   Las   células   Jurkat   fueron  

obtenidas  de  NIH,  AIDS  [J-‐Lat-‐GFP  cells  (A72)],  cedidas  por  el  Dr.  Verdin    (232,233).  Están  
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infectadas   con   partículas   virales   que   portan   la   construcción   retroviral   LTR-‐Tat-‐IRES-‐GFP,  

tienen   delecionada   la   envuelta   que   es   sustituida   por   la   proteína   GFP   (Figura   22).   Se  

seleccionan  las  células  negativas  para  GFP,  pero  si  son  estimuladas  pueden  expresar  dicha  

proteína.  

Figura  22.  Genoma  VIH-‐1  en  las  células  Jurkat-‐LAT-‐GFP.  

Basándonos  en  datos  ya  publicados,  hemos  probado  2  nM  de  Gal-‐9,  5  μg/ml  de  α-‐TIM3  junto  

con  los  adecuados  controles,  como  control  positivo  100  nM  de  PMA  (Sigma  Aldrich,  San  Luis,  

Misuri,  EE.  UU.)  y  como  control  negativo  1μl/ml  DMSO  (Sigma  Aldrich,  San  Luis,  Misuri,  EE.  

UU.).  En  una  placa  de  24  pocillos  con  células  Jurkat-‐LAT-‐GFP  en  RPMI  (Gibco,  Thermo  Fisher  

Scientific   Inc.,Waltham,   MA,   EEUU)   suplementado   con   L-‐glutamina   2mM   (PAN   Biotech,  

Aidenbach,  Alemania),  con  penicilina  100  U/ml  y  estreptomicina  100  µg/ml  (Gibco,  Thermo  

Fisher  Scientific  Inc.,Waltham,  MA,  EEUU)  y  suero  fetal  bovino  10  %  (Gibco,  Thermo  Fisher  

Scientific   Inc.,Waltham,  MA,   EEUU)   (RPMI   completo).   Se   añadió   en   cada  pocillo   900.000  

células  y  el  reactivo  correspondiente  y  se  incubó  la  placa  en  estufa  a  37oC,  5%  de  CO2  y  90%  

de  humedad  durante  18  horas.  A  las  18  horas  de  reactivación  se  midió  la  expresión  de  GFP  

mediante  citometría  de  flujo.  
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2.2.  Reactivación  de  VIH-‐1  mediada  por  Gal-‐9  en  modelos  de  latencia  en  células  T  CD4+  
basado  en  IL-‐7      

2.2.1.  Generación  del  sobrenadante  viral  NL4.3  

Dado  que  para  algunos  experimentos  precisamos  llevar  a  cabo  una  infección  con  una  cepa  

de  virus  pNL4.3  (Figura  23),  generamos  un  stock  de  dicho  virus.  

Para  la  obtención  de  sobrenadante  viral,  se  realizó  una  trasformación  del  plásmido  pNL4.3  

en  Escherichia  coli  DH5α  mediante  choque  térmico  a  42ºC  durante  45  segundos  y  a  -‐20ºC  

durante  2  minutos.  Para  reconstituir  la  pared,  el  cultivo  se  incubó  en  medio  SOC  durante  1h  

a  37oC  y  200  rpm.  Realizada  la  transformación,  se  sembró  el  cultivo  en  placas  con  medio  LB  

con  ampicilina,  tras  24  h  de  incubación  en  estufa  a  37oC.  Se  seleccionaron  varias  colonias  

transformantes  y  crecieron  durante  12  h  en  medio  LB  con  ampicilina.    

Figura  23.  Vector  pNL4.3:  clon  recombinante  de   las  cepas  NY5   (5´)  y   LAV  (3´)  que  contiene  el  genoma  
completo   del   VIH-‐1   y   genera   una   progenie   viral   infecciosas   tras   su   transfección   en   numerosas   líneas  
celulares  (234).    

El  plásmido  se  purificó  empleando  Qiagen  Plasmid  Maxi®  kit   (Qiagen,  Hilden,  Alemania),  

siguiendo   las   instrucciones   del   fabricante   (Figura   24).   Este   método   se   basa   en   una   lisis  

alcalina  y  en  una  purificación  del  ADN  plasmídico  mediante  columnas  de  intercambio  iónico.  
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Figura  24.  Esquema  extracción  de  ADN  plasmídico.  Esquema  de  la  extracción  de  ADN  con  el  kit  Qiagen  
Plasmid  Maxi  ®.  Muestra  los  pasos  seguidos  en  el  proceso  de  extracción.  

Las  partículas  virales  de  NL4.3  se  generaron  mediante  una  transfección  en  las  células  293T  

con  el  plásmido  pNL4.3.  Las  células  HEK  293  T  (American  Type  Culture  Collection,  ATCC®)  

(235) se  cultivaron  durante  24  horas  en  una  placa  de  6  pocillos  a  una  concentración  de

5x105   células   por   pocillo.   Las   células   se   mantuvieron   en   medio   DMEM   (Thermo   Fisher

Scientific  Inc.,  Waltham,  MA,  EE.  UU.)  durante  4  horas  antes  de  realizar  la  transfección.  La

mezcla  de  transfección  de  200  μl  de  HBS  (HEPES  50mM,  Na2HPO4  1.5mM,  NaCl  140mM,  pH

7.05),  200  μl  de  CaCl2  250  mM  y  4  μg  del  plásmido  pNL4.3  se  incubó  durante  10  minutos  a

temperatura  ambiente  y  se  añadió  poco  a  poco  al  cultivo  celular  239T.  Tras  una  incubación

de  18  horas  a  37oC,  5%  CO2  y  90%  de  humedad,  se  eliminó  el  sobrenadante  y  se  añadió  medio

DMEM  fresco.  Tras  18  h  de  incubación  se  recogió  el  cultivo  celular  y  se  centrifugó  durante

5  minutos  a  temperatura  ambiente  a  1500  rpm.  Con  el  sobrenadante  obtenido  se  realizaron

alícuotas  en  criotubos  de  500  μl  y  se  guardaron  a  -‐80oC.  La  titulación  del  virus  se  llevó  a  cabo

mediante   una   técnica   de   ELISA   (Ensayo   por   inmunoabsorción   ligado   a   enzimas   del   inglés

Enzyme-‐Linked  Immunosorbent  Assay).

Muestra Lisis*alcalina

Unión*DNA

Lavado

Eluido

Precipitado
Isopropanol

ADN*plasmídico
ultrapuro
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2.2.2.  Detección  de  la  proteína  p24  del  VIH-‐1  

Los  niveles  de  la  proteína  p24  del  VIH-‐1  fueron  cuantificados  en  los  sobrenadantes  de  los  

experimentos   in   vitro   correspondientes   a   los   modelos   de   latencia   y   a   los   co-‐cultivos  

mediante   una   técnica   de   ELISA   (INNOTEST®   HIV   Antigen   mAb   Innogenetics,   Barcelona,  

España).    

2.2.3.  Obtención  y  cultivo  de  células  mononucleares  de  sangre  periférica  

A  partir  de  sangre  de  donantes  sanos  (procedente  del  Centro  de  Transfusiones  de  Madrid)  

se   llevó  a  cabo   la   separación  de   las  PBMCs   (células  mononucleares  en  sangre  periférica)  

empleando   un   gradiente   de   densidad   con   Ficoll   Hypaque   (Rafer   S.L.,   Zaragoza,   España)  

mediante  centrifugación  a  2000  rpm  durante  30  minutos.  A  continuación,  se  recogió  la  fase  

intermedia  y  se  realizó  un  lavado  con  tampón  fosfato  salino  (PBS,  del  inglés  Phosphate  Saline  

Buffer)  (Lonza,  Verviers,  Bélgica)  mediante  centrifugación  a  1500  rpm  durante  10  minutos.  

Para  la  eliminación  de  eritrocitos  se  añadió  solución  de  lisado  (Red  Blood  Cell  Lysis,  Thermo  

Fisher   Scientific   Inc.,  Waltham,  MA,   EE.   UU.)   durante   10  minutos   a   4oC.   Finalmente   se  

realizaron  dos   lavados  con  PBS  mediante  centrifugación  a  1500  rpm  durante  10  minutos.  

Las   células   obtenidas   se   cuantificaron   en   cámara   de   Neubauer   (Incyto,   Chungnam-‐do,  

Corea),  se  resuspendieron  y  se  cultivaron  a  37oC,  5%  CO2  y  90%  humedad  en  medio  RPMI  

completo  a  una  concentración  de  5x106  células/mL.  

2.2.4.  Purificación  de  las  poblaciones  celulares  T  CD4+  memoria  reposo  

Los   linfocitos  T  CD4+  de  memoria  en   reposo  se  aislaron  a  partir  de  PBMCs  mediante  una  

separación  magnética   llevada   a   cabo   en   tres   pasos   (Miltenyi   Biotec,   Bergisch   Galdbach,  

Alemania).  En  primer  lugar,  se  realizó  una  selección  negativa  para  evitar  la  activación  de  los  

linfocitos  T  CD4+.  Para  ello  se  utilizó  un  cóctel  de  anticuerpos  monoclonales  marcados  con  

biotina  carente  de  anti-‐CD4  que  reconocen  diferentes  antígenos  de  superficie  (anti-‐CD8,  -‐

CD14,  -‐CD16,  -‐CD19,  -‐CD36,  -‐CD56,  -‐CD123,  -‐  CD235a,  anti-‐TCRγ/δ  y  anti-‐glicoporina  A).    A  

continuación,  se  llevó  a  cabo  una  segunda  separación  empleando  un  coctel  de  anticuerpos  

monoclonales  anti-‐biotina  y  anticuerpo  monoclonal  anti-‐CD61.  Por  último,  se  realizó  una  
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tercera   separación  magnética  mediante   una   selección   negativa   en   la   que   se   emplearon  

anticuerpos  anti-‐HLA-‐DR  y  anti-‐CD25,  para  obtener  finalmente  linfocitos  T  CD4+  CD25-‐  HLA-‐

DR-‐  (linfocitos  T  CD4+  en  reposo).  

2.2.5.  Modelo  celular  basado  en  IL-‐7  

Debido  a   la  baja  frecuencia  de  células   infectadas  de  forma  latente  en  pacientes  con  TAR,  

empleamos   un   modelo   de   latencia   in   vitro   para   poder   probar   nuestra   estrategia   de  

reactivación  con  Gal-‐9.  Los  modelos  de  latencia  de  VIH-‐1  en  células  T  CD4+  en  reposo  deben  

permitir  la  integración  viral  mientras  que  se  mantienen  bajos  los  niveles  de  expresión  viral.  

Se   ha   descrito   recientemente   un   modelo   de   latencia   basado   en   el   tratamiento   con   la  

interleuquina  7  (IL-‐7)  (R&D  Systems,  Minneapolis,  MN)  en  células  T  CD4+  en  reposo.  La  IL-‐7  

es  la  citoquina  responsable  de  la  proliferación  homeostática  de  los  linfocitos  T  de  memoria  

de  transición  en  pacientes  con  VIH-‐1  (236).  La  concentración  de  IL-‐7  empleada  en  el  modelo  

de   latencia   es   la   necesaria   para   inducir   la   activación   celular   pero   suficiente   para   la  

proliferación  homeostática  (237).    

El  modelo  de  latencia  (236)  se  realizó  a  partir  de  las  células  T  CD4+  de  memoria  en  reposo  

obtenidas  según  el  apartado  6.  Las  células  se  cultivaron  con  RPMI  completo  a  37oC,  5%  CO2  

y  90%  humedad,  durante  5  días  en  presencia  de  IL-‐7  (1nM)  para  facilitar  la  entrada  del  virus  

y  sin  añadir  IL-‐7  que  es  el  control  del  experimento.  Tras  este  periodo  de  incubación  se  llevó  

a   cabo   la   infección   con  el   virus   X4-‐NL4.3  obtenido   como   se  describe   en   el   apartado  1   y  

tratado  con  DNAsa  (Quiagen,  Hilden,  Alemania)  y  MgCl2  antes  de  realizar  la  infección.  Las  

células  se  infectaron  con  10pg  de  p24  de  virus  NL4.3  por  millón  de  células  y  se  incubaron  

mediante  rotación  durante  2  h  a  temperatura  ambiente  y  se  centrifugaron  durante  2h  2000  

rpm  a  25oC.  Tras  una  serie  de  lavados  con  PBS  1  x,  las  células  infectadas  se  cultivaron  con  

RPMI  completo  suplementado  con  IL7  (1nM)  y  sin   IL-‐7,  más  IL-‐2  (Sigma  Aldrich,  San  Luis,  

Misuri,  EE.  UU.)  (10  IU/ml)  y  se  incubaron  a  37oC  al  5%  de  CO2  y  al  90%  de  humedad  durante  

5   días.   Este   modelo   lo   utilizaremos   en   diferentes   experimentos   que   se   describen   a  

continuación.  
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Figura  25.  Esquema  de  la  realización  del  modelo  de  latencia.  Adaptado  de  (106).    

Reactivación  mediada  por  Gal-‐9:  Se  llevó  a  cabo  la  reactivación  en  las  células  T  CD4+  de  VIH-‐

1  empleando  un  modelo  de  latencia  basado  en  IL-‐7  (apartado  7,  Figura  3.).  En  una  placa  de  

96  pocillos  (800.000  céls/pocillo  en  RPMI),  se  añadió  Gal-‐9  a  diferentes  concentraciones  (2  

nM,  5  nM,  200  nM,  500  nM  y  1000  nM),  sola  o  en  combinación  con  el  anticuerpo  frente  a  

TIM-‐3   (5μg/ml),   como   control   positivo   100  nM  de  PMA  y   como   control   negativo   1μl/ml  

DMSO   y   se   incubó   en   estufa   a   37oC,   5%   de  CO2   y   90%   de   humedad   durante   18   horas.  

Transcurrido  el  tiempo  de  incubación,  la  reactivación  del  VIH-‐1  se  determinó  mediante  la  

cuantificación  de  los  niveles  del  antígeno  p24  del  VIH-‐1  en  los  sobrenadantes  del  cultivo.  

Reactivación  mediada  por  Gal-‐9  en  combinación  con  tunicamicina:  Como  se  ha  comentado  

anteriormente,  la  reactivación  que  realiza  Gal-‐9  no  está  mediada  a  través  de  TIM-‐3,  sino  que  

parece  que  interacciona  con  un  patrón  de  superficie  de  oligosacáridos.  Para  demostrarlo  se  

utilizó   tunicamicina,   un   antibiótico   que   destruye   este   patrón   de   oligosacáridos   y,   en  

consecuencia,  debe  provocar  que  Gal-‐9  no  pueda  llevar  a  cabo  la  reactivación.    

Empleando  la  misma  técnica  se   llevó  a  cabo  la  reactivación  del  virus  con  Gal-‐9  sola  o  en  

combinación  con  tunicamicina  (R&D  Systems,  Minneapolis,  MN,  EE.  UU.)  y  en  presencia  o  

ausencia   del   anticuerpo   frente   a   TIM-‐3.   Se   incubó   durante   18h   a   37oC,   5%   CO2   y   90%  

humedad  y  se  cuantificó  los  niveles  de  Agp24  (antígeno  p24).    

Purificación*
CD4+*reposo

+*IL57
Control*(sin*IL57)

VIH51
(NL4.3)

Reactivación*
VIH51

Medición*
Agp24

0*************************************5******************************9*****10

IL57*(1nM)

IL52*(10IU/ml)
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Reactivación  mediada  por  Gal-‐9  en   combinación  con  ARLs:   Por   otro   lado,   evaluamos   el  

papel   reactivador   de   Gal-‐9   en   combinación   con   otros   ARLs   (Tabla   5A)   solos   y   en  

combinaciones  sencillas  o  múltiples  (Tabla  5B)  durante  18  h  en  el  modelo  de  células  T  CD4+  

latentemente  infectadas.    La  reactivación  del  VIH-‐1  se  midió  por  producción  de  Agp24.  

      A)  

          B)  

Tabla  5.  A)  Combinación  de  los  diferentes  ARLs.  B)  Concentración  empleada  de  los  ARLs.  

2.2.6.  Extracción  del  ADN  total  

Para  la  realización  de  la  extracción  de  ADN  total  se  empleó  el  “QuiAamp  DNA  blood  mini  

Kit®  (Qiagen,  Hilden,  Alemania).  La  extracción  de  ADN  se  realiza  en  diferentes  pasos  (Figura  

26).  En  primer  lugar,  se  lleva  a  cabo  la  lisis  del  pellet  celular  empleando  el  tampón  de  lisis  

AL  y  proteasa  y  se   incuba  durante  10  minutos  a  56oC.  A  continuación,  se  añade  etanol  al  

100%.  Esta  mezcla  se  pasó  a  través  de  una  columna  que  posee  una  membrana  de  sílice  a  la  

que   se  unirá   el   ADN  mediante   centrifugación.   El   siguiente  paso   es   la   eliminación  de   los  

contaminantes  mediante  un  lavado  con  la  solución  AW1  y  un  lavado  con  AW2.  Finalmente,  

se  eluye  con  25  μl  de  tampón  AE.    

ARL   Concentración  
Gal-‐9   2nM  

Maraviroc  (MVC)   25mg/ml  
JQ1   1µM  

Vorinostat  (Vor)   500nM  
Briostatina  (Bry)   100nM  

Romidepsina  (RMD)   40nM  
Disulfiram  (DS)   500nM  

ARL  ÚNICOS   COMBINACIÓN  SENCILLA   COMBINACIÓN  MÚLTIPLE  
Gal-‐9   -‐   -‐  
MVC   Gal-‐9+MVC   Gal-‐9+  MVC  +JQ1+Bry  
JQ1   Gal-‐9+JQ1   Gal-‐9+  JQ1+Vor  +Bry  
Vor   Gal-‐9+Vor   Gal-‐9+  Vor+  JQ1+MVC  
Bry   Gal-‐9+Bry   Gal-‐9+  Bry  +Vor  +MVC  
RMD   Gal-‐9+RMD   -‐  
DS   Gal-‐9+DS   -‐  
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Se   determinó   la   concentración   y   la   pureza   del   ADN   mediante   el   espectrofotómetro  

Nanodrop®  ND-‐2000  (Thermo  Fisher  Scientific  Inc.,  Waltham,  MA,  EEUU).  Las  muestras  de  

DNA  se  guardaron  a  -‐80oC  para  su  posterior  utilización.    

Figura  26.  Esquema  de  la  extracción  de  ADN  con  el  kit  QuiAamp  DNA  blood  mini  ®  (Qiagen).  Muestra  los  
pasos  seguidos  en  el  proceso  de  extracción  empleando  columnas  de  sílice.  

2.2.7.  Cuantificación  de  la  integración  del  VIH-‐1  

El  análisis  del  ADN  integrado  se  llevó  en  dos  partes.  En  primer  lugar,  se  realizó  una  PCR  de  

integración  utilizando  20  ng  de  ADN  obtenido  según  el  apartado  9  y  se  mezclaron  con  varios  

cebadores  (tabla  2)  y  con  TaqDNA  en  un  volumen  final  de  20  μl.  Las  condiciones  de  PCR  son  

las  siguientes:  8  min  a  95oC,  1  min  a  95oC,  1  min  a  60oC.  10  min  a  72oC,  15  min  a  72oC  durante  

12  ciclos.    

Las   secuencias   Alu   son   secuencias   de   ADN   repetitivas   que   están   ampliamente   dispersas  

dentro  del  genoma  humano.  El  nombre  Alu  deriva  del  sitio  de  la  enzima  de  restricción,  Alu  

I,  dentro  de   la   secuencia   repetitiva.   Las   secuencias  de  Alu  se  emplean  como  marcadores  

para  cuantificar  el  ADN  de  VIH-‐1   integrado.  Se  utilizaron   los  cebadores  que   flanquean   la  

Muestra 

Lisis 

Unión  DNA  total 

Lavado 

Elución 

ADN  total 
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secuencia  Alu  y  gag  del  gen  estructural  de  VIH-‐1  para  amplificar  dicha  secuencia  del  gen.  

Solo  la  forma  integrada  de  las  copias  genómicas  del  VIH-‐1  se  amplifican  exponencialmente.  

En   la  segunda  PCR,  qPCR  (PCR  cuantitativa),  se  empleó  el  cebador  directo  R  y  el  cebador  

inverso  U5,  que  flaquean  la  región  LTR  viral  (238).  Se  empleó  una  curva  estándar  de  ADN  

integrado  de   la   línea  celular  8E5  con   los  cebadores  Lambda  T,  AA55M  y  MH603  y  el  gen  

CCR5   como   mantenimiento   con   los   cebadores   forward   and   reverse   y   se   cuantificó  

empleando  un  LightCycler  480  Instrument  II  (Roche  Applied  Science,  Penzberg,  Alemania).  

Tabla  6.  Cebadores  utilizados  para  cuantificar  la  integración  del  DNA.  

3. Evaluación   del   bloqueo   de   la   unión   de   Gal-‐9   a   TIM-‐3   en   la   restauración   de   la

actividad  CTL  de  los  linfocitos  T  CD8+  y  NK

Para  evaluar  la  mejora  de  la  respuesta  CTL  mediante  la  interacción  de  Gal-‐9  con  TIM-‐3  se  

emplearon  diferentes  tipos  de  co-‐cultivos  (CD4+t  (totales):CD8+,  CD4+t:  NK,  CD4+t:CD8+:  NK).    

orientacion target  HIV position proposito

Alu  1 TCCCAGCTACTGGGGAGGCTGAG rev alu integración 1º PCR

Alu  2 GCCTCCCAAAGTGCTGGGATTAC fwd alu integración 1º PCR

M667 ATGCCACGTAAGCGAAACTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTG

MH603 ACACTACTTTGAGCACTCAA FAM-‐TAMRA probe R-‐U5 (9458-‐9487) 2-‐LTR circles

Lambda  T ATGCCACGTAAGCGAAACT

AA55M GCTAGAGATTTTCCACACTGACTAA

CCR5_F GCTGTTTGCGTCTCTCCCAGGA fwd

CCR5_R CTCACAGCCCTGTGCCTCTTCTTC rev
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3.1.  Purificación  de  las  poblaciones  celulares  T  CD4+  t,  células  T  CD8+  y  células  NK  

A  partir  de  las  PBMCs  obtenidas  según  el  apartado  2.2.3.,  se  llevó  a  cabo  la  purificación  de  

las  células  T  CD4+  totales,  células  T  CD8+  y  células  NK  mediante  una  separación  magnética  de  

selección   positiva   (Miltenyi   Biotec,   Bergisch   Galdbach,   Alemania).   Para   ello   se   utilizan  

anticuerpos  anti-‐CD4  para  los  linfocitos  T  CD4+  t,  anticuerpos  anti-‐CD56  paras  las  células  NK  

y  anticuerpos  anti-‐CD8  para  los  linfocitos  CD8+.    

Los  diferentes  tipos  celulares  aislados  se  cultivaron  en  RPMI  completo  en  estufa  a  37oC  a  5%  

CO2  y  90%  humedad  a  una  concentración  de  5x106  células/mL.  

3.2.  Modelo  in  vitro.  Co-‐cultivos  CD4+t:CD8+,  CD4+t:  NK,  CD4+t:CD8+:  NK  

Las  células   se  cultivaron  en  RPMI  completo,  y   sólo  a   las  células  T  CD4+   se   les  añadió   IL2  

(10μl/ml)  y  PHA  (Sigma  Aldrich,  San  Luis,  Misuri,  EE.  UU.)  (1μl/ml)  para  su  activación  durante  

2   días.   Tras   los   2   días,   se   pusieron   en   co-‐cultivo   las   células   T   CD4+t:CD8+,   CD4+t:   NK,  

CD4+t:CD8+:   NK,   (ratio   1:1)   en   placas   de   96   pocillos   (800.000   células/pocillo)   en   RPMI  

completo  suplementado  con  IL2  (10μl/ml)  y  se  trataron  durante  20h  con  Gal-‐9  sola  o  en  

combinación  con  el  anticuerpo  frente  a  TIM-‐3  a  diferentes  concentraciones.  Tras  el  tiempo  

de  incubación  de  20h  se   llevó  a  cabo  una  infección  con  el  virus  VIH-‐1  BaL  (5μl/millón  de  

células)  mediante  centrifugación  2500  rpm  22ºC  durante  1  hora.  A  continuación,  se  incubó  

la  placa  durante  1  hora  a  37oC,  5%  de  CO2  y  90%  de  humedad.  Tras  el  tiempo  de  incubación  

de  realizaron  2  lavados  con  medio  RPMI.  Finalmente,  se  resuspendieron  las  células  con  RPMI  

completo   y   suplementado   con   IL-‐2   (10μl/ml).   Se   recogieron   sobrenadantes   a   diferentes  

tiempos,  3,  7  y  10  días  (Figura  5).  
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Figura  27.  Esquema  de  los  pasos  seguidos  en  los  experimentos  de  co-‐cultivo  in  vitro.  

Con   los   sobrenadantes  de   los  co-‐cultivos   recogidos  a  día  7   se  midió   la  actividad  CTL  por  

producción  de  Agp24  y  además  se   llevó  a  cabo  la  medición  de  citoquinas,  empleando  kit  

BD™  Cytometric  Bead  Array  (CBA)  Human  Th1/Th2/Th17  Cytokine  (BD  Biosciences,  San  Jose,  

CA,  EE.  UU.),  descrito  a  continuación.  

3.2.2.  Determinación  de  citoquinas  Th1/Th2/Th17  por  Cytometric  Bead  Array  

Esta  técnica  está  basada  en  el  uso  de  unas  microesferas  de  tamaño  y  fluorescencia  conocida  

que  permite  ser  detectada  mediante  citometría  de  flujo.  Cada  microesfera  está  conjugada  

con   un   anticuerpo   específico.   Por   otro   lado,   se   emplea   ficoeritrina   combinada   con  

anticuerpos  que  proporciona  una  señal  fluorescente  proporcional  a   la  muestra  analizada.  

Las  microesferas  y  el  reactivo  de  ficoeritrina  se   incuban  con  la  muestra  durante  3h  y  tras  

una  serie  de  lavados  se  lleva  a  cabo  la  medición  mediante  citometría  de  flujo.  En  el  citómetro  

se   emplea   un   programa   específico   que   nos   permite   detectar   las   diferentes   citoquinas  

interleuquina-‐2  (IL-‐2),  interleuquina-‐4  (IL-‐4),  interleuquina-‐6  (IL-‐6),  interleuquina-‐10  (IL-‐10),  

Factor  de  Necrosis  tumoral-‐alfa  (TNF-‐α),  interferón  gamma  (IFN-‐γ)  e  interleuquina-‐17A  (IL-‐

17A).    

Para  la  medición  de  citoquinas  se  emplearon  los  sobrenadantes  obtenidos  en  los  co-‐cultivos  

realizados  según  el  apartado  3.2  a  día  7.  
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De  forma  específica  la  técnica  se  llevó  a  cabo  en  dos  pasos:  

1. Preparación   de   los   estándares   siguiendo   los   pasos   siguiendo   de   acuerdo   a   las

recomendaciones  de  la  casa  comercial.

2. Preparación  de  las  muestras:

-‐Teniendo  en  cuenta  el  número  de  muestras  a  analizar,  se  mezclaron  los  reactivos

capture  beads.  

    -‐La  preparación  de  las  muestras  se  llevó  a  cabo  como  se  describe  a  continuación:  

    -‐Curva:  50µl  PE+  50µl  mix  microesferas  +50µl  de  la  dilución  correspondiente  

  -‐Muestra:  50µl  PE  +50µl  mix  microesferas  +50µl  de  la  muestra  correspondiente  

                -‐Se  incubó  durante  6h  30  min  a  temperatura  ambiente  y  protegido  de  la  luz  

              -‐Pasado  el  tiempo  de  incubación  se  añadió  1ml  de  la  solución  de  lavado,  se  centrifugó  5  

minutos  a  1250  rpm  y  se  decantó  con  cuidado.  Para  finalizar  se  añadió  300µl  de  la  solución  

de  lavado.  

              -‐Las  muestras  se  analizaron  con  un  citometro  de  flujo  Beckman  Coulter  (Bra,CA,EE.  UU.).  

3.3.  Modelo  in  vitro.  Co-‐cultivos  CD4  reposo  latentemente  infectadas  y  células  CD8+  

Empleando  el  modelo  de  latencia  obtenido  según  el  apartado  7  se  realizó  el  co-‐cultivo  con  

las  células  T  CD8+.  En  placas  de  96  pocillos  (800.000  células/pocillo)  se  añaden  las  células  T  

CD4+  en  reposo  latentemente  infectadas  y  las  células  T  CD8+  y  un  ratio  1:1,  se  tratan  con  el  

anticuerpo   frente   a   TIM-‐3   durante   18h   y   se   incuban   en   estufa   37oC,   5%   CO2   y   90%   de  

humedad.   Transcurrido   este   tiempo   de   incubación   se   añade   Gal-‐9.   Se   recogen   los  

sobrenadantes   en   diferentes   tiempos,   3,   7   y   10   días.   Se   analizó   la   actividad   CTL   de   los  

linfocitos  T  CD8+  mediante  producción  de  Agp24  mediante  una  técnica  de  ELISA.  
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3.4.  Modelo  ex  vivo.  Co-‐cultivos  CD4+t:CD8+,  CD4+t:  NK,  CD4+t:CD8+:  NK  

Para  llevar  a  cabo  estos  experimentos  se  obtuvieron  células  T  CD4+,  células  T  CD8+  y  células  

NK  a  partir  de  las  PBMCs  obtenidas  de  pacientes  con  infección  por  VIH-‐1.  Los  pacientes  se  

seleccionaron  entre  los  atendidos  en  las  Consultas  Monográficas  de  Infección  por  VIH  del  

Servicio   de   Enfermedades   Infecciosas   del   Hospital   Ramón   y   Cajal,   tras   la   firma   del  

consentimiento  informado.  

Para   este   objetivo   de   la   tesis,   los   pacientes   debían   estar   recibiendo   tratamiento  

antirretroviral  y  con  carga  viral  suprimida  (<37  copias/ml)  durante  al  menos  12  meses.    A  los  

pacientes  se  les  realizó  una  extracción  mediante  venopunción  de  200  mL  de  sangre  total  en  

tubos   de   10mL   con   EDTA   (ácido   etilendiamino   tetracético)   como   anticoagulante   (BD  

Vacutainer®  Becton  Dickinson,  Franklin  Lakes,  NJ,  EE.  UU.).  A  partir  de  la  sangre  obtenida,  

se  llevó  a  cabo  el  aislamiento  de  PBMCs  según  se  describe  en  el  apartado  5  y  posteriormente  

se  realizó  el  aislamiento  de  la  subpoblaciones  celulares  T  CD4+,  T  CD8+  y  NK  (apartado  6)  y  

se  incubaron  en  RPMI  completo.  Sólo  en  el  caso  de  las  células  T  CD4+  se  suplementó  el  medio  

con  IL2  (10μl/ml)  y  PHA  (1μl/ml)  para  su  activación  durante  dos  días  en  estufa  a  37oC,  5%  de  

CO2  y   90%  de  humedad.   Transcurrido   los   dos   días,   se   llevó   a   cabo  el   tratamiento  de   las  

células  T  CD8+  y  NK  con  el  anticuerpo  frente  a  TIM-‐3  y  se  incubó  durante  24  horas.  Pasado  

el  tiempo  de  incubación  se  llevó  a  cabo  el  co-‐cultivo  CD4+:CD8+,  CD4+:  NK,  CD4+:CD8+:  NK,  

(ratio   1:1)   en   placas   de   96   pocillos   (800.000   células/pocillo)   en   RPMI   completo  

suplementado  con  IL2  (10μl/ml).  A  continuación,  se  realizó  la  infección  con  el  virus  VIH-‐1  

BaL   (5μl/millón   de   células)   mediante   centrifugación   2500   rpm   22oC   durante   1   hora.   A  

continuación,  se  incubó  la  placa  durante  1  hora  a  37oC,  5%  de  CO2  y  90%  de  humedad.  Tras  

el   tiempo   de   incubación   se   realizaron   2   lavados   con   medio   RPMI.   Finalmente,   se  

resuspendieron   las   células   con   RPMI   completo   y   suplementado   con   IL-‐2   (10μl/ml)   y   se  

añadió  Gal-‐9  en   los  pocillos  correspondientes.  Se   recogieron  sobrenadantes  a  diferentes  

tiempos,  3,  7  y  10  días.    

Con  los  sobrenadantes  recogidos  se  llevó  a  cabo  la  medición  de  Ag24  con  el  kit  Zeptometrix  

y  la  medición  de  citoquinas  con  el  Kit  ProcartaPlex™  Multiplex  Immunoassay  (Thermo  Fisher  

Scientific  Inc.,  Waltham,  MA,  EE.  UU.).  
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Figura  28.  Esquema  de  los  pasos  seguidos  en  los  experimentos  de  los  co-‐cultivos  ex  vivo.  

3.4.1.  Detección  de  la  proteína  p24  del  VIH-‐1  

Para   el   análisis   del   antígeno   p24   de   los   sobrenadantes   de   los   experimentos   ex   vivo  

empleamos  la  técnica  de  ELISA  HIV  Type  1  p24  2.0  (Zeptometrix,  Buffalo,  NY,  USA).  

3.4.2.   Determinación   de   citoquinas   Th1/Th2/Th17.   ProcartaPlex™   Multiplex  
Immunoassay    

Los   inmunoensayos   ProcartaPlex   Multiplex   Immunoassay   (Thermofisher   Scientific  

Inc.,Waltham,   MA,   EE.UU.)   incorporan   unas   microsesferas   magnéticas   que   permite   la  

detección  simultánea  y  cuantificación  de  diferentes  proteínas.  En  primer  lugar,  se  prepara  

la  curva  de   los  estándares  siguiendo   los  paso  del  protocolo,  a  continuación  de  añade   las  

microesferas  de  las  citoquinas  a  analizar  (IL-‐2,  IL1-‐7A,  IL-‐4,  IL-‐6,  IL-‐10,  Granzima  A,  Granzima  

B,   Perforina,   TNF-‐α,   IFN-‐γ),   se   realizan   2   lavados   con   solución   de   lavado   y   se   añade   las  

muestras  a  analizar,  se  incuban  durante  1h  30  min  a  temperatura  ambiente  y  en  agitación.  

Se  realizan  2  lavados  y  se  añade  el  anticuerpo  de  detección,  incubando  la  placa  durante  30  

min  a  temperatura  ambiente  y  en  agitación.  A  continuación,  se  realiza  2  lavados  y  se  añade  

Estreptavidina  llevando  a  cabo  una  incubación  de  30  minutos  a  temperatura  ambiente  en  

agitación.  Finalmente  se  realizan  2  lavados  y  se  añade  solución  de  lectura.  Se  mide  el  nivel  

de  citoquinas  en  Labscan3D  one  Lambda  Luminex™200  ™  (Rafer,  España).  
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4. Consideraciones  éticas

El   estudio   fue   aprobado   por   el   CEIC   (Comité   Ético   de   Investigación   Clínica)   del   Hospital  

Universitario   Ramón   y   Cajal   y   durante   su   realización   se   respetaron   los   principios   de   la  

declaración   de   Helsinki.   Todos   los   pacientes   incluidos   en   el   estudio   firmaron   un  

consentimiento  informado.  

5. Análisis  estadístico

El  análisis  estadístico  utilizado  para  examinar  las  diferencias  entre  las  diferentes  muestras  

analizadas  fue  la  prueba  t  para  muestras  independientes  (T  test).  Los  valores  p<0,05  se  

consideraron  estadísticamente  significativos.    

El   análisis   de   los   datos   se   llevó   a   cabo   utilizando   el   software   GraphPad   Prism   v5.0   y   el  

paquete  estadístico  SPSS  IBM  versión  21.0  (SPSS,  Inc.,  Chicago,  IL,  EE.  UU.).  
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1. Toxicidad  de  Gal-‐9  y  α-‐TIM-‐3  en  células  VERO

Para  comprobar  tanto  si  Gal-‐9  como  el  anticuerpo  para  bloquear  TIM-‐3  producían  toxicidad  

celular,  se  emplearon  las  células  VERO,  utilizadas  para  probar  la  citotoxicidad  de  diferentes  

fármacos.   Las   imágenes   fueron   tomadas   tras   una   incubación   de   48h   con   los   diferentes  

reactivos.   Como   control   positivo   se   utilizó   DMSO.   En   él   se   observó   a   las   24   h   cierta  

citotoxicidad  y  a  partir  de  las  48  h  una  destrucción  total  de  las  células  en  los  pocillos  control.  

En   cuanto   a   Gal-‐9   hubo   una   conservación   total   de   la   monocapa   celular   tanto   a   una  

concentración  de  2  nM  como  200  nM  (Figura  29).  Cuando  evaluamos  el  efecto  tóxico  del  

anticuerpo   frente  a  TIM-‐3,   sólo   la  concentración  de  10  μg/ml,  que  es  el  doble  de   la  que  

nosotros  usamos  en  los  diferentes  experimentos,  fue  la  única  con  la  que  observamos  cierta  

destrucción  celular  (Figura  30).  Esto  nos  demostró  la  baja  toxicidad  tanto  de  Gal-‐9  como  de  

α-‐TIM-‐3  usados  en  cultivos  celulares.  

  Figura  29.  Imágenes  de  toxicidad  en  células  VERO  con  Gal-‐9  a  diferentes  concentraciones  (200nM  y  2nM).  
Control  negativo  solo  células  VERO,  control  positivo  añadiendo  DMSO.  

Células  VERO   DMSO  

  200  nM   2nM  
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Figura  30.  Imágenes  de  toxicidad  en  células  VERO  con  α-‐TIM-‐3  a  diferentes  concentraciones  (2,5μg/ml,  

5μg/ml,  7,5μg/ml,  10μg/ml).  Control  negativo  solo  células  VERO,  control  positivo  añadiendo  DMSO.  

2. Reactivación  de  VIH-‐1  latente  mediada  por  Gal-‐9

2.1.  Reactivación  de  VIH-‐1  mediada  por  Gal-‐9  en  células  Jurkat-‐LAT-‐GFP  

Para   evaluar   la   reactivación   del   VIH-‐1   se   emplearon   las   células   Jurkat   latentemente  

infectadas   (Jurkat-‐LAT-‐GFP).   Estas   células   presentan  una   construcción   retroviral   LTR-‐Tat-‐

IRES-‐GFP  en  la  que  se  ha  sustituido  el  gen  de  la  envuelta  viral  por  el  gen  de  la  proteína  GFP.  

De  esta  manera  una  reactivación  viral  tras  estimulación  se  asociaría  con  un  incremento  de  

GFP  pudiendo  medir  la  expresión  de  la  misma  mediante  citometría  de  flujo.  El  porcentaje  

de  expresión  de  GFP  en  el  control  positivo  tras  una  incubación  de  18h  con  PMA  fue  de  un  

38,3%,  mientras  que  con  Gal-‐9  a  una  concentración  2  nM  fue  de  un  28%   (p=0,065)  y  en  

presencia  del  anticuerpo  frente  a  TIM-‐3  de  un  31%  (p=0,089)  (Figura  31).    

Estos  resultados  nos  indican  que  la  reactivación  mediada  por  Gal-‐9  no  se  llevó  a  cabo  vía  

TIM-‐3   sino  mediante   una   vía   independiente   ya   que   el   bloqueo   del  mismo  mediante   un  

Células  VERO   DMSO   2,5  µg/ml  

7,5  µg/ml  5  µg/ml   10  µg/ml  
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anticuerpo   no   afectó   al   porcentaje   de   reactivación   viral,   no   observándose   diferencia  

significativa  (p=0,3).  

Figura   31.   Reactivación   de   VIH-‐1   en   las   células   Jurkat-‐LAT-‐GFP.   ND=no   hay   diferencias   significativas  

(p<0,05)  entre  las  muestras  analizadas.    

2.2.  Reactivación  de  VIH-‐1  mediada  por  Gal-‐9  en  modelos  de  latencia  en  células  T  CD4+  

basado  en  IL-‐7  

2.2.1  Reactivación  mediada  por  Gal-‐9  

Para  probar  nuestra  estrategia  de  reactivación  de  Gal-‐9,  utilizamos  un  modelo  de  latencia  

in   vitro   basados   en   la   IL-‐7   (Interleuquina   7),   citoquina   responsable   de   la   proliferación  

homeostática  de  las  células  T  de  memoria.  Por  lo  tanto,  es  un  modelo  de  latencia  de  VIH-‐1  

en  células  T  CD4+  que  permite  la  integración  viral  y  mantiene  bajos  los  niveles  de  expresión  

Condiciones Reactivación  VIH  (%GFP)
Control  -‐ 0,96
Control  GFP+ 43,7
Células  Jurkat 16,18
DMSO 11,64
PMA 38,27
Gal-‐9  2nM 26,25
Gal-‐9  2nM+αTIM-‐3  5µg/mL 29,71
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viral.     Utilizamos  diferentes  concentraciones  de  Gal-‐9  (2nM,  5nM,  200nM  y  500nM)  para  

comprobar  si  existían  diferencias  y  cuál  tiene  mayor  potencia  de  reactivación.    

La  reactivación  del  VIH  en  el  modelo  de  latencia  llevada  a  cabo  por  Gal-‐9  2  nM  fue  de  29  

ng/ml   frente   a   32ng/ml   que  presentó   el   control   positivo   PMA   (p=0,64).   En   cuanto   a   las  

diferentes   concentraciones   empleadas   de   Gal-‐9   no   se   observó   ninguna   diferencia  

significativa   entre   la   capacidad   reactivadora   de   cada   una   de   ellas   (Gal-‐9   5nM   24ng/ml  

p=021,  Gal  200  nM  27.3  ng/ml  p=0,36,  Gal-‐9  500  nM  23ng/ml  p=0,41)  ni  en  combinación  

con  el  anticuerpo  frente  a  TIM-‐3  (Gal-‐9  2  nM+α-‐TIM-‐3  24ng/ml  p=0,39,    Gal-‐9  5  nM+α-‐TIM-‐

3  23ng/ml  p=0,38,    Gal-‐9  200  nM+α-‐TIM-‐3  36.6  ng/ml  p=0,41).    Este  resultado  nos  confirma  

que   Gal-‐9   es   un   potente   reactivador   de   la   latencia   y   que   actúa   a   través   de   una   vía  

independiente  de  TIM-‐3  (Figura  32).    

Figura   32.   Reactivación   de   VIH-‐1   en   el   modelo   de   latencia   basado   en   IL-‐7.   ND=no   hay   diferencias  
significativas  (p<0,05)  entre  las  muestras  analizadas.    

Control 1,09 4,89
DMSO 0,53 5,02
PMA 2,28 32
Gal-‐9  2nM 0,85 29,08
Gal-‐9  5nM 0,71 24,05
Gal-‐9  200nM 1,17 27,24
Gal-‐9  500nM 0,58 22,46
Gal-‐9  2nM+αTIM-‐3  5µg/mL 0,83 24,08
Gal-‐9  5nM+αTIM-‐3  5µg/mL 0,97 22,98
Gal-‐9  200nM+αTIM-‐3  5µg/mL 0,74 23,64

Control  (Sin  IL-‐7)  
Agp24  (ng/mL)

IL-‐7  Agp24  
(ng/mL)

Condiciones
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2.2.2.  Reactivación  mediada  por  Gal-‐9  en  combinación  con  tunicamicina  

Para  confirmar  que  Gal-‐9  reconoce  un  patrón  específico  de  las  células  T  CD4+  latentemente  

infectadas  y  que  no  reactiva  vía  TIM-‐3,  empleamos  un  fármaco  (antibiótico)  tunicamicina  

(TNC),   que  destruye   este  patrón  de  oligosacáridos  que   reconoce  Gal-‐9   en   las   células   de  

memoria  en  reposo  dando  lugar  a   la  posterior  reactivación  viral.  Era  esperable  por  tanto  

que  tras  el  tratamiento  con  TNC  la  reactivación  de  VIH  fuese  menor  o  nula.    

Empleando  un  modelo  de  latencia  basado  en  IL-‐7,  observamos  una  reactivación  del  VIH-‐1  

llevado  a  cabo  por  Gal-‐9  2  nM  de  29  ng/ml,  no  habiendo  diferencias  significativas  con  el  

control  positivo  PMA  32  ng/m  (p=0,12)l  ni  con  Gal9  2  nM+  α-‐TIM-‐3  29.4  ng/ml  (p=023).  Sin  

embargo,   cuando   se   trató   de   forma   combinada   con   TNC   la   reactivación   bajó  

considerablemente.   La  medición  del  antígeno  p24  con  Gal9  2nM+TNC   fue  de  15  ng/ml  y  

Gal9   2   nM+α-‐TIM-‐3+TNC   de   15,2   ng/mL   (Figura   33).   Esto   nos   confirmó   que   el  

reconocimiento  que  hace  Gal-‐9  de  este  patrón  específico  de  oligosacáridos  que  presentan  

las   células   TCD4+   latentemente   infectadas   es   necesario   para   llevar   a   cabo   una   correcta  

reactivación  del  VIH-‐1.  

Al  comparar  las  diferentes  concentraciones  empleadas  de  Gal-‐9  observamos  que  no  había  

diferencias  significativas  (p=0,45)  en  los  porcentajes  de  activación  viral,  por  lo  que  para  los  

diferentes  experimentos  descritos  a  continuación  empleamos  la  menor  concentración  de  

Gal-‐9,  es  decir,  2nM.    
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Figura   33.   Reactivación   de   VIH-‐1   en   un   modelo   de   latencia   basado   en   IL-‐7   mediado   por   Gal-‐9   en  
combinación   con   tunicamicina.   ND=no   hay   diferencias   significativas   (p<0,05)   entre   las   muestras  
analizadas.  

2.2.3.  Reactivación  mediada  por  Gal-‐9  en  combinación  con  diferentes  ARLs  

Estudios  previos  han  analizado  el  potencial  de  diferentes  ARLs  no  observándose  en  ningún  

caso  tasas  de  reactivación  del  100%,  por  lo  que  en  este  experimento  nos  hemos  planteado  

evaluar  el  papel  reactivador  de  Gal-‐9  en  combinación  con  otros  ARLs  con  el  fin  de  comprobar  

si  la  combinación  de  los  mismos  podría  incrementar  el  porcentaje  de  reactivación  viral.    

Control 2,13 5,58
Control+TNC 0,6 4,48
DMSO 1,7 5,38
DMSO+TNC 0,38 4,87
PMA 6,53 35,14
PMA+TNC 0,98 19,3
Gal-‐9  2nM 4,47 29,04
Gal-‐9  2nM+TNC 0,35 15,1
Gal-‐9  2nM+αTIM-‐3  5µg/mL 5,63 29,33
Gal-‐9  2nM+αTIM-‐3  5µg/mL+TNC 0,45 15,24

Condiciones Control  (Sin  IL-‐7)  
Agp24  (ng/mL)

IL-‐7  Agp24  
(ng/mL)
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Empleando  el  mismo  modelo  de  latencia  basado  en  IL-‐7,  comprobamos  en  un  primer  lugar  

la  reactivación  del  virus  latente  mediada  por  los  diferentes  ARLs  de  forma  individual  cada  

uno  de  ellos.  Obtuvimos  una  media  de  producción  de  Agp24  tras  reactivar  con  PMA  y  Gal-‐9  

de   18,43   ng/mL   y   17,87   ng/mL   respectivamente.   Con   el   resto   de   los   ARLs   las   tasas   de  

producción  de  Agp24   fueron:  DS   (Disulfiram)   0,45  ng/mL   (p=0.001),   RMD  (Romidepsina)  

11,96  ng/mL   (p=0,007),  Bry   (Briostatina)  13,04  ng/mL   (p=0,0018),  Vor   (Vorinostat)  14,57  

ng/mL  (p=0,028),  JQ1  5,09  ng/mL  (p=0,001)  y  MVC    (Maraviroc)  7,20  ng/mL  (p=0,001)(Figura  

34).  De  forma  individual  observamos  que  el  ARL  que  presentó  una  mayor  reactivación  del  

VIH-‐1  fue  Gal-‐9.    

Figura  34.  Reactivación  de  VIH-‐1  en  modelos  de   latencia  basado  en   IL-‐7  mediada  por  diferentes  ARLs.  
ND=no  hay  diferencias  significativas  (p<0,05)  entre  las  muestras  analizadas.  El  símbolo*  indica  que  existe  
significación  estadística  (p<0,05).  

Control 0,38 5,06
DMSO 0,26 4,35
PMA 0,49 18,43
Gal-‐9  2nM 0,31 17,87
Gal-‐9+αTIM-‐3 0,38 19,05
MVC 0,25 7,2
MVC+αTIM-‐3 0,27 5,33
JQ1 0,34 5,09
Vor 0,25 14,57
Bry 0,31 13,04
Rmd 0,29 11,96
Ds 0,22 0,42

Control Control  (Sin  IL-‐7)  
Agp24  (ng/mL)

IL-‐7  Agp24  
(ng/mL)
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Dentro  de  las  combinaciones  sencillas  las  que  implicaron  una  mayor  reactivación  del  virus  

fueron:  Gal-‐9  +  Vor  (12,49  ng/mL,  p=0,4);  Gal-‐9  +  Bry  (14,27  ng/mL,  p=0,37)  y  Gal-‐9  +  RMD  

(11,60  ng/mL,  p=0,17)  como  se  puede  observar  en  la  figura  3,  pero  en  ningún  caso  llegaron  

a  los  valores  alcanzados  por  Gal-‐9  de  forma  individual  (Figura  35).  

Figura   35.  Reactivación  de  VIH-‐1   en  modelos   de   latencia  basado   en   IL-‐7  mediada  por   la   combinación  
sencilla  de  ARLs.  ND=no  hay  diferencias  significativas  (p<0,05)  entre  las  muestras  analizadas.  El  símbolo*  
indica  que  existe  significación  estadística  (p<0,05).  

En  cuanto  a  las  combinaciones  múltiples,  lejos  de  mostrar  un  sinergismo  o  efecto  aditivo,  

observamos  cierta  tendencia  antagónica  ya  que,  en  todas  las  combinaciones  analizadas,  los  

valores  de  producción  de  Agp24  bajaron  considerablemente  por  debajo  de  los  valores  de  

cada  uno  de  ellos  individualmente  (Figura  36).  

Gal-‐9+MVC 0,25 6,69
Gal-‐9+MVC+α-‐TIM-‐3 0,39 6,15
Gal-‐9+JQ1 0,45 5,99
Gal-‐9+Vor 0,52 12,49
Gal-‐9+Bry 0,59 14,27
Gal-‐9+Rmd 0,39 11,61
Gal-‐9+Ds 0,33 0,99

Condiciones Control  (Sin  IL-‐7)  
Agp24  (ng/mL)

IL-‐7  Agp24  
(ng/mL)
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Figura   36.  Reactivación   de  VIH-‐1   en  modelos   de   latencia   basado   en   Il-‐7  mediada  por   la   combinación  
múltiple  de  ARLs.  El  símbolo*  indica  que  existe  significación  estadística  (p<0,05).  

3. Efecto  del  bloqueo  de  TIM-‐3  en  la  restauración  de  la  actividad  CTL  de  los  linfocitos

T  CD8+  y  las  células  NK

Para  evaluar  la  mejora  de  la  respuesta  CTL  mediante  el  bloqueo  de  la  interacción  de  Gal-‐9  

con   TIM-‐3   se   emplearon   diferentes   tipos   de   co-‐cultivos   in   vitro,   CD4+t:CD8+,   CD4+t:   NK,  

CD4+t:CD8+:  NK,  CD4  reposo  latentemente  infectada:CD8+  y  por  último  co-‐cultivos  ex  vivo  

CD4+t:CD8+,  CD4+t:  NK,  CD4+t:CD8+:  NK.  

Gal-‐9+MVC+Vor+Bry 0,21 5,39
Gal-‐9+MVC+Vor+Bry+α-‐TIM-‐3 0,28 3,5
Gal-‐9+JQ1+Vor+Bry 0,22 7,54
Gal-‐9+MVC+JQ1+Vor 0,35 2,24
Gal-‐9+MVC+JQ1+Vor+α-‐TIM-‐3 0,27 0,3
Gal-‐9+MVC+JQ1+Bry 0,31 2,62
Gal-‐9+MVC+JQ1+Bry+α-‐TIM-‐3 0,22 1,69

Condiciones Control  (Sin  IL-‐7)  
Agp24  (ng/mL)

IL-‐7  Agp24  
(ng/mL)
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3.1.  Modelos  in  vitro  

3.1.1.  Co-‐cultivo  de  células  T  CD4+  totales  y  células  T  CD8+  

El  bloqueo  de  la  interacción  Gal-‐9:  TIM-‐3  en  las  células  T-‐CD8+  condujo  a  una  disminución  

significativa  (p=0,014)  en  la  producción  de  Agp24  y  por  tanto  a  un  control  de  la  replicación  

vírica,   es   decir   una   mejora   en   la   actividad   CTL   de   los   linfocitos   T   CD8+,   empleando   la  

concentración  más  baja  del  anticuerpo  frente  a  TIM-‐3  (5μg/mL)  (Figura  37).  

Figura   37.   Co-‐cultivo   de   células   T   CD4+t   y   células   T   CD8+.   Efecto   del   bloqueo   de   TIM-‐3.   ND=no   hay  
diferencias  significativas  (p<0,05)  entre  las  muestras  analizadas.  El  símbolo*  indica  que  existe  significación  
estadística  (p<0,05).  

Co-‐Cultivos Agp24(ng/mL)
CD4  sin  infectar -‐12,01
CD4  infectadas 242,48
CD4:CD8 246,87
CD4:CD8+α-‐TIM-‐3  5µg/mL 10,02
CD4:CD8+α-‐TIM-‐3  7,5µg/mL 107,84
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3.1.2.  Co-‐cultivo  de  células  T  CD4  +  totales  y  células  NK  

 
Sin  embargo,  en  el  caso  del  co-‐cultivo  con  las  células  NK,  el  bloqueo  de  la  interacción  Gal-‐9:  

TIM-‐3   (p=0,5)   no  provoca  una  mejora   en   el   control   de   la   replicación   vírica   como  puede  

observarse  en  la  figura  38,  donde  los  valores  de  Agp24  son  muy  similares  en  las  diferentes  

condiciones.  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

    

  

  

  

  

  

  

  

Figura  38.  Co-‐cultivo  de  células  T  CD4+  y  células  NK.  Efecto  del  bloqueo  de  TIM-‐3  ND=no  hay  diferencias  
significativas  (p<0,05)  entre  las  muestras  analizadas.    
  

  

  

 
 

 

Co-‐Cultivos Agp24(ng/mL)
CD4  sin  infectar -‐9,11
CD4  infectadas 280,18
CD4:NK 138,28
CD4:NK+α-‐TIM-‐3  5µg/mL 74,59
CD4:NK+α-‐TIM-‐3  7,5µg/mL 83,07
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3.1.3.  Co-‐cultivo  de  células  T  CD4+  totales,  células  T  CD8+  y  células  NK  

En  los  co-‐cultivos  de  células  T  CD4+  junto  con  las  T  CD8+  y  NK,  observamos  que  el  bloqueo  

de   TIM-‐3   en   las   células  NK  no  parece   tener   un   efecto  negativo   sobre   la   actividad  de   las  

células  T-‐CD8+  en  su  conjunto,  mejorada  por  su  bloqueo  de  TIM-‐3  (Figura  39).  Esto  nos  pone  

de  manifiesto  la  mejora  de  la  respuesta  CTL  y  por  lo  tanto  el  control  de  la  replicación  vírica  

(p=0,002).    

No   se   observan   diferencias   significativas   en   cuanto   a   las   diferentes   concentraciones  

empleadas  del  anticuerpo  p=0,028).  

Figura   39.   Co-‐cultivo   de   células   T   CD4+   y   células   T   CD8+.   Efecto   del   bloqueo   de   TIM-‐3.   ND=no   hay  
diferencias  significativas  (p<0,05)  entre  las  muestras  analizadas.  El  símbolo*  indica  que  existe  significación  
estadística  (p<0,05).  

Co-‐Cultivos Agp24(ng/mL)
CD4  sin  infectar -‐3,66
CD4infectadas 157,71
CD4:CD8:NK 137,14
CD4:CD8:NK+α-‐TIM-‐3  5µg/mL 27,26
CD4:CD8:NK+α-‐TIM-‐3  7,5µg/mL 4,61
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3.1.4.  Co-‐cultivos  de  células  T  CD4  reposo  latentemente  infectadas  y  células  T  CD8+

En  este   tipo  de  co-‐cultivo,  empleamos  células  T  CD4+  en   reposo   latentemente   infectadas  

(modelo  de  latencia  basado  en  IL7),  como  podemos  observar  en  la  gráfica  (Figura  40),  no  

existe  diferencia  significativa  al  utilizar  el  anticuerpo  frente  a  TIM-‐3,  ya  que  necesitamos  un  

ARL  para  poder  activar  el  virus.    

Figura  40.  Co-‐cultivo  células  T  CD4+  latentemente  infectadas  con  células  T  CD8+.  Efecto  del  bloqueo  de  
TIM-‐3.    ND=no  hay  diferencias  significativas  (p<0,05)  entre  las  muestras  analizadas.  

CD4r:CD8 0,4 13,96
CD4r:CD8+α-‐TIM-‐3  5µg/mL 0,26 9,93

Co-‐Cutivos Control  (Sin  
IL-‐7)  Agp24  

IL-‐7  Agp24  
(ng/mL)
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3.2.  Modelo  ex  vivo  

 
3.2.1.  Características  de  los  pacientes  

 
Los   pacientes   que   se   incluyeron  en   la   parte  ex   vivo   fueron  seleccionados   en   la  Consulta  

Monográfica   de   VIH   del   Servicio   de   Enfermedades   Infecciosas   del   Hospital   Universitario  

Ramón   y   Cajal   (Madrid).   Se   consideraron   como   criterios   de   inclusión   que   estuviesen   en  

tratamiento  antirretroviral  (TAR)  desde  al  menos  6  meses  antes  de  la  extracción  analítica  y  

que  presentasen  una  CV  plasmática  indetectable  (<  37  copias/mL).  A  su  vez  no  debían  contar  

con  ninguna  contraindicación  para  someterse  a  una  extracción  de  sangre  de  200mL.  

  

Se  incluyeron  un  total  de  15  pacientes,  de  los  cuales  finalmente  fueron  evaluables  10.    En  el  

momento   del   estudio,   todos   los   pacientes   estaban   con   TAR,   presentando   una   CV  

indetectable,  la  media  de  células  T  CD4+  era  de  661  células/mm3,  la  media  de  células  T  CD8+  

era  de  920  células/mm3  y  la  media  de  nadir  de  las  células  T  CD4+  fue  de  327  células/mm3.  El  

tiempo  medio  con  TAR  fue  de  88  meses.  Todos  los  pacientes  incluidos  en  el  estudio  eran  

hombres  (tabla  7).  

  

  

Tabla   7.   Características   de   los   pacientes   incluidos   en   el   estudio.   RPV:   Rilpivirina,   TAF:   Tenofovir  
alafenamida,   FTC:   Emtricitabina,   DTG:   Dolutegravir,   ABC:   Abacavir,   3TC:   Lamivudina,   DRV:   Darunavir,  
COBI:  Cobicistat,  EVG:  Elvitegravir.  
  

  

  

  

  

  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Edad  (años) 50 63 33 57 53 33 38 61 26 52

CD4+  nadir  (céls/mm3) 392 365 479 272 250 NO  DATO 186 50 633 234
CD4+  (céls/mm3) 1029 504 522 970 773 700 603 502 774 417
Ratio  CD4+/CD8+ 1,07 1,04 0,8 0,7 0,99 1,2 0,4 0,6 0,8 0,4

<37 <37 <37 <37 <37 <37 <37 <37 <37 <37

Duración  de  TAR  (meses) 41 185 48 324 43 72 72 270 12 12
RPV RPV DTG DTG RPV DRV EVG DRV DTG EVG
TAF DTG ABC ABC DTG COBI COBI RTV ABC COBI
FTC 3TC 3TC FTC FTC 3TC 3TC FTC

TAF TAF TAF

Pacientes

CV  (copias  de  ARN                            
de  VIH-‐1/mL)

TAR

Caracteristicas
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3.2.2.  Co-‐cultivo  de  células  T  CD4+  totales,  células  T  CD8+  y  células  NK  

Para  llevar  a  cabo  estos  experimentos  se  obtuvieron  células  T  CD4+,  células  T  CD8+  y  células  

NK  a  partir  de  las  PBMCs  obtenidas  de  los  pacientes  con  infección  por  VIH-‐1  tras  extracción  

de  200mL  de  sangre  total  por  venopunción.    

En  primer  lugar,  se  llevó  a  cabo  el  tratamiento  de  las  células  T  CD8+  y  las  células  NK  con  el  

anticuerpo  frente  a  TIM-‐3  para  modificarlas  antes  del  co-‐cultivo.  Tras  24h  de  tratamiento  se  

realizaron  los  diferentes  co-‐cultivos  (CD4+t:CD8+,  CD4+t:NK,  CD4+t:CD8+:NK)  en  ratio  1:1  y  se  

llevó  a  cabo  la  superinfección  con  un  virus  VIH-‐1  BaL,  necesario  para  la  estimulación  de  las  

células   T   CD8+   ya   que   los   pacientes   se   encontraban   durante   bastante   tiempo   en   una  

situación  de  supresión  virológica.  Los  sobrenadantes  recogidos  a  día  7  y  10  se  utilizaron  para  

llevar  a  cabo  una  técnica  ELISA  para  la  medición  de  antígeno  p24  y  para  la  medición  de  un  

panel  de  citoquinas,  así  como  de  granzima/perforina.  

La  capacidad  CTL  de  los  linfocitos  T  CD8+  se  basó  en  los  niveles  de  producción  de  antígeno  

p24.  Una   reducción  de  p24≥2log  se  consideró  como  una  buena   respuesta  T  CD8+  -‐  VIH-‐1  

específica  (239).  

Como  puede  observarse  en  las  gráficas  hay  una  reducción  de  p24  ≥2log  en  las  condiciones  

de   bloqueo   de   TIM-‐3   en   comparación   con   las   condiciones   control   (p=0,007).   En   los   co-‐

cultivos  CD4+t:CD8+,  se  observó  una  baja  capacidad  supresora  de  las  células  T  CD8+  (media  

de  Agp24  de  0.9  log),  pero  mejoró  significativamente  después  del  bloqueo  de  TIM-‐3  con  el  

anticuerpo  (media  de  Agp24  de  2,4  log)  y  por  lo  tanto  un  control  de  la  replicación  vírica.  En  

el  caso  del  co-‐cultivo  CD4+t:  NK,  el  bloqueo  de  la  interacción  Gal-‐9:  TIM-‐3  no  provocó  una  

disminución  del  Agp24  (media  de  Agp24  de  0,8  log  frente  a  1,2  log  con  anticuerpo;  p=  0,41).  

Sin  embargo,  en  los  co-‐cultivos  de  células  CD4+t  junto  con  CD8+  y  NK,  el  bloqueo  de  TIM-‐3  

en  las  células  NK  no  afectó  la  actividad  CTL  de  las  células  T  CD8+,  observando  de  nuevo  una  

disminución  significativa  (p=0,011)  cuando  se  lleva  a  cabo  el  bloqueo  de  la  interacción  Gal-‐

9:  TIM-‐3  (media  de  Agp24  de  1  log  frente  a  media  de  Agp24  de  2,3  log  con  el  anticuerpo).  

Por  otro  lado,  no  encontramos  diferencias  significativas  entre  los  resultados  obtenidos  a  día  

7  y  a  día  10  (Figura  41).  
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Figura   41.  Media   reducción   de   Agp24   (log),   día   7   y   día   10.   Efecto   del   bloqueo   de   TIM-‐3.   ND=no   hay  
diferencias  significativas  (p<0,05)  entre  las  muestras  analizadas.  El  símbolo*  indica  que  existe  significación  
estadística  (p<0,05)  

4. Evaluación  del  bloqueo  TIM-‐3  y  uso  de  Gal-‐9

Con  los  resultados  anteriores  hemos  confirmado  el  potencial  del  anticuerpo  frente  a  TIM-‐3  

en  la  restauración  de  la  respuesta  CTL,  en  los  siguientes  experimentos  evaluamos  si  el  uso  

de  Gal-‐9  puede  afectar  la  respuesta  CTL  

DIA  7 DIA  10
CD4:CD8 0,92 0,99
CD4:CD8+α-‐TIM-‐3 2,39 2,21
CD4:NK 0,82 0,75
CD4:NK+α-‐TIM-‐3 1,28 1,11
CD4:CD8:NK 1,06 1,06
CD4:CD8:NK+α-‐TIM-‐3 2,23 1,85

Media  reducción  Agp24  (Log)  sin  Gal-‐9Co-‐cultivos  
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4.1.  Modelos  in  vitro  

4.1.1.  Co-‐cultivo  de  células  T  CD4+  totales  y  células  T  CD8+  

Como  podemos  observar  en  la  siguiente  gráfica  (Figura  42),  el  uso  de  Gal-‐9  no  provoca  un  

efecto  negativo  en   la   respuesta  CTL  de   las  células  T  CD8+,  no  hay  diferencia   significativa  

entre  las  muestras  analizadas  con  o  sin  Gal-‐9  (p=0,41),  de  nuevo  observamos  un  control  en  

la  replicación  vírica  con  el  uso  del  anticuerpo  frente  a  TIM-‐3.  

Figura  42.  Co-‐cultivo  de  células  T  CD4+  y  células  T  CD8+.  ND=no  hay  diferencias  significativas  (p<0,05)  entre  
las  muestras  analizadas.  El  símbolo*  indica  que  existe  significación  estadística  (p<0,05).  

Co-‐Cultivos Agp24(ng/mL)
CD4  sin  infectar -‐12,01
CD4  infectadas 242,48
CD4+Gal-‐9  2nM 180,87
CD4+Gal-‐9  2nM+α-‐TIM-‐3  5µg/mL 265,15
CD4+Gal-‐9  2nM+α-‐TIM-‐3  7,5µg/mL 239,04
CD4:CD8 246,87
CD4:CD8+  Gal-‐9  2nM+α-‐TIM-‐3  5µg/mL 9,32
CD4:CD8+  Gal-‐9  2nM+α-‐TIM-‐3  7,5µg/mL 99,05
CD4:CD8+α-‐TIM-‐3  5µg/mL 10,02
CD4:CD8+α-‐TIM-‐3  7,5µg/mL 107,84
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4.1.2.  Co-‐cultivo  de  células  T  CD4+  totales  y  células  NK  

 
El  uso  del  anticuerpo  frente  a  TIM-‐3  en  las  células  NK  (p=0,42)  no  provoca  una  mejora  en  el  

control   de   la   replicación   vírica,   como  puede  observarse   en   la   gráfica   (Figura   43),   no  hay  

diferencias   significativas   entre   las   diferentes   muestras   analizadas   (p=0,5).   Tampoco   hay  

diferencias  significativas  con  el  uso  de  Gal-‐9  (p=0,46).  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Figura  43.  Co-‐cultivo  de  células  T  CD4+  y  células  NK.  ND=no  hay  diferencias  significativas  (p<0,05)  entre  
las  muestras  analizadas.  
  

Co-‐Cultivos Agp24(ng/mL)
CD4  sin  infectar -‐9,11
CD4  infectadas 280,18
CD4+Gal-‐9  2nM 170,08
CD4+Gal-‐9  2nM+α-‐TIM-‐3  5µg/mL 317,54
CD4:NK 138,28
CD4:NK+  Gal-‐9  2nM+α-‐TIM-‐3  5µg/mL 70,86
CD4:NK+  Gal-‐9  2nM+α-‐TIM-‐3  7,5µg/mL 131,5
CD4:NK+α-‐TIM-‐3  5µg/mL 74,59
CD4:NK+α-‐TIM-‐3  7,5µg/mL 83,07
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4.1.3.  Co-‐cultivo  de  células  T  CD4+  totales,  células  T  CD8+  y  NK  

En  este  tipo  de  co-‐cultivos,  el  bloqueo  de  TIM-‐3  en  las  células  NK  no  afecta  la  actividad  de  

las  células  T  CD8+  (Figura  44)  esto  nos  pone  de  manifiesto  el  control  de  la  replicación  vírica  

(p=0,002).  Por  otro  lado,  el  uso  de  Gal-‐9  no  afecta  la  respuesta  CTL  (p=0,35).  

Figura  44.  Co-‐cultivo  de  células  T  CD4+,  células  T  CD8+  y  células  NK.  ND=no  hay  diferencias  significativas  
(p<0,05)  entre  las  muestras  analizadas.  El  símbolo*  indica  que  existe  significación  estadística  (p<0,05).  

Co-‐Cultivos Agp24(ng/mL)
CD4  sin  infectar -‐3,66
CD4infectadas 157,71
CD4+Gal-‐9  2nM 180,93
CD4+Gal-‐9  2nM+α-‐TIM-‐3  5µg/mL 240,31
CD4:CD8:NK 137,14
CD4:CD8:NK+  Gal-‐9  2nM+α-‐TIM-‐3  5µg/mL 10,53
CD4:CD8:NK+  Gal-‐9  2nM+α-‐TIM-‐3  7,5µg/mL 4,79
CD4:CD8:NK+α-‐TIM-‐3  5µg/mL 27,26
CD4:CD8:NK+α-‐TIM-‐3  7,5µg/mL 4,61

137



Resultados  

Efecto  sobre  la  producción  de  citoquinas  y  granzima/perforina  

  

La  infección  de  VIH-‐1  provoca  una  activación  del  sistema  inmune  y  por  lo  tanto  una  variación  

en  los  niveles  de  las  citoquinas  tanto  pro-‐  como  anti-‐inflamatorias.  Con  este  experimento  

queríamos   ver   si   había   alguna   variación   en   los   niveles   de   citoquinas   al   mejorarse   la  

respuesta  CTL  con  el  bloqueo  Gal-‐9:  TIM-‐3.  

  

Para  ello  utilizamos  un  panel  de  citoquinas  Th1/Th2/Th17  (IFN-‐γ,  TNF-‐α,  IL-‐2,  IL-‐4,  IL-‐6,  IL-‐

10,  IL-‐17)  empleando  para  la  medición  de  las  mismas  los  sobrenadantes  procedentes  de  los  

diferentes   co-‐cultivos   (CD4+t:CD8+,   CD4+t:   NK,   CD4+t:CD8+:   NK)   y   utilizando   el   kit   de  

determinación  de  citoquinas  Th1/Th2/Th17  por  CBA.    

  

No  se  observaron  diferencias  en  los  niveles  de  citoquinas  analizadas  en  los  diferentes  co-‐

cultivos  entre  las  muestras  con  o  sin  anticuerpo  (Figuras  45,  46  y  47).  
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Figura  45.  Citoquinas  analizadas  en  los  sobrenadantes  de  los  co-‐cultivos  CD4+t:CD8+.  
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Figura  46.  Citoquinas  analizadas  en  los  sobrenadantes  de  los  co-‐cultivos  CD4+t:  NK.  
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Figura  47.  Citoquinas  analizadas  en  los  sobrenadantes  de  los  co-‐cultivos  CD4+t:CD8+:  NK.  
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4.1.4.  Co-‐cultivos  de  células  T  CD4  reposo  latentemente  infectadas  y  células  T  CD8+  

 
Con  los  resultados  anteriores  habíamos  confirmado  el  potencial  de  Gal-‐9  en  la  reactivación  

del  virus  en  las  células  latentemente  infectadas,  por  lo  que  con  este  experimento  quisimos  

evaluar   la  mejora  de   la   respuesta  CTL  de   las   células   T   CD8+,   si   tras   añadir  Gal-‐9   para   la  

reactivación  del  virus  y  bloquear  su  interacción  con  TIM-‐3  mediante  el  uso  de  anticuerpo  

específico  frente  a  este,  se  conseguía  mejorar  la  respuesta  CTL  de  las  células  T  CD8+.  

  

  Como  se  puede  observar  en  la  figura  (Figura  48),  en  un  modelo  de  latencia  basado  en  IL-‐7  

tras  añadir  Gal-‐9  sobre  las  células  latentes,  el  antígeno  p24  fue  de  27.5  ng/mL  frente  a  13  

ng/mL  sin  añadirlo,  mientras  que  la  adición  del  anticuerpo  frente  a  TIM-‐3  fue  de  9ng/mL  

(p=0,036),  resultado  que  nos  indica  que  añadir  el  anticuerpo  mejora  la  respuesta  CTL  y  por  

lo  tanto  un  control  de  la  replicación  vírica.    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Figura  48.  Co-‐cultivo  células  T  CD4+  latentemente  infectadas  con  células  T  CD8+.    ND=no  hay  diferencias  
significativas  (p<0,05)  entre  las  muestras  analizadas.  
  

CD4r:CD8 0,4 13,96
CD4r:CD8+Gal-‐9  2nM 0,27 27,43
CD4r:CD8+α-‐TIM-‐3  5µg/mL 0,26 9,93
CD4r:CD8+Gal-‐9  2nM+α-‐TIM-‐3  5µg/mL 0,19 14,88

Co-‐Cutivos Control  (Sin  IL-‐7)  
Agp24  (ng/mL)

IL-‐7  Agp24  (ng/mL)
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4.2.  Modelo  ex  vivo  

 
4.2.1.  Co-‐cultivo  de  células  T  CD4+  totales,  células  T  CD8+  y  células  NK  

 
Como  se  ha  comentado  en  el  apartado  3.4,  para   la   realización  de  estos  experimentos  se  

obtuvieron  las  células  a  partir  de   las  PBMCs  obtenidas  de   los  pacientes  con  infección  por  

VIH-‐1  tras  extracción  de  200mL  de  sangre  total  por  venopunción.  Las  características  de  los  

pacientes  pueden  observarse  en  el  apartado  3.2.1.  

  

Como  se  ha  comentado  anteriormente,  primero  se  realizó  un  tratamiento  de  las  células  T  

CD8+  y  las  células  NK  con  el  anticuerpo  frente  a  TIM-‐3  para  modificarlas  antes  del  co-‐cultivo.  

Tras  realizar  el  co-‐cultivo  (CD4+t:CD8+,  CD4+t:  NK,  CD4+  t:CD8+:  NK)  y  la  superinfección  con  

un  virus  BaL,  se  añadió  Gal-‐9  para  confirmar  el  efecto  del  exceso  de  la  misma  tras  bloquear  

TIM-‐3.    

  

La  capacidad  CTL  de  los  linfocitos  T  CD8+  se  basó  en  los  niveles  de  producción  de  antígeno  

p24.  Una   reducción  de  p24≥2log  se  consideró  como  una  buena   respuesta  T  CD8+  -‐  VIH-‐1  

específica  (239).  Además,  comparamos  el  efecto  de   la  adición  o  ausencia  de  Gal-‐9  en   los  

diferentes  puntos.  Como  se  observa  en  las  gráficas  hay  una  reducción  de  p24  ≥2log  en  las  

condiciones  de  bloqueo  de  TIM-‐3  en  comparación  con  las  condiciones  control  (p=0,007)  en  

los  co-‐cultivos  con  las  células  T  CD8+,  si  observamos  la  taba  de  la  figura  49  no  observamos  

diferencias  entre  añadir  Gal-‐9  o  sin  añadirla.  En  el  caso  del  co-‐cultivo  CD4+:  NK,  el  bloqueo  

de   la   interacción   Gal-‐9:   TIM-‐3   no   provocó   una   disminución   del   Agp24   (p=   0,41)ni   hay  

diferencias  en  el  uso  de  Gal-‐9.Por  último,    en  los  co-‐cultivos  de  células  CD4+  junto  con  CD8+  

y  NK,  el  bloqueo  de  TIM-‐3  en  las  células  NK  no  afectó  la  actividad  CTL  de  las  células  T  CD8+,  

observando   de   nuevo   una   disminución   significativa   (p=0,011)   cuando   se   lleva   a   cabo   el  

bloqueo  de  la  interacción  Gal-‐9:  TIM-‐3.  Añadir  Gal-‐9  no  afecta  la  respuesta  CTL  de  las  células  

T  CD8+.  
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Figura  49.  Media  reducción  de  Agp24  (log),  día  7  y  día  10.  ND=no  hay  diferencias  significativas  (p<0,05)  
entre  las  muestras  analizadas.  El  símbolo*  indica  que  existe  significación  estadística  (p<0,05).  

Efecto  sobre  la  producción  de  citoquinas  

Como  ya  hemos  comentado  anteriormente,  la  infección  de  VIH-‐1  provoca  la  activación  del  

sistema   inmune   y   una   variación   en   los   niveles   de   las   citoquinas.   Con   los   sobrenadantes  

obtenidos   de   los   co-‐cultivos   de   las   células   de   los   pacientes,   queríamos   comprobar   si   se  

producía  algún  cambio  en   los  niveles  de  citoquinas  al  mejorarse   la   respuesta  CTL  con  el  

bloqueo  Gal-‐9:  TIM-‐3.  

Para   ello   utilizamos   un   panel   de   citoquinas   (IFN-‐γ,   TNF-‐α,   IL-‐2,   IL-‐4,   IL-‐6,   IL-‐10,   IL-‐17,  

Granzima  y  perforina)  utilizando  el  kit  ProcartaPlex™  Multiplex  Immunoassay.  

No  se  observaron  diferencias  en  los  niveles  de  citoquinas  analizadas  en  los  diferentes  co-‐

cultivos  entre  las  muestras  con  o  sin  anticuerpo.    Por  otro  lado,  analizamos  las  citoquinas  de  

las  células  T  CD8+  con  el  anticuerpo  frente  a  TIM-‐3  sin  observarse  diferencia  en  ausencia  de  

éste  (Figuras  50,51,52,53,54  y  55).  

DIA  7 DIA  10
CD4:CD8 1,16 1,25
CD4:CD8+α-‐TIM-‐3 2,41 2,45
CD4:NK 0,97 1,08
CD4:NK+α-‐TIM-‐3 1,53 1,54
CD4:CD8:NK 1,14 1,12
CD4:CD8:NK+α-‐TIM-‐3 2,52 2,1

Co-‐cultivos   Media  reducción  Agp24  (Log)  con  Gal-‐9
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Figura  50.  Citoquinas  analizadas  en  los  sobrenadantes  de  los  co-‐cultivos  CD4+:CD8+.  
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Figura  51.  Citoquinas  analizadas  en  los  sobrenadantes  de  los  co-‐cultivos  CD4+:CD8+.  
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Figura  52.  Citoquinas  analizadas  en  los  sobrenadantes  de  los  co-‐cultivos  CD4+:  NK.  
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Figura  53.  Citoquinas  analizadas  en  los  sobrenadantes  de  los  co-‐cultivos  CD4+:  NK.  
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Figura  54.  Citoquinas  analizadas  en  los  sobrenadantes  de  los  co-‐cultivos  CD4+:CD8+:  NK.  
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Figura  55.  Citoquinas  analizadas  en  los  sobrenadantes  de  los  co-‐cultivos  CD4+:CD8+:  NK.  
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  Discusión 

A   pesar   de   los   avances   indudables   del   TAR,   la   infección   por   VIH   continúa   siendo   una  

enfermedad  incurable.  Uno  de  los  principales  obstáculos  para  la  curación  son  los  reservorios  

celulares   en   los   que   el   virus   permanece   en   estado   de   latencia.   La   eliminación   de   estos  

reservorios   mediante   el   establecimiento   de   nuevas   estrategias   se   ha   convertido   en   el  

principal   objetivo   de   la   investigación   en   erradicación   del   VIH.   En   este   trabajo   hemos  

evaluado   una   estrategia   basada   en   la   ya   conocida   de   shock  and   kill,   con   el   objetivo   de  

encontrar  una  aproximación  a  la  cura  del  VIH-‐1  mediante  la  manipulación  de  dos  proteínas,  

Gal-‐9  y  TIM-‐3.    

1. Toxicidad  Gal-‐9  y  α-‐TIM-‐3

Los  resultados  que  hemos  obtenido  en  los  experimentos  de  toxicidad  en  las  células  VERO  

nos  muestran  que  Gal-‐9  no  provoca   toxicidad  celular  en  ninguna  de   las  concentraciones  

probadas   (2nM   y   200nM),   mientras   que   el   anticuerpo   frente   a   TIM-‐3   provocó   cierta  

toxicidad  sólo  en   la  concentración  más  alta  (10µg/mL),  que  es  el  doble  de   la  que  hemos  

usado  en  los  diferentes  experimentos  de  este  trabajo.  Debemos  ser  conscientes  no  obstante  

que  los  ensayos  que  hemos  llevado  a  cabo  han  sido  in  vitro  y  ex  vivo  con  lo  que  de  cara  a  un  

posible  traslado  a  la  clínica  tanto  Gal-‐9  recombinante  como  un  posible  anticuerpo  frente  a  

TIM-‐3  deberán  ser  testados  convenientemente  para  su  uso  directo  en  humanos.  

Existen  diferentes  patentes  de  anticuerpos  frente  a  TIM-‐3,  solos  o  en  combinación  con  otros  

frente   a   PD-‐1   (240,241),   para   emplearlos   en   ensayos   de   inmunoterapia   en   cáncer.  

Actualmente  está  en  marcha  un  ensayo  clínico  en  fase  I,  utilizando  un  anticuerpo  frente  a  

TIM-‐3  solo  o  en  combinación  con  PD-‐1  para  tumores  sólidos  y  linfomas.  El  resultado  de  estos  

trabajos  nos  daría  una  idea  de  cuál  sería  la  dosis  más  adecuada  y  por  lo  tanto  menos  toxica.  

Por   otro   lado,   Gal-‐9   ha   sido   administrada   a   animales   de   experimentación   para   otros  

propósitos  sin  observarse  toxicidad  significativa  asociada  y  siendo  bien  tolerada  (242,243),  

resultados  que  refuerzan  su  seguridad  de  cara  a  ser  empleada  como  posible  herramienta  

para  la  curación  de  la  infección  por  VIH-‐1.  

Los  resultados  obtenidos  en  este  trabajo  junto  con  los  datos  que  se  deriven  de  los  ensayos  

clínicos  en  pacientes  con  cáncer  podrían  sentar  las  bases  para  futuros  ensayos  empleando  
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Gal-‐9   y   el   bloqueo   de   TIM-‐3   en   animales   de   experimentación,   como   paso   previo   a   su  

utilización  en  humanos,  para  la  curación  de  la  infección  por  VIH-‐1.  

2. Reactivación  de  VIH-‐1  mediada  por  Gal-‐9  en  el  sistema  celular  Jurkat-‐LAT-‐GFP

En  estudios  anteriores  (187),  en  los  cuales  utilizaron  distintos  modelos  de  células  Jurkat-‐LAT  

(J-‐LAT  58,  J-‐LAT  6.3  y  J-‐LAT  11.1)  y  diferentes  tipos  de  galectinas  (Gal-‐1,-‐3,-‐4,-‐7,-‐8  y  -‐9)  para  

la  reactivación  del  VIH-‐1,  observamos  que  ninguna  de  estas  galectinas  excepto  Gal-‐9  alcanza  

altos  valores  de  reactivación.  

Nos   hemos   centrado   sólo   en   Gal-‐9   dado   el   gran   potencial   que   parecía   mostrar   en   los  

trabajos   previos   que   hemos   encontrado.   Sin   embargo,   a   diferencia   de   los   estudios  

mencionados  anteriormente,  hemos  utilizado  una  concentración  más  baja  de  Gal-‐9  (2  nM  

frente  a  200nM).  El  porcentaje  de  expresión  de  GFP  en  el  control  positivo  con  PMA  fue  de  

38,3%  mientras  que  con  Gal-‐9  (2nM)  fue  de  un  28%  y  en  presencia  del  anticuerpo  frente  a  

TIM-‐3  de  un  31%,  resultados  similares  al  trabajo  mencionado  anteriormente  del  grupo  de  

Abdel-‐Mohsen.   Con   los   resultados   obtenidos   confirmamos   que   Gal-‐9   puede   inducir   la  

transcripción  de  VIH-‐1  en  un  modelo  celular  Jurkat-‐LAT-‐GFP  

Estos  resultados  nos  indican  el  potencial  de  reactivación  de  Gal-‐9  en  un  modelo  celular  y  

que  la  reactivación  mediada  por  Gal-‐9  no  se  llevó  a  cabo  vía  TIM-‐3  sino  mediante  una  vía  

independiente,  ya  que  el  bloqueo  de  TIM-‐3  no  afectó  al  porcentaje  de  reactivación  viral.  El  

modo  por  el  cual  Gal-‐9  es  capaz  de  reactivar  el  virus  está  aún  en  estudio,  aunque  parece  

implicar  a  alguna  vía  de  activación  de  factores  de  transcripción.  

3. Reactivación  de  VIH-‐1  mediada  por  Gal-‐9  en  modelos  de  latencia  en  células  T  CD4+

basado  en  IL-‐7.

Para   llevar   a   cabo   la   primera   parte   de   nuestra   estrategia   de   shock   and   kill,   es   decir,   la  

reactivación  del  virus  mediada  por  Gal-‐9,  hemos  utilizado  un  modelo  de   latencia   in  vitro  

basado   en   IL-‐7,   interleuquina   que   permite   la   integración   viral   en   las   células   T   CD4+   en  

reposo.    
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Los  modelos  de  latencia  que  nos  permiten  obtener  un  conjunto  de  células  memoria  reposo  

latentemente   infectadas   para   poder   emplear   posteriormente   diferentes   estrategias   de  

reactivación   se   han   utilizado   en   muchos   trabajos   (106,244,245)   ya   que   permiten   una  

aproximación  experimental  a  lo  que  ocurre  en  las  células  memoria  reposo  de  un  paciente  

infectado  por  VIH.  Concretamente  el  que  nosotros  hemos  utilizado  es  uno  basado  en  la  IL-‐7  

y  que  facilita  la  integración  viral  (236)  

En   nuestro   modelo   experimental   utilizamos   diferentes   concentraciones   de   Gal-‐9   (2nM,  

5nM,  200nM  y  500nM)  ya  que  no  encontramos  en  la  literatura  la  utilización  de  galectinas  

en   un   modelo   celular   como   este   por   lo   que   así   podíamos   comprobar   si   las   diferentes  

concentraciones  de  galectina  probadas  en  este  modelo  tenían  mayor  o  menor  potencia  de  

reactivación.    

Empleando  este  modelo  de  latencia,  en  relación  a  las  diferentes  concentraciones  de  Gal-‐9  

utilizadas,  no  se  observó  ninguna  diferencia  significativa  tanto  sola  como  en  combinación  

con  un  anticuerpo  frente  a  TIM-‐3.  Dado  que  la  reactivación  del  VIH-‐1  en  este  modelo  de  

latencia  empleando  Gal-‐9  a  una  concentración  2  nM  fue  de  29  ng/ml  frente  a  32ng/ml  que  

se   observaron   con   el   control   positivo   PMA,   consideramos   que   esta   concentración   era  

óptima  para  llevar  a  cabo  los  diferentes  experimentos.    

Estos  resultados  nos  confirman  que  Gal-‐9  es  capaz  de  reactivar  VIH-‐1  en  modelos  celulares  

in  vitro  y  que  al  igual  que  hemos  visto  en  las  células  Jurkat-‐LAT-‐GFP,  actúa  a  través  de  una  

vía  independiente  de  TIM-‐3.  

Existen  diferentes  receptores  para  Gal-‐9,  como  son  TIM-‐3  (148),  PD-‐1  (231)  y  CD44  (246).  

Sin  embargo,  como  ya  hemos  visto  en  los  diferentes  resultados  obtenidos,   la  adición  del  

anticuerpo  frente  a  TIM-‐3  no  reduce  la  reactivación  del  VIH-‐1  latente  mediada  por  Gal-‐9.  

Estudios  anteriores  (187)  han  observado  que  el  uso  de  anticuerpos  frente  a  PD-‐1  o  frente  a  

CD44  tampoco  redujo  la  reactivación  del  VIH-‐1,  por  lo  que  aunque  sean  receptores  de  Gal-‐

9,  para  llevar  a  cabo  la  reactivación  del  VIH-‐1  lo  hace  a  través  de  otros  mecanismos.  

Las  células  latentemente  infectadas  presentan  un  patrón  de  glucosilación  de  la  superficie  

celular   alterado   (247).   Este   patrón   presenta   una   secuencia   de   sacáridos   que   contiene  
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galactosa  (117)  y  va  a  ser  reconocido  por  las  galectinas  ya  que  éstas  tienen  una  alta  afinidad  

por   los   carbohidratos.   Además,   este   patrón   tiene   una   pérdida   de   ácido   siálico   lo   que  

promueve  la  unión  de  oligosacáridos  a  Gal-‐9  y  además  promueve  su  actividad(248).  

Las  células  CD4+  reposo  latentemente   infectadas  se  trataron  con  tunicamicina,  que  es  un  

antibiótico  que  bloquea  químicamente  la  N-‐glicosilación  de  las  proteínas  recién  sintetizadas  

en   los   residuos  de   asparaginina   y   la  mezcla   de  desglicosilacion   elimina   enzimáticamente  

todos  los  carbohidratos  unidos  a  N  y  O  de  las  glicoproteínas  (187),  es  decir,  la  tunicamicina  

destruye  el  patrón  de  oligosacáridos  que  reconoce  Gal-‐9  en  las  células  memoria  reposo.    

Los  resultados  obtenidos  nos  muestran  que  la  combinación  de  Gal-‐9  y  tunicamicina  provocó  

una  disminución  del  antígeno  p24.  A  pesar  de  la  presencia  de  tunicaminica,  Gal-‐9  reactivó  

el  virus  latente,  por  lo  que  o  bien  la  concentración  de  tunicamicina  no  fue  suficiente  o  bien  

es   necesario   el   uso  de  otro   reactivo   en   combinación  que   consiga   romper   esta   unión  de  

forma  más  potente.    

En   el   artículo   mencionado   anteriormente   del   grupo   de   Abdel   Mohsen,   realizaron   este  

experimento   en   un   modelo   celular   J-‐LAT-‐   5A8   y   la   reactivación   mediada   por   Gal-‐9   fue  

prácticamente  nula,  por  lo  que  en  ese  caso  el  tipo  de  célula  varía  en  la  actividad  de  Gal-‐9,  y  

en  nuestro  caso  no  funcionó  tan  bien.  También  emplearon  α-‐lactosa  que  es  un  neutralizador  

de   la  actividad  de  Gal-‐9  que   inhibió  por  completo   la   reactivación  mediada  por  Gal-‐9.  Sin  

embargo,  hay  otros  derivados  de  sacárido  que  no  afectan  la  actividad  de  Gal-‐9.  

Con   estos   resultados   y   con   los   estudios   anteriores,   vemos   que   los   carbohidratos   son  

ligandos  esenciales  para  que  Gal-‐9  pueda  reactivar  el  VIH-‐1   latente.  Estos  datos  sugieren  

que   la   capacidad  para   reactivar   el   virus   depende  de   la   unión  de  Gal-‐9   a   un   conjunto  de  

estructuras  de  oligosacáridos  en  la  membrana  de  la  superficie  de  las  células  que  conducen  

la  transcripción  del  virus,  mediante  la  activación  de  factores  de  transcripción  NFAT,  NF-‐κB  y  

AP-‐1.  Además,  estos  datos  nos  plantean  la  idea  de  que  los  efectos  de  Gal-‐9  afectan  más  a  

las  células  infectadas  por  el  VIH-‐1  que  a  las  células  que  no  lo  están,  por  lo  que  no  deberíamos  

ver  efectos  negativos  en  otros  tipos  de  células.    
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Sin  embargo,  se  requieren  más  estudios  para  conocer  con  profundidad  el  reconocimiento  

mediado  por  los  glucanos  responsables  de  la  transducción  de  señales  llevada  a  cabo  por  Gal-‐

9.  

Existen   diversos   ARL,   cuyo   objetivo   es   activar   la   replicación   viral   en   aquellas   células  

latentemente   infectadas,  pero  en  ningún  caso  se  ha  observado   tasas  de   reactivación  del  

100%.  Debido  a   los  resultados  obtenidos  de  Gal-‐9  en  este  trabajo  y   los  resultados  de   los  

ARLs  en  diversos  estudios   (103–108)  queríamos  evaluar  el  papel   reactivador  de  Gal-‐9  en  

combinación  con  otros  ARLs  con  el  fin  de  comprobar  si  la  combinación  de  los  mismos  podría  

incrementar  la  tasa  de  reactivación  viral.    

Los  ARLs  probados  presentan  diferentes  mecanismos  de  acción  y  cubren  la  mayoría  de  los  

mecanismos   de   acción   empleados   en   los   tratamientos:   agentes   inductores   de   NF-‐κB  

(Prostatina  y  Briostatina),   inhibidores  de  HDAC  (Vorinostat  y  Romidepsina),  moléculas  de  

diferenciación   celular   y   pro-‐apoptóticas   (JQ1   y  Disulfiram)  y   antagonista   del   receptor   de  

quimioquinas  CCR5   (Maraviroc).  Algunos  de  estos  reactivadores  han  sido  empleados  por  

nuestro  grupo  en  diferentes  ensayos  (78,105,106),   lo  que  nos  ha  permitido  evaluarlos  en  

combinación  con  Gal-‐9  

En  primer  lugar,  analizamos  la  reactivación  del  virus  en  las  células  T  CD4+  memoria  reposo  

latentemente  infectadas  (obtenidas  mediante  el  modelo  de  latencia  basado  en  IL-‐7)  de  los  

diferentes   ARLs   de   forma   individual.   Observamos   que   el   ARL   que   presentó   una   mayor  

reactivación  del  VIH-‐1   fue  Gal-‐9,  mientras  que  otros  ARLs  que  se  habían  analizado  en  el  

mismo  modelo  celular  presentaron  una  capacidad  de  reactivación    menor  que  Gal-‐9    (106)  

donde   la   tasa   de   reactivación   llevada   a   cabo   por   Maraviroc   y   Briostatina   fue  

considerablemente  más  alta  que  la  obtenida  en  este  trabajo  

Dentro  de  las  combinaciones  sencillas  las  que  implicaron  una  mayor  tasa  de  reactivación  del  

virus  latente  fue  la  de  Gal-‐9  con  Vorinostat  y  Gal-‐9  con  Briostatina.  Sin  embargo,  los  valores  

no  alcanzaron  al  obtenido  por  Gal-‐9  de  forma  individual.    En  el  trabajo  de  Abdel-‐Mohsen  

(187) analizan  la  combinación  de  Gal-‐9  con  otros  ARLs  en  células  T  CD4+  de  pacientes  VIH-‐1

con  TAR  supresivo,  y  observan  un  sinergismo  en  la  combinación  de  Gal-‐9  con  vorinostat  y

Gal-‐9   con   JQ1.   Estos   resultados   diferentes   a   los   nuestros,   podrían   deberse   a   la
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concentración  tanto  de  Gal-‐9  como  de  Vorinostat  empleada,  aunque  en  el  caso  de  JQ1  se  

emplea  la  misma,  o  bien  porque  estamos  llevando  a  cabo  el  ensayo  en  un  modelo  celular  y  

no  en  las  células  directas  del  paciente.  

En  cuanto  a  las  combinaciones  múltiples,  se  observa  cierta  tendencia  antagónica,  ya  que  en  

todas  las  combinaciones  analizadas  los  valores  de  Agp24  bajaron  considerablemente,  muy  

por  debajo  de  los  valores  obtenidos  con  cada  uno  de  ellos  de  forma  individual.  A  la  vista  de  

estos   resultados,   las   estrategias   combinadas   de   otros   ARLs   con   Gal-‐9   no   sería   un   buen  

camino  para  la  reactivación  del  virus  latente.  

Con  el   fin  de  determinar   las  causas  que  conducen  a  este  antagonismo,  no  observado  en  

otros   estudios   previos,   sería   aconsejable   realizar   más   experimentos   de   combinación   y  

además  realizarlos  en  diferentes  tipos  celulares.    

4. Evaluación   del   bloqueo   de   la   unión   de   Gal-‐9   a   TIM-‐3   en   la   restauración   de   la

actividad  CTL  de  los  linfocitos  T  CD8+  y  las  células  NK

4.1.  Modelo  in  vitro  

Para  llevar  a  cabo  la  segunda  parte  de  la  estrategia,  es  decir,  mejorar  la  actividad  CTL  de  las  

células   T   CD8+,   evaluamos   el   efecto   del   bloqueo   de   TIM-‐3   empleando   un   anticuerpo  

comercial.  

Los  pacientes  VIH-‐1  presentan  un  agotamiento  inmunológico,  es  decir  hay  una  pérdida  de  

las  funciones  efectoras  y  de  la  capacidad  proliferativa  de  las  células  T  de  memoria.  Por  lo  

tanto,  con  este  sistema  inmune  deficiente  no  es  suficiente  para  poder  erradicar  el  VIH-‐1.  Lo  

que  nosotros  pretendíamos  con  esta  parte  del  trabajo  era  modular  las  células  T  CD8+  con  un  

anticuerpo  frente  a  TIM-‐3  para  así  potenciar  su  actividad.  

Se   ha   comprobado   en   diversos   estudios   que   bloquear   los   receptores   que   provocan   el  

agotamiento  celular  como  son  PD-‐1,  CTLA-‐4,  LAG-‐3,  TIM-‐3  y  TIGIT  mejora  la  respuesta  CTL  

(110–112,115,116).  
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En  nuestro  trabajo  quisimos  evaluar  la  mejora  en  la  respuesta  CTL  tras  bloquear  TIM-‐3  en  

los  linfocitos  T  CD8+.  Además,  dado  que  previamente  se  ha  postulado  que  (249)  el  bloqueo  

de  TIM-‐3  en  las  células  NK  podría  tener  un  efecto  negativo  en  la  respuesta  total  CTL,  también  

analizamos  el  efecto  en  este  tipo  de  células  de  forma  individual  y  conjuntamente  con  las  

células  T  CD8+.  Para  ello  se  emplearon  diferentes  tipos  de  co-‐cultivos,  CD4+  t:CD8+,  CD4+  t:  

NK,  CD4+  t:CD8+:  NK.  

4.1.1.  Co-‐cultivo  de  células  T  CD4+  totales  y  células  T  CD8+  

Los  resultados  obtenidos  mostraron  que  un  bloqueo  de  la  unión  Gal-‐9  con  el  receptor  TIM-‐

3  en  los  linfocitos  T  CD8+  provocó  una  mejora  de  la  respuesta  CTL  global,  observando  una  

bajada   considerable   del   antígeno   p24,   consiguiendo   de   esta   manera   un   control   de   la  

replicación  vírica.    

Estudios  previos  (184)  confirman  que  Gal-‐9  disminuye  la  expresión  de  CCR5,  CXCR4  y  α4β7  

en  la  superficie  de  las  células  T  CD4+  activadas.  Con  esta  disminución  de  los  correceptores  

de  VIH-‐1,  la  presencia  de  Gal-‐9  podría  reducir  la  infección  por  VIH-‐1  en  este  tipo  de  células  

CD4+  activadas  al  impedir  la  entrada  del  virus,  que  precisa  de  estos  correceptores.    

En   nuestro   caso,   para   los   co-‐cultivos   hemos   empleado   el   mismo   tipo   de   células,   sin  

embargo,  no  hemos  observado  ninguna  reducción  de  antígeno  p24,  por  lo  que  parece  que  

en  nuestro  caso  Gal-‐9  no  debe  estar  reduciendo  la  expresión  de  estos  correceptores    

Si    bien  desde  el  punto  de  vista  metodológico  no  hay  diferencias  entre  el  trabajo  llevado  a  

cabo  por  el  grupo  de  Shokrollah  Elahi   (184)  y  el  nuestro,  quizá  estas  diferencias  pueden  

deberse  a  que  en  el  trabajo  llevado  a  cabo  por  el  grupo  de  Elahi  los  experimentos  que  se  

llevan  a  cabo  son  ex  vivo,  con  células  T  CD4+  de  pacientes   infectados  con  VIH-‐1,  mientras  

que  en  nuestro  caso,  las  células  proceden  de  donantes  sanos.    

No   obstante,   los   resultados   obtenidos   que   muestran   una   reducción   importante   de   la  

producción  de  antígeno  p24  con  el  uso  del  anticuerpo   frente  a  TIM-‐3  es  algo  a   tener  en  
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cuenta   de   cara   a   para   poder   emplearlo   en   un   futuro   como   una   posible   estrategia  

terapéutica.    

4.1.2.  Co-‐cultivo  de  células  T  CD4+  totales  y  células  NK  

Las  células  NK,  son  células  que  juegan  un  papel  importante  en  la  inmunidad  innata,  clave  

para  la  erradicación  y  la  eliminación  de  infecciones  virales.  Se  ha  demostrado  que  el  VIH-‐1  

provoca  cambios  en  la  homeostasis  de  las  estas  células  y  por  lo  tanto  dificulta  sus  funciones  

efectoras  antivirales  (250).    

TIM-‐3   se   expresa   en   las   células   NK   (211)   entre   otras   células   como   hemos   visto  

anteriormente,  sin  embargo,  a  diferencia  de  lo  que  ocurre  en  las  células  T  CD8+,  la  expresión  

de  TIM-‐3  se  asocia  con  una  función  mejorada  de  las  células  NK  (251).  Las  células  NK  como  

en   el   caso   de   las   células   T   CD8+   sufren   agotamiento   inmunológico   tras   una   exposición  

prolongada  del  virus,  por  lo  que  sus  funciones  se  ven  también  alteradas.  Sin  embargo,  TIM-‐

3  no  es  un  marcador  de  agotamiento  de   las  células  NK  (252),     por   lo  que  en  este  caso  el  

bloqueo  del   receptor  podría  conducir  a  un  efecto  contrario  al  obtenido  con   las  células  T  

CD8+  en  los  co-‐  cultivos  CD4+:CD8+,  es  decir,    no  se  mejoraría  la  respuesta  CTL  y  por  tanto  no  

observaríamos  un  control  virológico.  Sin  embargo,  existen  pocos  estudios  sobre  el  impacto  

de   señalización   mediada   por   TIM-‐3   en   respuestas   de   las   células   NK   en   concreto   en  

infecciones  virales.  Por  ello,  en  nuestro  trabajo  incluimos  también  el  efecto  que  podría  tener  

el  bloqueo  de  TIM-‐3  en  las  células  NK  en  la  mejora  o  no  de  la  respuesta  CTL  global.  Trabajos  

previos  habían  puesto  de  manifiesto  que  el  bloqueo  de  TIM-‐3  empeoraba  su  actividad  (249)  

(252),  lo  que  podría  condicionar  la  respuesta  global  CTL,  de  ahí  que  nosotros  lo  probásemos  

conjuntamente.  

En  el  co-‐cultivo  de  las  células  T  CD4+  con  las  células  NK,  el  bloqueo  de  la  interacción  Gal-‐9  

con   TIM-‐3  no  provoca  una  mejora   en   el   control   de   la   replicación   vírica,   a   la   vista   de   los  

resultados  que  encontramos  de  producción  de  antígeno  p24,  muy  similares  en  las  diferentes  

condiciones   analizadas.   Resultado   que   nos   esperábamos   tras   los   estudios   mencionados  

anteriormente.      
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4.1.3.  Co-‐cultivo  de  células  T  CD4+t,  células  T  CD8+  y  células  NK  

Como  se  ha  comentado  anteriormente  las  células  T  CD8+  son  fundamentales  para  el  control  

de  la  infección  por  VIH-‐1  por  su  papel  esencial  de  citotoxicidad.  Sin  embargo  la  progresión  

de  la  infección  provoca  una  disminución  en  la  actividad  CTL  y  linfocitos  T  CD8+  específicos  

del  VIH-‐1  poco  proliferativos  (253).  

En   este   último   apartado,   se   llevó   a   cabo   un   co-‐cultivo   en   el   que   se   combinaron   células  

CD4+:CD8+:  NK,  para  comprobar  principalmente  si  el  bloqueo  de  TIM-‐3  en   las  células  NK  

provocaba  un  efecto  negativo  en  la  actividad  de  las  células  T  CD8+,  y  de  forma  global  en  la  

respuesta  CTL.  

Los  resultados  obtenidos  de  la  medición  de  antígeno  p24  tras  el  bloqueo  de  TIM-‐3  en  las  

células  NK  no  mostró   tener   un   efecto  negativo   sobre   la   actividad  de   las   células   T   CD8+,  

mejorada  por  su  bloqueo  de  TIM-‐3.  Este  resultado  nos  pone  de  manifiesto  la  mejora  de  la  

respuesta  CTL,  y  nos  confirma,  como  en  estudios  previos,  que  se  podría  usar  este  anticuerpo  

como  una  estrategia  terapéutica  en  la  infección  de  VIH-‐1.  Sin  embargo,  son  necesarios  más  

estudios   para   determinar   el   impacto   del   bloqueo   de   TIM-‐3   en   los   diferentes   subtipos  

celulares,  ya  que  como  hemos  visto  no  es  lo  mismo  el  bloqueo  en  las  células  NK  que  en  las  

células  T  CD8+.  

4.2.  Modelo  ex  vivo  

4.2.1.  Co-‐cultivo  de  células  T  CD4+  t,  células  T  CD8+  y  células  NK  

Las  células  T  CD8+  citotóxicas  juegan  un  papel  crucial  en  el  control  de  la  replicación  vírica.  

Uno  de  los  objetivos  que  se  tiene  a  la  hora  de  encontrar  una  cura  es  que  este  tipo  de  células  

presenten   una   respuesta   efectiva   y   duradera   contra   el   virus.   Actualmente   se   están  

realizando  ensayos  inmunológicos  que  puedan  medir  la  capacidad  de  las  células  T  CD8+  para  

ejercer   sus   funciones   efectoras   y   poder   controlar   la   viremia   (254).   Para   ello   emplean  

inmunospot  de  IFN-‐γ  o  la  medición  de  citocinas  intracelulares  pero  no  muestran  la  supresión  

de  la  replicación  viral  
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La  idea  de  que  las  células  T  CD8+  son  importantes  a  la  hora  de  controlar  la  infección  por  VIH-‐

1  comenzó  en  los  años  90,  y  estas  observaciones  se  reforzaron  con  ensayos   in  vitro     que  

muestran  la  capacidad  de  las  células  T  CD8+  para  inhibir  la  infección  por  VIH-‐1  de  las  células  

T  CD4+  (255,256).  Por  otro  lado,  nos  encontramos  que  los  controladores  elite  (población  de  

pacientes   infectados   capaces   de   controlar   la   infección   por   VIH-‐1   a   niveles   indetectable  

durante   un   periodo   de   tiempo)   se   caracterizan   por   una   respuesta   fuerte   y   funcional   de  

células  T  CD8+  (257).  Esto  hace  que  una  de  las  estrategias  para  encontrar  una  cura  se  centre  

en  las  células  T  CD8+.    

Después   de   la   realización   de   los   diferentes   ensayos   in   vitro,   y   viendo   como   hemos  

conseguido   mejorar   la   respuesta   CTL   de   los   linfocitos   citotóxicos,   nos   centramos   en   la  

evaluación  del  bloqueo  de  la  unión  de  Gal-‐9  a  TIM-‐3  ex  vivo.  Incluimos  15  pacientes,  de  los  

cuales  fueron  evaluables  10,  los  pacientes  seleccionados  en  las  consultas  Monográficas  de  

Infección  por  VIH  se  encontraban  en   tratamiento  antirretroviral  durante  más  de  1  año  y  

presentando  una  carga  viral  indetectable.    

Estos  resultados  se  asemejan  a  los  obtenidos  in  vitro,  es  decir  el  bloqueo  de  la  unión  Gal-‐9:  

TIM-‐3   con   un   anticuerpo  mejora   significativamente   la   actividad   CTL   y   las   células   NK   no  

afectan  a  tal  actividad.    

Estos  ensayos  evalúan  la  capacidad  de  las  células  T  CD8+  específicas  de  VIH-‐1  modificadas  

con   un   anticuerpo   para   suprimir   la   infección   vírica.   Uno   de   los   puntos   que   vemos  más  

importantes   es   que   las   células   T   CD8+   tienen   que   estar   previamente   tratadas   con   el  

anticuerpo  para  potenciarlas  y  así  eliminar  el  virus.    

5. Determinación  de  citoquinas  en  los  co-‐cultivos

La  infección  de  VIH-‐1  provoca  una  variación  de  los  niveles  de  las  citoquinas  tanto  pro-‐  como  

anti-‐inflamatorias,   las   cuales   desempeñan   un   papel   importante   en   la   modulación   de   la  

homeostasis  del  sistema  inmune.  La  infección  por  VIH-‐1  tiende  a  aumentar  la  producción  

de  citoquinas  Th2,  es  decir  IL-‐4  e  IL-‐10,  citoquinas  pro-‐inflamatorias  como  IL-‐1,  IL-‐6  e  IL-‐18,  

y  TNF-‐α  y  suele  provocar  una  disminución  de  las  citoquinas  Th1  como  IL-‐2  y  el  IFN-‐γ    (258).    
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Por  otro  lado,  se  ha  demostrado  que  ciertas  citoquinas  (TNF-‐  α,  IL-‐1  e  IL-‐6)  son  capaces  de  

estimular  la  replicación  del  VIH-‐1  en  células  T.  Las  citoquinas  IL-‐2,  IL-‐7  e  IL-‐15  regulan  al  alza  

la  replicación  del  VIH-‐1  en  las  células  T.  Sin  embargo,  otras  citoquinas  como  IL-‐10,  IL-‐13,  IFN-‐

α  pueden  reprimir  la  replicación  del  VIH-‐1  en  células  T.  Las  citoquinas  IL-‐4,  IL-‐2  e  IFN-‐γ  son  

capaces  de  mejorar  o  reducir  la  replicación  viral  dependiendo  del  tipo  de  célula  (258).  Las  

citoquinas  inmunosupresoras  y  proinflamatorias  pueden  inhibir  la  replicación  viral  ya  que  

son  capaces  de  favorecer  la  latencia  del  VIH-‐1  (259).  

Las   células   T   CD8+   específicas   de   VIH-‐1   en   pacientes   infectados   son   células   que   se  

caracterizan  por   la   incapacidad  de  ejercer   funciones  efectoras  como   la  citotoxicidad  y   la  

secreción  de  citoquinas  en  respuesta  a  la  estimulación  antigénica  (217).    

Los  resultados  mencionados  en  el  apartado  anterior  de  los  co-‐cultivos  procedentes  tanto  de  

los  obtenidos  in  vitro  como  de  los  pacientes  VIH-‐1  positivos  nos  han  mostrado  una  mejora  

de  la  respuesta  CTL  tras  modificar  las  células  T  CD8+.  Sin  embargo,  al  analizar  las  citoquinas  

no  hemos  encontrado  diferencias  entre  las  muestras  con  o  sin  anticuerpo.  Por  lo  tanto,  el  

mecanismo   por   el   cual   las   células   T   CD8+  moduladas   con   el   anticuerpo   son   capaces   de  

eliminar  el  virus  y  que  por  lo  tanto  haya  un  control  de  la  replicación  vírica  no  se  debe  a  la  

secreción  de   citoquinas.  Uno  de   los  motivos   por   el   cual   no   vemos  esa  diferencia   en   los  

valores  de  citoquinas  se  deba  a  que  es  tan  fuerte  la  estimulación  antigénica  que  de  alguna  

forma  enmascara  el  efecto  del  anticuerpo  bloqueando  TIM-‐3  que  no  somos  por   lo   tanto  

capaces  de  distinguir,  por  otro  lado  si  estas  células  están  agotadas  como  hemos  visto  en  la  

bibliografía  (217,260)  aunque  se  les  estimule  no  serán  capaces  de  secretar  citoquinas.  Por  

lo   que   o   bien   las   células   de   estos   pacientes   no   han   llegado   al   punto   de   agotarse   o   el  

mecanismo  por  el  cual   las  células  T  CD8+  son  capaces  de  eliminar  el  virus  se  deba  a  otro  

motivo.    

Por  lo  tanto,  el  mecanismo  por  el  cual  las  células  T  CD8+  moduladas  con  el  anticuerpo  son  

capaces  de  modular  el  virus  y  que  por  lo  tanto  no  haya  un  control  de  la  replicación  vírica  no  

se  debe  a  la  secreción  de  citoquinas.  

El  mecanismo  de  control  parece  ser  más  complejo  e  intervenir  un  mayor  número  de  factores  

(261).  Como  se  describe  en  el  trabajo  llevado  a  cabo  por  este  grupo,  en  el  que  se  analizan  
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los  perfiles  genéticos  y  metabólicos  y  su  efecto  en  la  funcionalidad  de  las  células  TCD8+  VIH-‐

específicas   de   pacientes   controladores   de   élite   y   pacientes   no   controladores   (con  

tratamiento   antirretroviral),   existe   una   diferenciación   en   la   expresión   de   determinados  

conjuntos  de  genes  que  llevan  a  la  activación  o  bien  de  la  vía  mTORC1  (en  el  caso  de  los  no  

controladores)  o  de  la  vía  mTORC2  (en  el  caso  de  los  controladores).  

La  regulación  de  la  función  efectora  de  las  células  T  CD8+  estaría  asociada  a  la  vía  mTORC2  

cuya  expresión  vendría  marcada  por  genes  que  se  encuentran  preferentemente  expresados  

en   genes  de  pacientes   controladores.   Específicamente   en   el   caso  de  nuestro   trabajo  no  

sabemos  cuánto  de  esta  regulación  se  vería  condicionada  al  bloquear  el  anticuerpo  TIM-‐3  

en  estos  CD8+  y  la  mejora  observada  en  el  control  virológico.  Será  algo  que  merece  la  pena  

seguir  investigando.  

Si  nos  fijamos  en  los  resultados  obtenidos  procedentes  de  los  co-‐cultivos  CD4+:  NK,  tampoco  

vemos  ninguna  diferencia,  ya  hemos  visto  que  el  bloqueo  de  TIM-‐3  en   las  células  NK  no  

mejora  la  respuesta,  pero  en  las  condiciones  que  no  llevan  anticuerpo  y  que  por  lo  tanto  

deberían   tener   una  mayor   actividad   citotóxica  más  potente   y   una  mayor  producción   de  

citoquinas  tampoco  lo  observamos.  

En  resumen,  los  datos  aportados  en  esta  Tesis  Doctoral  ponen  de  manifiesto  el  papel  crucial  

de  Gal-‐9  para  modular  la  transcripción  del  VIH-‐1  y  la  capacidad  de  reactivar  al  virus  latente.  

Por  otro  lado,  es  importante  a  tener  en  cuenta  el  uso  de  un  anticuerpo  frente  a  TIM-‐3  para  

la  mejora  de  la  respuesta  CTL  de  los  linfocitos  T  C8+.  Dado  los  resultados  obtenidos,  tanto  el  

uso  de  Gal-‐9  como  del  anticuerpo  se  podría  emplear  como  una  posible  estrategia  para  la  

curación  del  VIH-‐1.  Sin  embargo,  sería  necesario  realizar  más  experimentos,  como  evaluar  

Gag   intracelular,   para   poder   entender   si   galectina   aumenta   la   cantidad   de   VIH-‐1   en   el  

interior   de   la   célula   o   si   aumenta   la   cantidad   de   células   que   expresan   Gag   así   como  

determinar  si  la  infección  se  propaga  después  de  añadir  Gal-‐9.  
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CONCLUSIONES  

1. Gal-‐9  produce  una  reactivación  eficiente  del  VIH-‐1  latente  tanto  en  células  Jurkat  como

en  el  modelo  celular  primario  de   latencia.  Esta  reactivación  no  parece  estar  mediada  vía

TIM-‐3.

2. En  el  modelo  de   latencia,   la  potencia  de  Gal-‐9  es  alta,  similar  o  mayor  que  la  de  otros

agentes   reactivadores   de   la   latencia,   con   los   que   la   hemos   comparado.   No   se   detectó

sinergismo  ni  efectos  aditivos  al  combinar  Gal-‐9  con  los  otros  ARLs.

3. El  bloqueo  de  TIM-‐3  en  las  células  T-‐CD8+  se  traduce  en  una  mejora  en  el  control  de  la

replicación  del  virus  y  sin  impacto  detectable  en  las  células  NK.

4. El  bloqueo  de  TIM-‐3  con  un  anticuerpo  específico  en  las  células  T-‐CD4+  infectadas  no  tuvo

efecto  sobre  la  reactivación  del  virus  latente  mediado  por  Gal-‐9.

5. El  bloqueo  de   TIM-‐3  en   las  células  T  CD8+   de  pacientes  mejora   la   respuesta  CTL.  Este

mismo   bloqueo   en   las   células   NK   no   tuvo   efectos   negativos   en   la   respuesta   global.   La

presencia  de  Gal-‐9  no  condiciona  dicha  respuesta.

6. La  mejora  de  la  respuesta  de  las  células  T  CD8+  tras  el  bloqueo  de  TIM-‐3  no  se  asoció  con

cambios  detectables  en  la  actividad  granzima/perforina  de  las  células  ni  con  ningún  patrón

específico  de  variación  en  las  citoquinas.

7. Gal-‐9  y  α-‐TIM-‐3  no  mostraron  signos  de  toxicidad  celular  en  los  estudios  in  vitro  a  las  dosis

utilizadas,   lo   que   apoyaría   su   uso   en   animales   de   experimentación   para   reproducir   los

resultados  obtenidos.

8. La  reactivación  del  virus   latente  por  Gal-‐9  y   la  mejora  de   la  respuesta  CTL  mediante   la

inhibición  de  TIM-‐3,  sin  interferencia  entre  ellos,  permitiría  la  administración  conjunta  de

ambos  en  una  estrategia  shock  and  kill.
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