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RESUMEN

ANALISIS DE POTENCIALES CORRELATOS INMUNES DE CONTROL EN LA
INFECCION POR HIV-1 DURANTE LA SEROCONVERSION Y EL PRIMER ANO DE

INFECCION

En los ultimos afios, se ha puesto especial énfasis en el estudio de la respuesta T CD8" dado
el rol central que esta juega en el control de la replicacién del virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV, human immunodeficiency virus). Sin embargo sigue siendo clave la
identificacion y compresion de nuevos correlatos inmune de proteccién. Mas aln, la etapa
de infeccion aguda representa un escenario propicio para el estudio de las funciones que
mejor se correlacionan con control viral. El objetivo de esta tesis fue analizar la
especificidad, funcionalidad y el fenotipo de la respuesta T CD8" HIV-especifica en una
cohorte de individuos recientemente infectados y su asociacion con el control de la
replicacion viral y de la progresion a la enfermedad (evaluado mediante la carga viral,
recuento de células T CD4" y activacién inmune), durante la seroconversion y el primer afio
de infeccion. Se obtuvieron muestras de sangre de 51 individuos reclutados dentro de los
primeros 6 meses desde la fecha probable de infeccién (PHI, Primary HIV infection); 22
sujetos crénicamente infectados (Crénicos) y 14 sujetos controladores elite (EC, Elite
Controllers). Se observé que, a pesar que Nef dominé la respuesta anti-HIV durante la
infeccién aguda/temprana, la aparicion temprana de una alta proporcién de células T anti-
Gag se correlacion6 con un retraso en la progresion. Las células T CD8" HIV-especificas
polifuncionales fueron detectadas en tiempos tempranos post-infeccion pero no se asociaron
con control viral. Por el contrario, se observd que los sujetos PHI que presentaban células T
CD8" con una mayor capacidad de mediar actividad antiviral (VIA, viral inhibitory activity),
en la muestra basal, presentaron set points inmunes mas elevados. Ademas, los niveles de
VIA se correlacionaron con la magnitud de la respuesta T CD8" anti-Gag. A su vez, las
células T CD8" Gag-especificas mostraron una mayor capacidad de mediar la lisis de células

infectadas (lo cual se evidencié por una mayor capacidad de degranulaciéon) y de producir,
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de manera simultanea, INF-y lo cual les conferiria una ventaja para ejercer su actividad
antiviral. Por otro lado, se observé que la distribucién de las subpoblaciones de memoria de
las células T CD8", tanto totales como de las HIV-especificas, se encuentra sesgada en los
individuos PHI, pero no alcanza los niveles dramaticos observados en los sujetos Crénicos.
El analisis de la expresion de PD-1 en los individuos PHI, tanto en las células T CD8" totales
como HIV-especificas, revel6 no s6lo una asociacién con progresion a la enfermedad si no
también con el perfil de memoria de la poblacién celular T CD8". Notablemente, se
obtuvieron correlaciones directas entre los niveles de VIA y la proporcion de células T CD8"
con fenotipo terminal, tanto en la muestra basal como a los 12 meses post-infeccidon. En
consecuencia, se establecié una relacién entre la preservacion de la ruta de diferenciacion

de las células T CD8" y la funcionalidad de las mismas.

Esta tesis representa el primer trabajo donde se realiz6 una caracterizacién completa de la
respuesta T CD8" en una cohorte Argentina de individuos cursando la infeccion
aguda/temprana por HIV. El poder descifrar la relacion que existe entre la caracteristicas
que definen a las células T CD8" con los niveles de activacion inmune, el control viral y la
progresién a la enfermedad en los distintos estadios de la infeccién (como son la infeccion
primaria, crénica o en EC), como ha sido llevado a cabo en esta tesis, es primordial para
profundizar en el conocimiento que se tiene de la inmunopatogénesis del virus. Ademas,
esta informacibn es de suma importancia para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas frente al HIV asi como en el disefio y posterior testeo de vacunas que

promuevan una respuesta beneficiosa.

PALABRAS CLAVES: HIV, seroconversion, infeccién aguda, respuesta inmune celular,

linfocitos T CD8", correlatos de proteccion.




ABSTRACT

CORRELATES OF IMMUNE CONTROL IN HIV INFECTION DURING

SEROCONVERTION AND FIRST YEAR POST-INFECTION.

Given the central role that HIV-specific CD8" T-cells play in the control of the human
immunodeficiency virus (HIV) replication, special emphasis has been focused on this cell
population. However, correlates of immune protection remain elusive. Moreover, the acute
phase of infection represents a proper scenario to delineate the antiviral cellular functions
that best correlate with virus control. The aim of the present study was to analyze
specificity, functionality and phenotype of the HIV-specific immune response in a cohort of
acute/early HIV-infected individuals and their associations with viral control and disease
progression, during the seroconvertion and the first year post-infection. Blood samples from
51 subjects recruited within 6 months from infection (primary HIV infection [PHI]); 22
chronically infected subjects (Chronics) and 14 Elite Controllers (EC) were obtained. Results
indicated that, although Nef dominated the anti-HIV response during acute/early infection, a
higher proportion of early anti-Gag T cells correlated with delayed progression.
Polyfunctional HIV-specific CD8" T cells were detected at early time points but did not
associate with virus control. Conversely, higher CD4" T-cell set points were observed in PHI
subjects with higher capacity of the CD8" T-cells to mediate ex vivo viral inhibitory activity
(VIA), at baseline. Importantly, VIA levels correlated with the magnitude of the anti-Gag
cellular response. The advantage of Gag-specific cells relied on their enhanced ability to
mediate lysis of infected cells (evidenced by a higher capacity to degranulate) and to
simultaneously produce IFN-y. Moreover, it was found that normal maturation of total and
HIV-specific CD8" T-cells into memory subsets is skewed in PHI, but not at the dramatic
level observed in Chronics. Analysis of PD-1 expression, on bulk and HIV-specific CD8" T-
cells, from PHI subjects revealed not only an association with disease progression but also
with skewed memory CD8" T-cell differentiation. Most notably, significant direct correlations
were obtained between the VIA levels and the higher proportions of fully-differentiated HIV-

specific CD8" T cells, both at baseline and at 12 months post-infection. Thus, a relationship
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between preservation of CD8" T-cell differentiation pathway and cell functionality was

established.

This thesis represents the first work were a fully characterization of the CD8" T-cell
response have been performed in a cohort of acute/early HIV-infected individuals from
Argentina. Unscrambling relationships among the CD8* T-cell characteristics, immune
activation, viral control, and disease progression in multiple settings (primary infection,
viremic Chronics and ECs), such as those observed in this work, are increasingly important
to advance our understanding of HIV pathogenesis. As well, this information will be
instrumental for therapeutic and sterilizing vaccine design in order to boost our ability to

elicit beneficial responses.

KEY WORDS: HIV, seroconvertion, acute infection, cellular immune response, CD8" T

lymphocytes, correlates of protection.
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I. 1. VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV, Human Inmunodeficiency Virus) es el agente
etiolégico del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Las primeras claves acerca
de la etiologia del SIDA llegaron en 1983, dos afios después de su descripciéon clinica, a
partir del trabajo de Francoise Barr -Sinoussi [1], en colaboracién con un grupo encabezado
por Luc Montagnier. El agente aislado por este grupo fue denominado Virus Asociado a
Linfoadenopatia (LAV, Lymphoadenopathy Associated Virus) ya que fue obtenido a partir de
individuos que padecian esa patologia. Durante ese afio y el siguiente, Robert Gallo [2, 3]
aislé un retrovirus citopatico con tropismo por células T al que denominé Virus Linfotrépico
Humano Tipo Il (HTLV-IIl, Human T Lymphotropic Virus Type III). Un afio después, Jay
Levy [4] obtuvo un aislamiento viral a partir de células sanguineas provenientes de un
paciente con SIDA al cual denominé Virus Relacionado al SIDA (ARV, AIDS Related Virus).
Posteriormente, estudios de microscopia electrénica, entre otros, revelaron que la
morfologia de estos tres virus era muy similar entre si y con un género particular de la
familia Retroviridae, los Lentivirus [5]. Alli se determiné que, de hecho, los tres aislamientos
correspondian al mismo agente viral. Finalmente, en 1986, el Comité Internacional de

Taxonomia Viral nombré al virus de la manera que hoy se lo conoce: HIV.

En 1986, Francoise Clavel, Montagnier y colaboradores [6] describieron un tipo distinto de
HIV, prevalente en ciertas regiones de Africa Occidental, al que denominaron HIV-2 para
distinguirlo del virus original. Los individuos infectados con HIV-2 también desarrollan SIDA,

aunque con un periodo de latencia clinica més prolongado y menor morbilidad [7].

Durante los 33 afios que han transcurrido desde la descripcién de los primeros casos a la
actualidad, la problematica HIV/SIDA ha afectado a mas de 75 millones de personas y se ha

convertido en una de las principales preocupaciones a nivel de Salud Pablica mundial.
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I. 2. EPIDEMIOLOGIA

I. 2. 1. Situacion Mundial

Los ultimos datos provenientes de la Organizacién de la Naciones Unidas para la Lucha
contra el SIDA (ONUSIDA) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) [8] indican que,
hasta diciembre de 2013, entre 33,2 y 37,2 millones de personas vivian con SIDA en todo el
mundo (Figura 1). Durante 2013, se produjeron 2,1 millones de nuevas infecciones y el
nimero de muertes asociadas a SIDA alcanz6 los 1,5 millones. El 70% de todas las
personas afectadas por el HIV/SIDA se concentra en Africa subsahariana conformando el

epicentro de la pandemia.

Ameérica del Norte, Europa Occidental y Europa Central
2.3 millones

[2.0-3,0 millones ] Europa del Este y Asia Central
' 1,1 millones
Caribe Norte y centro de Africa [ 980,000 - 1,3 millones |
Pt [ 16{)2030(]0%% 000
[ 230.000 - 280.000 ] [ 160.000 - 330.000 |
América Latina Africa Sub-sahariana Asia y Sur del Pacifico
1,6 millones 24,7 millones 4.8 millones

[1,4 milones - 2,1 millones] [ 23.5 millones- 26.1 millones | [ 4,1 millones - 5,5 milllones |

Figura 1: NUmero estimado de adultos y nifios que vivian con HIV en 2013. Total: 35 millones (33,2-37,2
millones) [8].

En cuanto a los modos de transmision, la via heterosexual es la principal via de contagio a
nivel mundial aunque en algunas regiones el uso de drogas intravenosas es el principal
comportamiento de riesgo (Europa oriental, sudeste y centro de Asia). En el afio 2012, la
cobertura de tratamiento en mujeres embarazadas viviendo con HIV alcanzo un 62% vy el
nimero de nuevas infecciones en nifios fue un 35% menor que en el 2009. En 2013, el
numero estimado de nuevas infecciones por HIV en nifios menores de 15 afios fue 240.000.
En América Latina, se produjeron 94.000 nuevas infecciones durante 2013, llevando el

numero total de infectados a 1,6 millones (1,4 millones-2,1 millones) (Figura 1). La regién
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se caracteriza principalmente por una epidemia concentrada y de bajo nivel con una

prevalencia regional del 0,4%.

I. 2. 2. Situacion en Argentina

Los ultimos datos oficiales acerca de la situacion epidemioldgica en Argentina, provistos por
el Programa Nacional de Lucha contra los Retrovirus Humanos, SIDA y Enfermedades de
Transmisién Sexual, indican que hasta diciembre de 2013, 110 mil personas vivirian con
HIV/SIDA en Argentina, de las cuales un 30% desconocerian su situacion seroldgica [9].
Argentina se caracteriza por ser una regién con una epidemia estable y de tipo concentrada
con una prevalencia de HIV en la poblacion general (estimada a través de la serologia en las
mujeres embarazadas) menor al 0,3%, aunque existen algunos grupos en los que esta
prevalencia es igual o mayor al 5%. La razén de infectados de acuerdo al sexo es de 2,1
hombres por cada mujer. El 19% de los nuevos diagnésticos ocurren en menores de 24
afios y el 20% tienen mas de 45 afios. La proporcién de diagnoésticos tardios alcanza al
23,2% en las mujeres y al 30,7% en los varones. En los ultimos cinco afios, las tasas
especificas por sexo y edad mas altas entre los varones se observan en los grupos de 35 a
44 afos, seguidos por los de 25 a 34 afios, mientras que en las mujeres se invierte el orden
de esos dos grupos. En el afio 2013 se diagnosticaron y registraron alrededor de 6000 casos
de infeccién por HIV, se produjeron 100 infecciones por transmisién vertical y fallecieron

1400 personas por SIDA.

I. 2. 3. Epidemiologia Molecular

A partir de estudios filogenéticos, el HIV se ha dividido en tipos, grupos, subtipos y formas
recombinantes inter-subtipos. Actualmente, se acepta que la presencia de los virus HIV-1y
HIV-2 en la poblacibn humana es consecuencia de dos eventos de transmision zoonéticos
independientes. A su vez, el HIV-1 se ha subdividido en cuatro grupos: el grupo M (main) el
grupo O (outlier), el N (new) y el P [10]. El grupo M (responsable del mayor niamero de

infecciones) se ha diversificado, a su vez, en al menos 9 subtipos y 61 formas
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recombinantes circulantes (CRF, Circulating Recombinant Forms) [11, 12]. La gran
diversidad molecular se puede atribuir a la alta tasa de replicacion viral, a la frecuente tasa
de introduccion de mutaciones y a la recombinacién [13]. Los subtipos presentan entre si

algunas diferencias en su distribucion geogréfica [14] (Figura 2).

tral y el Caribe

Sud Africa

Subtipos dominantes Subtipos minoritarios Formas recombinantes circulantes

[ Subtipo A1 W SubtipoD [ Subtipo A2 [ SubtipoH W 01_AE W 02_AG W HIv-2
[H SubtipoB [l Subtipo F1 [ Subtipo A3 [E SubtipoJ E 03_AB W 12_BF [ Formas recombinantes nicas (URF)
[[] SubtipoC [l Subtipo G [ Subtipo F2 [ 06_cpx B 08 oro07_BC

| Figura 2: Esquema general de la distribucion mundial de subtipos y formas recombinantes mas prevalentes de
‘ cada regién [14].

En Europa predomina el subtipo B. En Africa se encuentran todos los subtipos del grupo My
se han informado casos pertenecientes al grupo O, Ny P. América del sur esta caracterizada
por la circulacién de subtipo B en la regidon noroeste (al igual de lo que se observa en
América central y América del norte) mientras que la situacion en el Cono sur es un poco
mas compleja. En Brasil se encuentran variantes pertenecientes a los subtipos B, Cy Fy
CRF-BF [15, 16]. En nuestro pais, los estudios de caracterizacion del HIV-1 comenzaron a
desarrollarse a principios de la década del 90, [17, 18] pero la mayor contribucion fue
hecha en el afio 2001, cuando Carr y col. informaron sobre una nueva CRF en pacientes de
Argentina y Uruguay, denominada CRF12_BF [19]. Algunos estudios recientes demuestran
una alta prevalencia de los recombinantes BF en la poblacion argentina infectada por HIV

[20-23].
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I. 3. EL VIRION

I. 3. 1. Morfologia y genoma

1.3.1.1. Morfologia

La particula viral madura presenta las caracteristicas estructurales tipicas de los retrovirus.
El viribn es una particula esférica, envuelta, de aproximadamente 100 a 120 nm de
didmetro (Figura 3). La capside consta de 60 caras triangulares formadas por la proteina
estructural pl7 (MA, matriz). Dentro de la misma se encuentra la nucleocapside (NC),
constituida por la proteina p24 (CA, capside), que contiene el genoma viral. Asociadas al
mismo se encuentran las proteinas p7 y la transcriptasa inversa (RT, Reverse
Transcriptase). Otras proteinas estructurales incluyen a la proteasa (PR) y la integrasa (IN),
las cuales junto a la RT son codificadas por el gen pol, asi como también a las proteinas

accesorias Nef, Vif y Vpr.

Complejo trimérico
de la envoltura.
(TM-SU)

ARN

Envoltura lipidica

Figura 3: Esquema de la particula viral madura, donde se indican algunas de las proteinas estructurales. TM:
proteina transmembrana (gp41), SU: proteina de superficie (gp120), NC: proteina de la nucleocapside, RT:
transcriptasa reversa [24].

Las glicoproteinas gp41l (TM, transmembrana) y gp120 (SU, superficie) se hallan asociadas

a la envoltura lipidica, de origen celular. La primera es una proteina transmembrana
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mientras que la segunda se encuentra asociada a la primera en la cara externa de la

envoltura viral [25].

1.3.1.2. Genoma

El genoma del HIV-1 consta de dos moléculas casi idénticas de acido ribonucleico simple
cadena con polaridad positiva (ARNsc*), cada una de 9,2 kilobases (Kb). El mismo codifica 3
genes comunes a todos los retrovirus (gag, pol y env) junto a otros 6 genes que codifican
para proteinas regulatorias (tat y rev) y accesorias (nef, vif, vpr y vpu). Mediante el
solapamiento entre algunos de los genes, el virus emplea los 3 posibles marcos de lectura
para codificar las distintas proteinas, aprovechando al maximo las posibilidades del genoma.
La region gag codifica las proteinas estructurales internas del virion a través de dos
precursores, Pr55cag y Prl160cag-roi. LOS mismos son post-traduccionalmente procesados
mediante clivaje proteolitico produciendo las proteinas maduras MA, CA, NC, p1, p2 y p6. La
region pol codifica las enzimas RT (que posee las actividades ADN-polimerasa-ARN
dependiente, ADN-polimerasa-ADN dependiente y ARNasa H), la IN y la PR. La regi6on env
codifica las glicoproteinas TM y SU, las cuales forman el complejo que interacciona
especificamente con el receptor celular [24]. Una vez integrado al genoma celular, el ADN
proviral se encuentra flanqueado por repeticiones terminales largas (LTR, Long Terminal
Repeats) generadas durante el proceso de transcripcién inversa. Los LTR estan compuestos
por las regiones U3, Ry U5 y son los responsables de regular, al menos en parte, la
expresion de los genes virales. Dentro del genoma se hallan también intrones. El
mecanismo de splicing es utilizado como estrategia para regular, de manera temporal, la

expresion génica. En la figura 4 se muestra la organizacién del genoma proviral.

Genoma proviral
G Roy =—>
LTR [Gag Vif s Tl e LTR

Pol Env | Nef

Vpr Vpu

Figura 4: Genoma proviral del HIV (9,2 Kb). Contiene marcos de lectura abiertos (ORFs, open reading frames)
para 16 proteinas que son sintetizadas a partir de al menos 10 transcriptos [26].
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I. 3. 2. Ciclo de Replicacion

1.3.2.1. Adsorcién y entrada

La entrada del virus a la célula blanco esta mediada por la interaccién de dos glicoproteinas
virales con dos moléculas en la membrana celular. El receptor es la molécula CD4 que
interacciona con la glicoproteina SU, y el correceptor pertenece a la familia de los
receptores de quemoquinas, los cuales interaccionan con la glicoproteina TM [27]. Los
correceptores mas importantes para el HIV-1 son el CCR5 y CXCR4 [28-30], los cuales
determinan el tropismo viral (variantes R5-trépicas y X4-trépicas). Luego de la adsorcién de
la particula viral se produce la fusién entre la envoltura viral y la membrana de la célula
blanco [31]. Posteriormente se produce la liberacion de la NC al citoplasma celular y el

desnudamiento (Figura 5).

Ensambladoy
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Figura 5: Esquema simplificado del ciclo de replicacion del HIV-1. Se resaltan los eventos méas sobresalientes,
modificado de Peterlin et. al. [26].
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1.3.2.2. Retrotranscripcion

Luego de la liberacién de la NC viral al citoplasma y el desnudamiento, tiene lugar la
transcripcion inversa del genoma viral (Figura 5). Este proceso esta catalizado por la enzima
viral RT, la cual convierte al genoma viral en una molécula de ADN doble cadena (ADNdc).
La RT no posee actividad de lectura de prueba (o proof-reading). Esto conduce a la
produccion de variantes denominadas cuasiespecies y a la gran diversidad inter-

aislamientos que se observa para el HIV [24].

1.3.2.3. Entrada al nicleo e integracion

Finalizada la transcripcion inversa, el ADN es traslocado al nucleo como parte de un
complejo de pre-integracién ribonucleoprotéico que incluye, ademéas del ADNdc, a las
proteinas virales IN, RT, MAy Vpr [32] (Figura 5). Al igual que otros lentivirus, HIV tiene la
capacidad de entrar al nucleo de células que no se encuentran en proceso de division
celular, a través de los poros nucleares, en lugar de esperar a la disgregaciéon de la
membrana nuclear durante la mitosis. El mecanismo de entrada al nicleo es muy complejo
y aln no esta del todo estudiado [33]. Una vez que el complejo esta localizado en el nucleo,

la enzima viral IN cataliza la reaccién de integracion [25].

1.3.2.4. Transcripcion y regulacion post-transcripcional

Durante el proceso de transcripcién, los transcriptos virales adquieren la estructura
denominada Cap (compuesto por un residuo 7-metilguanosina unido al trifosfato del
extremo 57 ), son poliadenilados en el extremo 3° y son practicamente indistinguibles de
otros ARN mensajeros (ARNm) celulares. Se generan 3 clases de ARNm a partir de
transcriptos de HIV (9Kb, 4Kb y 2Kb). La regulacién esta mediada por la proteina Rev,
mediante su interaccidon con el elemento RRE presente en los transcriptos. A través de esta
unién dirige el pasaje de los transcriptos desde el nlcleo hacia el citoplasma para su

traduccion [27] (Figura 5).
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1.3.2.5. Ensamblado, maduracioén y brotacion

El objetivo final del proceso de replicacion viral es generar progenie. Para ello, el ARN
gendmico (transcripto de 9Kb) debe ser encapsidado y transportado a regiones
especializadas donde se produce la brotacién. Durante el proceso de brotacion, la PR viral
cliva a los precursores Pr55gag y PR160gag-pol €n sus unidades elementales (Figura 5). En la
etapa de maduracién, la particula viral cambia su morfologia, adoptando la tipica estructura

esférica y con su capside conica ubicada en el centro de la misma (Figura 3).

I. 4. INMUNOPATOGENIA

Histéricamente, el proceso que conduce al SIDA se consider6 como un proceso paulatino de
degradacion del sistema inmune. Sin embargo, hoy se conoce que la alta tasa de replicacién
viral que se observa en las etapas agudas de la infeccién dispara el proceso patogénico que
culmina, afios mas tarde, en la progresion a SIDA. La transmisién a través de mucosas
(vaginal o rectal) comienza con la infeccion de un numero pequefio de linfocitos T de
memoria efectores CD4"CCR5" [34], macréfagos y células dendriticas ubicadas en la lamina
propia [35]. En la gran mayoria de los casos, las variantes virales responsables de una
nueva infeccién son variantes con tropismo R5. Las células dendriticas residentes no sélo
son sensibles a la infeccion sino que también facilitan la diseminacion viral [36]. La primera
amplificacién viral es modesta y ocurre en d4rganos linfaticos regionales (por ejemplo
nédulos linfaticos drenantes). A partir de alli, los linfocitos T infectados y viriones libres son
volcados al torrente sanguineo, permitiendo la colonizacion de otros o6rganos (tracto
gastrointestinal, bazo, médula 6sea) y la infeccibn masiva de células susceptibles [37]. Esto
resulta en un pico de viremia (10° a 107 copias de ARN viral/ml de plasma) que, a veces,
puede coincidir temporalmente con la aparicion de sintomas clinicos denominados, en
conjunto, Sindrome Retroviral Agudo y que incluyen fiebre, linfoadenopatias, sudoracion
nocturna y artralgia, entre otros [38] (Figura 6). El descenso del pico de viremia y la
reversion de los sintomas agudos son atribuidos a la accién de linfocitos T citotéxicos CD8"

(CTLs, cytotoxic T lymphocytes) y, en menor medida, al agotamiento de células blanco. Esto
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es seguido por el establecimiento del set point viral el cual varia de persona en personay es

un potente predictor de la progresién a la enfermedad [39].

Fase aguda Fase asintomatica SIDA
108
o
g & @
=3 5
=N
wR 10
-
1]
_'l;g 105 |
Bz
E] j 104 .,
o 2 1
o2 - i figzga de
o
8 g oty 8 & =y * ' » ® O ansrnisidn
| )
1 = -....----.-.-nim:‘jﬁ'a""‘
vire:
o a
i
|
P Anticuerpos
706 drra sapacifices
o L e
7| @@ | : 2
: — L
= 500 ) Linfocites T CDE*
w | citaldxcos
= 400
= 1
— 1’ |
[, i Linfocitas T
' COe*
200 ' ey
f i
106 [ ! ® : e e 2 8 ® ® © @ Deplecitn de celufas
' CO4E" &M mucoses
& i

Semanas Afos

Figura 6: Curso natural de la infeccién por HIV-1. La etapa aguda se caracteriza por alta carga viral (linea roja),
descenso en el recuento de células T CD4* y ausencia de anticuerpos especificos. Luego de la infeccion aguda, la
carga viral se estabiliza en distintos niveles en diferentes pacientes (set point, linea roja punteada). La diversidad
viral aumenta a lo largo del tiempo mientras que el riesgo de trasmisién es maximo durante la etapa aguda y hacia
las etapas finales de la infeccién. El descenso del pico de viremia estd asociado a la aparicion de linfocitos T CD8"
especificos. Los anticuerpos especificos aparecen luego. La deplecién de células T CD4* que ocurre a nivel de
mucosas no se recupera a lo largo del tiempo [40].

La aparicién de anticuerpos especificos en el suero de los pacientes es posterior al control
de la replicacién viral (Figura 6) por lo que se cree que no desempefiarian un papel
fundamental en la misma. Los anticuerpos ampliamente neutralizantes (capaces de
neutralizar diversos subtipos de HIV), son producidos por aproximadamente un 20% de los
pacientes [41]. A tiempos tempranos post-infeccidn, la poblacion viral es homogénea pero
luego se diversifica generando una innumerable cantidad de cuasiespecies y dando origen a
variantes de escape a la neutralizacion y a la accion de los CTLs asi como también variantes
resistentes a drogas antirretrovirales. El desarrollo de estas mutantes de escape es la causa

de que los anticuerpos neutralizantes no provean un beneficio para el paciente [42].
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Lo que distingue a la infeccion por HIV es la deplecién progresiva de las células T CD4" [43]
tanto por eliminacién directa debido a la infeccion como por la formacién de sincisios con
células bystander, activaciéon inmune, proliferacién y senescencia. Durante la infeccién
temprana se produce una reduccién transitoria de las células T CD4" circulantes, seguida
por una recuperacion que alcanza valores cercanos a los normales, que luego disminuyen
lentamente hasta llegar el advenimiento de la enfermedad (Figura 6). El efecto mas
importante en la homeostasis de las células T ocurre de manera temprana en el tracto
gastrointestinal, donde ocurre una deplecion masiva de células T CD4" activadas. A lo largo
del tiempo, esta poblacibn no se recupera ni siquiera en el marco del tratamiento
antirretroviral de alta eficiencia (HAART, Highly Active Antiretroviral Treatment) [44], lo que
se contrapone a lo observado para células T CD4" circulantes en sangre periférica.
Finalmente, la gran deplecion de células linfoides en el tracto gastrointestinal, junto con la
apoptosis de enterocitos y el aumento de la permeabilidad en el tracto gastrointestinal,
conlleva a un aumento de la concentracién en plasma de productos microbianos, como son
los lipopolisacaridos [45]; lo que contribuiria en gran medida a la activacion inmune
generalizada, tipica de los individuos infectados. Los marcadores de activacion inmune
durante la infeccion por HIV predicen, de una mejor manera, la progresion a la enfermedad
gue la carga viral (CV) plasmatica. Esta activacion inmune generalizada y crénica esta
caracterizada por un incremento en la tasa de activacion de células T CD4" y CD8" y células
natural killer (NK) gque se encontraban en estado de reposo; un incremento en la muerte de
células T y NK, activacién de células B policlonales con un aumento en los niveles de

inmunoglobulinas y una produccion elevada de citoquinas proinflamatorias [46].

I. 5. RESPUESTA CITOTOXICA T CD8* ESPECIFICA

Durante la infeccion aguda de HIV, la respuesta por parte de los linfocitos T CD8" se
correlaciona con el declive inicial en la replicacion del virus (Ver cap tulo I. 4.). Pero a pesar
de esta disminucién en la viremia, la gran mayoria de los individuos infectados no son

capaces de controlar la replicacion viral, por debajo de los niveles de deteccién, en ausencia
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de la terapia HAART. Esta bien establecido que aquellos individuos infectados que
mantienen altos recuentos de linfocitos T CD4" y se encuentran clinicamente sanos por
largos periodos de tiempo (denominados no progresores a largo plazo [LTNP, /ong-term
nonprogressors]) [47, 48] son aquellos que presentan una respuesta T CD8" robusta de
manera temprana, comparado con aquellos sujetos que progresan a la enfermedad;
mostrando claras asociaciones entre la respuesta celular T CD8" y el control viral. Dentro
del grupo de LTNP se diferencian a aquellos individuos que controlan la replicacion viral
hasta alcanzar niveles bajos (controladores virémicos, [virus controllers]) o indetectables
(controladores elite, [EC, elite controllers])[49, 50]. Por otro lado, los primeros reportes
provenientes de macacos infectados con el virus de la inmunodeficiencia simiana (SIV,
simian immunodeficiency virus), donde se eliminaron de manera temprana las células T
CD8", mostraron que en ausencia de esta poblacion celular la replicaciéon viral aumentaba
hasta unas diez veces, en comparaciéon a los niveles que se observaban en presencia de los
linfocitos T CD8" [51, 52], demostrando que esta poblacién celular juega un rol critico a la
hora de controlar la replicacién viral in vivo. Por lo tanto, una vez que la infeccién ya se ha
establecido, la respuesta T CD8" es critica para el control de la replicacion tanto del HIV
como del SIV; sin embargo las células T CD8" no son entidades individuales con una Unica
funcién, sino que en conjunto comprenden una poblacidon celular, que en el contexto de la
infeccion por HIV, presentan una complicada ruta de diferenciaciébn y poseen una gran
capacidad de ejercer multiples funciones [53] (Figura 7), de las cuales un gran numero de
ellas pueden afectar la replicacion del virus. En este sentido, la caracterizacién de esta
poblacién celular es de suma importancia para la definicibn de los posibles correlatos
inmunes de proteccion, es decir las caracteristicas deseables que una vacuna deberia tener

con el fin de poder generar una respuesta que contenga la exposicién al virus.
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Figura 7: Diferenciacién de las células T de memoria. La expresién positiva o negativa de CD45RO, CCR7, CD28 y
CD95 identifican a 6 subpoblaciones de células T. Los marcadores que cambian segln ocurre la diferenciacién
desde una subpoblacién a la siguiente estan indicados en rojo. A medida que ocurre la diferenciacion celular desde
Tsow hasta Ter, las subpoblaciones pierden o adquieren funciones especificas de manera progresiva. Tyave: Células
naive; Tscw: células stem cell de memoria; Tuc: células de memoria central; Twur: células de memoria transicional;
Tve: células de memoria efectora; Ter: células efectoras terminales. Modificado de Mahnke et. al. [53].

La intensidad de la respuesta inmune varia seglin que proteina viral es reconocida como
blanco. La respuesta T CD8" estéa dirigida directamente contra algunos pocos epitopes con
patrones inmunodominantes [54]. Reportes recientes muestran que aquellos individuos
capaces de reconocer ciertos epitopes presentan set points virales méas bajos. Mas aun, la
conservacién de esta respuesta temprana ha sido asociada con una progresién lenta a la
enfermedad y con un recuento de células T CD4" estable [54]. Los individuos EC presentan
una respuesta T CD8" dirigida ampliamente contra Gag y con una gran capacidad de mediar
actividad antiviral [55, 56]. Luego del pico de viremia, estos individuos reducen vy

mantienen los niveles de CV plasmatica por debajo de los limites de deteccion.

Las funciones antivirales de las células T CD8" no se caracterizan por una Unica funcién

celular, sino que cada célula es capaz de producir un amplio espectro de moléculas
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efectoras. La polifuncionalidad celular se describe como la habilidad de una célula de
producir por lo menos tres marcadores; entre los cuales se encuentran CD107A/B, la
proteina inflamatoria de macréfagos 1B (MIP-1B, Macrophage Inflammatory Protein),
interferén y (IFN-y), interleuquina 2 (IL-2) y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a, tumor
necrosis factor alpha) como los mas tipicos. La polifuncionalidad de la respuesta ha sido
asociada con la capacidad de mediar control viral [47, 57, 58]. Un reporte reciente, muestra
qgue los individuos que poseen altos porcentajes de células polifuncionales presentan altos
niveles de perforinas y un mayor recuento de células T CD4" [59], sin embargo, aun no ha
sido elucidado si alguna de estas moléculas secretadas por los linfocitos T CD8" es
enteramente responsable de mediar la inhibicion viral o si actian de manera conjunta, o

junto a factores no analizados todavia.

Algunos reportes recientes sugieren que, ademas de la especificidad y la calidad de la
respuesta, el fenotipo seria también determinante de la habilidad de las células de mediar
control. Los linfocitos T CD8" atraviesan un largo camino de diferenciacién que comienza
con una célula en estado naive, pasando por células de memoria y culmina con células
efectoras terminales (Figura 7). Las células T de memoria o efectoras poseen la capacidad
de montar una respuesta secundaria de forma rapida en respuesta a la infeccién, mientras
gue las células naive al no haber estado en contacto con el antigeno previamente no son
funcionalmente activas de manera inmediata. Recientemente se han postulado ciertas
asociaciones entre el estadio de diferenciacién de las células T CD8" HIV-especificas y el
control viral [60, 61], donde aquellos individuos con mayor capacidad de inhibir la
replicacién viral, presentan altas frecuencias de células en estadios terminales [62], con una

mayor capacidad de proliferacién, lo cual contribuiria a un elevado efecto antiviral.

Dado que aun no se ha desarrollado una vacuna esterilizante o una cura terapéutica para la
infecciéon por HIV, es de suma importancia la comprensiéon de los correlatos inmunes de
proteccion que puedan proteger de la enfermedad en un posible caso de infeccién. Mientras

gue una vacuna esterilizante sigue siendo la eleccion Optima, mejorar la calidad de la

15



INTRODUCCION

respuesta inmune una vez establecida la infeccién, podria tener un tremendo impacto en la
resolucion de la pandemia. La reduccién del virus, circulante y en reservorios, puede
mejorar la condicién de los individuos infectados asi como también disminuir
significativamente la diseminacion de la infeccién, al reducir el riesgo de transmision. Por lo
tanto, sigue siendo fundamental el estudio del rol que juegan las células T CD8" en el
control de la replicacion viral, estableciendo relaciones claras entre las funciones de la

poblacion celular y el control viral.

Dentro de este contexto, se postulan el objetivo general, los objetivos especificos e

hipétesis de trabajo, los cuales se describen a continuacion.
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Se encuentra clinicamente bien establecido que, desde el momento que una persona
adquiere la infeccién por HIV-1, existen distintas formas en que cada sujeto puede progresar.
Esto permite estratificar a los individuos en distintos grupos, definiendo asi a los Progresores
Rapidos, Progresores Tipicos y LTNP (los cuales incluyen a los Controladores Virémicos y a los
EC). Los grupos de LTNP son particularmente interesantes ya que constituyen grupos que
naturalmente contienen la replicacién viral desde tiempos tempranos post-infeccion (antes
del afio) y mantienen este estatus a lo largo de muchos afios. Teniendo en cuenta los
antecedentes en el area, la propuesta de este trabajo plantea ESTUDIAR LOS DISTINTOS
ASPECTOS DE LA RESPUESTA INMUNE QUE PERMITIRAN CLARIFICAR LOS MECANISMOS
INMUNOLOGICOS TEMPRANOS RESPONSABLES DEL CONTROL DE LA REPLICACION VIRAL
DURANTE LA SEROCONVERSION Y DEL ESTABLECIMIENTO DEL SET-POINT VIRAL, ASi COMO
TAMBIEN LOS BLANCOS ANTIGENICOS DE HIV RESPONSABLES DE DICHO CONTROL. Esto
también permitird aportar nuevos conocimientos relacionados a la inmunopatogénesis en la
infeccion por HIV asi como también un valioso aporte para el futuro desarrollo de vacunas

tanto preventivas como terapéuticas.

I1. 1. OBJETIVO GENERAL

ESTUDIAR LA ESPECIFICIDAD, FUNCIONALIDAD Y EL FENOTIPO DE LA RESPUESTA INMUNE
(GENERAL Y HIV-ESPECIFICA) EN UNA COHORTE DE INDIVIDUOS RECIENTEMENTE
INFECTADOS POR HIV-1 Y LA ASOCIACION DE ESTOS PARAMETROS CON LOS DIFERENTES

CURSOS DE LA SEROCONVERSION Y PRIMER ANO DE INFECCION.

I1. 1. 1. Objetivos especificos

-—

|l Analizar la especificidad, funcionalidad y el fenotipo de la respuesta inmune celular

(TCD8") especifica frente a HIV en muestras de sangre periférica.
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L]

Identificar los blancos antigénicos frente a los que se ha generado una respuesta
celular HIV-especifica. Determinar la magnitud, la amplitud y la calidad de la

misma.

Analizar la polifuncionalidad de la respuesta celular HIV-especifica en cuanto a su
capacidad de produccion de diferentes citoquinas y quimioquinas y funcién de

citotoxicidad (degranulacion).

Determinar las propiedades antivirales de la poblacion celular TCD8" HIV-
especifica. Evaluar la capacidad de los linfocitos T CD8" de inhibir la replicacion viral

in vitro.

Caracterizar el perfil inmunofenotipico de la poblacion celular T CD8" (total y HIV-
especifica) mediante la determinacién de la distribucion de las subpoblaciones de

memoria y marcadores de agotamiento celular.

Estudiar la correlacién entre los pardmetros de la respuesta inmune planteados y
parametros clinicos, tanto virolégicos como inmunolégicos, marcadores de progresion

y factores genéticos.

Determinar los pardmetros clinicos: carga viral plasmatica, recuento de poblaciones

linfocitarias y activacion inmune celular.

Determinar los parametros genéticos: haplotipo de HLA.

Calcular el set point viral y el set point inmune. Estratificar a la poblaciéon en estudio

segun el curso de la seroconversion e infeccidon primaria.

Determinar la relacion entre la especificidad, funcionalidad y el fenotipo de la

respuesta inmune celular HIV-especifica con los marcadores de progresion.
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I1. 2. HIPOTESIS DE TRABAJO

—

(!

L]

L]

La especificidad de la respuesta T CD8" en individuos PHI est4d mayormente dirigida

contra la proteina Nef.

Las células T CD8" HIV-especificas polifuncionales y capaces de mediar actividad

antiviral se detectan a tiempos tempranos post-infeccion.

El perfil de diferenciacion de memoria y agotamiento celular de la poblaciéon celular T
CD8" (total y HIV-especifica) se encuentra alterado a tiempos tempranos, comparado

con individuos sanos.

Una mayor especificidad anti-Gag junto con una mayor frecuencia de células T CD8"
polifuncionales con mayor actividad antiviral y un fenotipo conservado; a tiempos
tempranos post-infeccién; se relacionan con una tasa de progresién lenta a la

enfermedad.
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III. 1. POBLACION EN ESTUDIO

Se reclutaron un total de 97 participantes para este estudio: 10 donantes seronegativos
(DS) para la infeccion por HIV-1 y 87 sujetos HIV', de los cuales 51 se encontraban
cursando la etapa aguda/temprana de la infeccion por HIV-1 (PHI, infeccién primaria por
HIV, Primary HIV Infection), 22 individuos cursaban la etapa crénica de la infeccion
(Cronicos) y 14 EC. Los individuos cursando la etapa aguda/temprana de la infeccion por
HIV-1 fueron reclutados por el Grupo Argentino de Seroconversién siguiendo el siguiente
criterio de inclusién [63]: i) serologia negativa seguida por una serologia positiva para HIV,
confirmada por Western Blot (WB), dentro de los 6 meses ii) serologia positiva, WB
indeterminado y niveles detectables de ARN viral en plasma ¢ iii) sintomas de infeccion
aguda con serologia negativa o indeterminada y posterior confirmacion de infeccién. El
grupo de individuos Crdénicos se defini6 como sujetos con infeccién por HIV-1 establecida
por mas de 3 afios, naive de HAART y CV plasmatica detectable mayor a 4log;, copias
ARN/mI plasma (de aqui en mas copias/ml). El grupo de EC se definié como individuos con
infeccion por HIV-1 establecida por mas de 5 afios capaces de controlar la viremia en
ausencia de intervencidn terapéutica con CV indetectable (<50 copias/ml), naive de HAART,
recuento de células T CD4" mayor a 450 células/pl y sin historia de infecciones oportunistas

o enfermedades marcadoras.

Este estudio fue revisado y aprobado por el comité de Etica Humana de la Facultad de
Medicina, Universidad de Buenos Aires y por el comité de Bioética de Fundacién Huésped.
Todos los individuos reclutados firmaron un consentimiento informado aceptando participar

en este estudio al momento de la inclusién en el mismo.

III. 2. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

De cada individuo participante en este estudio se tomd una muestra de sangre periférica
(80 ml) en tubos conteniendo EDTA y se centrifugé a 2500 revoluciones por minuto (rpm)

durante 10 minutos. El plasma se separdé y se guardé a —80°C hasta su procesamiento. Las
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células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, Peripheral Blood Mononuclear Cells) se
obtuvieron mediante centrifugacién en gradiente de densidad Ficoll-Hypaque (GE
Healthcare) y se criopreservaron en nitrégeno liquido, en una solucién de suero fetal bovino
(SFB, Gibco BRL) suplementada con 10% de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich),
tomando todos los recaudos necesarios para conservar su viabilidad. Ademas, se separaron
de cada individuo 2x10° PBMCs que se conservaron en seco para la subsiguiente extraccién
de acido nucléico. Para cada individuo incluido en el estudio, se determiné la CV plasmatica
mediante el método de ADN ramificado (branched-DNA, Versant, HIV-1 RNA 3.0 assay viral
load system, Siemens Healthcare; limite de deteccion 50 copias de ARN de HIV-1/ml de
plasma) y el recuento de las poblaciones linfocitarias (CD3*/CD4" y CD3"/CD8") por
citometria de flujo (sistema doble plataforma, BD FACSCanto, BD Biosciences). En las
muestras basales pertenecientes al grupo PHI se determind el estado serolégico. En el caso
de los individuos PHI, ademas de la muestra basal (muestra al momento de la inclusién), se
tomaron muestras de sangre periférica a los 3, 6, 9 y 12 meses posteriores. Para el resto de

los grupos (Crénicos, DS y EC), se tom6 una Gnica muestra al momento del reclutamiento.

III. 3. SUBTIPIFICACION DE HLA

La deteccién del antigeno leucocitario humano clase | (HLA, Human leukocyte antigen) se
llevo a cabo utilizando un método casero que consiste en una amplificacién por reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR, polymerase chain reaction), seguido de secuenciacién
nucleotidica, y posterior analisis de las secuencias. El ex6n 2 y el exén 3 del HLA-A se
amplificaron en un Gnico amplicén. El ex6n 2 y el ex6n 3 del HLA-B se amplificaron por
separado. La amplificacion del exén 3 se llevé a cabo mediante una PCR hemi-nested,
utilizando dos cebadores inversos diferentes. De manera similar el exén 2 y 3 del alelo C se
amplificaron por separado utilizando la misma estrategia pero con dos cebadores directos
(Ver referencia [64] para mayores detalles). Los amplicones fueron secuenciados de manera
directa utilizando el kit de secuenciacién BigDye Terminator (Amersham) en un

secuenciador automaéatico (sequencer Applied Biosystems DNA Sequencer 3100). Las
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secuencias nucleotidicas se analizaron y se ajustaron de manera manual utilizando el
software Sequencher 4.10.1 software (Gene Codes Co.). La interpretaciéon de las secuencias
se llevd a cabo con el software SBT (tipificacion por secuenciacién, sequencing based
typing) del NCBI (Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica; National Center for
Biotechnology Information) disponible online en

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gv/mhc/sbt.cgizcmdmain).

III. 4. PEPTIDOS

En los ensayos que se describiran a continuacién se utilizaron como estimulos péptidos
correspondientes a las proteinas Gag, Env y Nef de HIV-1. Los mismos se obtuvieron a
través del programa de provisién de reactivos (AIDS Reference and Reagent Program) de
los Institutos Nacionales de Salud de EEUU (NIH, National Institutes of Health,). Los paneles
de péptidos que se utilizaron (HIV-1 PTE [potential T cell epitopes] Gag/Env/Nef Peptides)
presentan 15 aminoacidos (aa) de longitud e incluyen a todos los potenciales epitopes de
células T descriptos para diferentes variantes de HIV-1 circulantes a nivel mundial,
permitiendo maximizar la deteccion de respuestas positivas [65]. En este trabajo se
agruparon los péptidos en 9 mezclas o pooles: uno correspondiente a la proteina Nef (127
péptidos); tres pooles que comprenden a la proteina Gag (correspondientes a las
subunidades pl7 = 97 péptidos; p24 = 128 péptidos y p2p7plp6 [denominado de ahora en
adelante Resto de Gag (RG)] = 95 péptidos), y cinco pooles correspondientes a la proteina
Env (Gp120Al1l = 73 péptidos, aa 1 al 154; Gp1l20A2 = 73 péptidos, aa 157 al 284; Gpl20B
= 105 péptidos, aa 287 al 511; Gp4lA = 114 péptidos, aa 513 al 689; y Gp4lB = 115
péptidos, aa 689 al 842). También, se utiliz6 el pool de péptidos virales CEF
(Citomegalovirus, Epstein Barr e Influenza), el cual es una mezcla de péptidos derivados de
los mencionados virus [66] que se utiliz6 como control positivo. Todos los péptidos llegaron
al laboratorio liofilizados, fueron cuidadosamente resuspendidos en DMSO en una

concentracion final de 40 pg/ul, alicuotados y guardados a -20°C hasta su utilizacién.
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III. 5. ENSAYO DE ELISPOT

Para realizar un primer screening de células HIV-especificas, se evalué la presencia de
células T secretoras de IFN-y, mediante el ensayo de puntos por inmunoabsorciéon unida a
enzimas (ELISPOT, Enzyme-Linked ImmunoSpot). El mismo fue puesto a punto en el
laboratorio por nuestro grupo [67]. Para ello, se cubrieron placas de 96 pocillos con fondo
de fluoruro de polivinilideno (PVDF, polyvinylidene difluoride; MultriScreen IP plates,
Millipore, EE.UU.) durante 16 horas a 4°C con una solucion 5 pg/ml de anticuerpo
monoclonal anti-IFN-y humano (BD Biosciences, EE.UU.), en solucion tamponada de
fosfatos (PBS, Phosphate Buffer Saline). Los PBMCs de cada individuo fueron descongelados
y lavados dos veces (5 minutos 1500 rpm) en medio RPMI 1640 (Gibco BRL) suplementado
con 10% de SFB, 2 mM L-glutamina (Gibco BRL), 100 U/ml penicilina (Gibco BRL), 100
Hg/ml estreptomicina (Gibco BRL), 10 mM HEPES (Gibco BRL) (en adelante, medio RPMI
completo) con el agregado de 50U/ml| de DNAsa | (Benzonase, Sigma-Aldrich). Las células
se resuspendieron en RPMI completo sin DNAsa a una densidad de 10° células/ml y se
incubaron a 37°C en una atmosfera hiumeda con 5% de CO,, durante toda la noche (ON,
overnight). La viabilidad celular se cheque6 mediante el método de exclusiéon de las células
muertas por tincién con azul tripan (trypan blue) tanto luego del descongelado como de la
incubacién ON. Solamente las muestras con un 95% de viabilidad celular fueron utilizadas

para el ensayo.

A la mafiana siguiente, las placas recubiertas fueron lavadas 4 veces con PBS y se
bloquearon durante 2 horas a 37°C con 200 pl/pocillo de medio RPMI completo. Finalizado
el bloqueo, se removi6 el medio de las placas y se dispensaron los PBMCs a una densidad de
10° células/pocillo. Los pooles de péptidos se diluyeron en medio RPMI completo y se
afiadieron en cada pocillo, alcanzando una concentracién final de 2 pg/ml. Cada condicién
se ensay6 al menos por duplicado. Para cada sujeto testeado se incluyd un control negativo
(RPMI completo, sin péptidos, suplementado con 0,05% DMSO) y dos controles positivos:

un control de estimulacion policlonal (PMA/lonomicina) consistente en 5 ng/ml de acetato
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forbol miristato (PMA, phorbol myristate acetate, Sigma-Aldrich) méas 500 ng/ml lonomicina
(Sigma-Aldrich) y un control de estimulacién especifica consistente en el pool/ de péptidos
CEF (concentracion final 2 pg/ml). Las placas se incubaron ON a 37°C en una atmésfera
humeda con 5% CO,. Luego, se lavaron 4 veces con PBS suplementado con 0,05% Tween
20 (de ahora en mas PBS-Tween, Promega, EE.UU.) y se agregaron 100 ul/pocillo del
anticuerpo monoclonal anti-IFN-y humano biotinilado (BD Biosciences) previamente diluido
(2 pg/ml) en PBS suplementado con 10% SFB vy filtrado a través de un filtro de PVDF de
0,22 um (Millipore). Después de 2 horas de incubacién a temperatura ambiente, las placas
se lavaron 4 veces con PBS-Tween y se agregaron 100 pl/pocillo del complejo
estreptavidina-peroxidasa (SAV-HRP, BD Biosciences) diluido en PBS. Las placas se
incubaron 1 hora a temperatura ambiente, se lavaron 4 veces con PBS-Tween seguido de 2

lavados mas con PBS sélo.

Para el revelado de la reaccidn se utilizé el reactivo AEC (3-amino-9-etil-cabazol, BD
Biosciences) siguiendo las instrucciones del proveedor. Una vez secas, las placas se
analizaron en el lector de placas de ELISPOT ImmunoSpot (Cellular Technology Ltd.,
EE.UU.) y se procedié al contado de los spots utilizando el software Immunospot. El
tamafio, forma y apariencia de los spots observados en los pocillos del control positivo
(CEF) se utilizaron como referencia de aceptacién de aquellos observados en los pocillos
experimentales. Los resultados se expresaron como unidades formadoras de spots (SFU,
spot forming units)/10° PBMCs, luego de haberse restado el valor de background (es decir,
el obtenido para el control negativo). El umbral de positividad para la respuesta se
establecié como al menos 50 SFU/10° PBMCs o como 3 veces el promedio de los controles
negativos si esto Gltimo fuera mayor a 50 SFU/10° PBMCs. Ademas del nimero de spots, se

registré el tamafio promedio de los spots frente a un determinado estimulo.
III. 6. ENSAYO DE SUPRESION VIRAL (VIA, VIRAL INHIBITORY ACTIVITY)

Con el objetivo de evaluar la capacidad de las células T CD8" de suprimir la replicacion viral

en células primarias T CD4" autélogas, nuestro grupo ha puesto a punto la metodologia
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basada en el trabajo de Saenz-Cirion y colaboradores [68], con algunas modificaciones
menores (Figura 8): Luego de la incubacién a 37°C post-descongelacion, se procedid a la
separacion de las células CD4" y CD8" a partir de los PBMCs mediante el uso de un kit de

separacion magnética (BD Biosciences) por seleccion positiva.
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Figura 8: Esquema del ensayo de supresion viral. Modificado de Saenz-Cirion et. al. [68].

En primer lugar, se lavaron las células con una solucién de PBS suplementado con 0,5% de
albumina sérica bovina (BSA, bovine serum albumin), 2mM EDTA y 0,09% azida (de ahora
en mas solucién S). Luego, se procedié a la separacion de las células CD4" mediante la
utilizacion de un anticuerpo monoclonal anti-CD4 (BD Biosciences) que se encuentra
conjugado a nanoparticulas magnéticas. Para ello, se dispensaron las células en tubos
plasticos de 3ml apropiados para la separacion magnética. Se mezclaron 50ul de
nanoparticulas por cada 10" PBMCs y se los incubé durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Finalizada la incubacién, se diluy6 la muestra con solucién S y se incub6é durante
10 minutos depositando el tubo en el iman magnético para de esta manera poder aislar las
células que se hayan pegado a las nanoparticulas. Luego sin retirar el tubo del iméan, se
aspird el sobrenadante en su totalidad (el cual se reservé para la posterior separacion de las
células CD8"), se retir6 el tubo del iman y se resuspendieron las células en solucion S, se

colocé nuevamente el tubo en el iman y se realizé el procedimiento dos veces mas a modo
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de lavado. La fraccion depletada de células CD4" fue nuevamente sometida a separacion
magnética para recuperar las células CD8". Para ello, se procedié de la misma manera
mencionada para las células CD4" pero utilizando un anticuerpo monoclonal anti-CD8 (BD
Biosciences) que también se encuentra conjugado a nanoparticulas magnéticas. La primera
fracciéon recuperada, donde se encuentran las células CD4", se resuspendié a una densidad
de 10° células/ml en medio RPMI completo suplementado con 1ug/ml de fitohemaglutinina
(PHA, phytohemagglutinin, Sigma-Aldrich) y se cultivaron durante 3 dias a 37°C en una
atmosfera himeda con 5% de CO,. Las células CD8" recuperadas fueron cultivadas en
medio RPMI completo durante 3 dias, en las mismas condiciones. Pasados los 3 dias, ambas
fracciones celulares fueron lavadas, contadas y re-plaqueadas en una placa de 96 pocillos
con fondo en U en una relacién 1:1. La placa se centrifugd y se retiré el sobrenadante para
proceder con la infeccién del co-cultivo con dos cepas virales de laboratorio previamente
tituladas: la cepa HIV/LAI (cepa con tropismo X4) y la cepa HIV/BAL (cepa con tropismo
R5). La infeccién se realiz6 a una MOI 0,001 y en un volumen final de 100ul. Para una
mejor eficiencia de infeccién, se sometié a las placas a una espinoculaciéon. Para ello, las
placas fueron centrifugadas a 1200 g durante una hora a 22°C. Luego, se procedi6é con la
adsorcion viral durante una hora mas a 37°C en atmosfera humeda con 5% de CO,.
Finalizada la adsorcién, se realizaron dos lavados y se cultivaron las células en medio RPMI
completo suplementado con 10U/ml de IL-2 (BD Biosciences) durante 7 dias a 37°C en una
atmosfera humeda con 5% de CO,. Al tercer dia post-infeccion, se reemplazé la mitad del
sobrenadante de los co-cultivos por medio fresco. Al dia siete post-infeccidn, se recolectaron
los sobrenadantes y se evalud la replicacion viral mediante la cuantificacion de antigeno p24
en sobrenadante por la técnica de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA, enzyme-linked
immunosorbent assay [Vironostika kit de antigeno p24 para HIV-1; bioM rieux]). Para cada
sujeto se incluyé un control negativo (células CD4" sin infectar) y un control de 100%
infeccion (células CD4" infectadas sin el agregado de células efectoras CD8"). Todas las
condiciones se ensayaron por triplicado. La inhibicion de la replicacion viral se calcul6 con la

siguiente formula:
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media de ng p24/ml (medido en el cultivo de células T CD4+ infectadas in vitro)

0 g
media de ng p24/ml (medido en el co-cultivo de células T CD4*:CD8* infectadas in vitro [1:1])

Se expresa como el logaritmo en base 10 del porcentaje de antigeno p24 que se pierde

cuando las células CD8" estan presentes en el cultivo.
III. 7. MARCADO DE MOLECULAS DE SUPERFICIE E INTRACELULARES

El fenotipo y la funcionalidad de las poblaciones celulares T reactivas identificadas por
ELISPOT fueron caracterizadas mediante el marcado de moléculas de superficie e
intracelulares, por citometria de flujo. Los PBMCs fueron descongelados, lavados,
resuspendidos a una densidad de 4x10° células/ml en medio RPMI completo e incubados a
37°C ON (como fue descripto en el cap tulo III. 5.). A la mafiana siguiente, las células se
lavaron y se dispensaron en placas de 96 pocillos con fondo en U a una densidad de 5x10°
células/pocillo. Cada condicion se ensay6 al menos por duplicado. En caso de contar con
suficiente cantidad de células, se incluyeron mas réplicas. A fin de proceder con la
estimulacion de las células, en cada pocillo se agregaron anticuerpos co-estimulatorios
(anti-CD28 y anti-CD49d, 1 pg/ml; BD Biosciences), monensina (Golgistop, 0,7 pl/ml; BD
Biosciences), brefeldina A (10 ug/ml; Sigma-Aldrich) y el pool de péptidos correspondiente
(5 pg/ml). Para cada individuo evaluado, se incluyé un control negativo (medio RPMI
completo méas DMSO y los anticuerpos coestimulatorios) y dos controles positivos (PMA, 10
ng/ml mas ionomicina 500 ng/ml y el pool de péptidos CEF 2ul/ml final). En una de las
réplicas, se agregd una mezcla de anticuerpos anti-CD107A y anti-CD107B, ambos
conjugados con el fluoréforo isotiocianato de fluoresceina (CD107A/B-FITC, BD Biosciences).
Luego, se incubé la placa durante 6 horas a 37°C en atmosfera himeda con 5% de CO,.
Dependiendo el ensayo a realizar se prosiguié de la siguiente manera (Ver capitulo III.7.1.

y/o III.7.2.):
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III. 7. 1. Evaluacién de la funcionalidad de la poblaciéon celular T CD8"* especifica:
capacidad de degranulacion (expresion en membrana de CD107A/B) y

secrecion de citoquinas (IFN-y, IL-2, TNF-a)

Luego de las 6 horas de estimulacién a 37°C, las células se transfirieron a placas de 96
pocillos con fondo en V y se procedié al marcado de las moléculas de superficie CD3 y CD8.
Para esto, se utilizaron anticuerpos directamente conjugados a fluor6foros. En el caso de la
molécula CD3 se utilizé la proteina pteridinclorofila (PerCP, peridinin chlorophyll protein) y
para la molécula CD8 aloficocianina (APC, allophycocyanin) (BD Biosciences). Ademas se
recurrié al marcador de viabilidad LIVE/DEAD Fixable NEAR-IR (Invitrogen) el cual marca las
células muertas y facilita su exclusion al momento del anélisis. El marcado se realizé
durante 30 minutos en oscuridad y a 4°C. Luego, las células se lavaron dos veces con RPMI
completo, se fijaron 'y permeabilizaron utilizando las soluciones comerciales
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalizada la
fijaciébn y permeabilizacion, las células se lavaron 2 veces utilizando la solucion comercial
Permwash (BD Biosciences) y se procedié al marcado de las proteinas intracelulares (30
minutos, 4°C, en oscuridad). Para ello, a la réplica que ya poseia la mezcla anti-CD107A/B,
se le agreg6 los anticuerpos conjugados anti-lIL-2-ficoeritrina (PE, phycoerythrin) y anti-
IFN-y-ficoeritrina-cianina7 (PECy7, phycoerythrin-cyanine?) (BD Biosciences), mientras que
los anticuerpos anti-IL-2-PE, anti-TNF-a-FITC y anti-IFN-y-PECy7 (BD Biosciences) fueron
agregados a la otra réplica. Luego del marcado, las células se lavaron 2 veces con la
solucion Permwash, se fijaron con paraformaldehido 0,5% (PFA, paraformaldehyde) y se
guardaron a 4°C (por no méas de 24 horas) hasta su analisis en un citdmetro de flujo BD
FACSCanto (BD Biosciences), utilizando el programa BD FACSDiva, version 6.1.3 (BD

Biosciences) para el analisis de los datos (Ver cap tulo III. 7. 3. y Figura 9).
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III. 7. 2. Evaluacion del fenotipo (en términos de expresion de marcadores de

memoria y agotamiento) en las poblaciones T CD8" total y HIV-especifica

Luego de las 6 horas de estimulacién a 37°C, las células se transfirieron a placas de 96
pocillos con fondo en V y se procedié en primera instancia al marcado en superficie del
receptor de quimiocinas tipo 7 (CD197/CCR7, C-C chemokine receptor type 7) conjugado a
PE (BD Biosciences) durante 30 minutos a 37°C. Luego de la incubacién, las células fueron
lavadas una vez con RPMI completo y se prosiguié con la tincion con el marcador de
viabilidad LIVE/DEAD Fixable NEAR-IR, durante 30 minutos a 4°C, para poder excluir las
células muertas del analisis; junto con la marcacién de superficie de las moléculas CD3, CD8
y CD45R0O conjugadas a -PECy7, -APC y -PeCy5.5 (BD Biosciences) respectivamente. Para
el analisis de la expresion del marcador de muerte programada 1 (PD-1, Programmed Cell
Death 1), los PBMCs fueron marcados con un panel separado de anticuerpos que incluyé un
anticuerpo anti-PD-1-PE, ademéas de anticuerpos anti-CD3-PECy7, anti-CD8-APC y el
marcador de viabilidad LIVE-DEAD. Luego de la incubacidn, las células se lavaron dos veces
con RPMI completo, se fijaron y se permeabilizaron utilizando las soluciones
Cytofix/Cytoperm siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego, se procedi6 con el
marcado intracelular de las moléculas IFN-y, IL-2 y TNF-a, todos ellos conjugados a FITC
(BD, Biosciences) durante 30 minutos a 4°C, en oscuridad. Finalizada la marcacion, las
células se lavaron dos veces con /a soluci n Permwash, se fijaron con 0,5% PFA y se
guardaron a 4°C (por no mas de 24 horas) hasta su andlisis en un citémetro de flujo BD
FACSCanto, utilizando el programa BD FACSDiva para el andlisis de los datos (Ver cap tulo

III. 7. 3. y Figura 9).

III. 7. 3. Analisis por citometria de flujo

Las células marcadas fueron adquiridas y analizadas por citometria de flujo (BD FACsCanto
2-laser, 6-colores; BD FACSDiva software versi n 6.1.3). Para cada experimento, se
llevaron a cabo los controles de compensacion y controles de isotipo correspondientes a

cada sujeto evaluado. Para el analisis de funcionalidad (Ver cap tulo III. 7. 1.), se realizé en
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primer lugar un grafico en funcién del area y la altura de la dispersiéon de la luz frontal (FSC-
A, forward scatter area y FSC-H, forward scatter height)) para remover dobletes. Luego, la
seleccion inicial de eventos se realizd sobre la poblacién de linfocitos en funcion de los
valores de dispersion frontal y refraccion del laser (forward scatter y side-scatter light),
donde se adquirieron un minimo de 80.000 eventos, seguido por la exclusiéon de células
muertas en base a la fluorescencia del LIVE/DEAD (las muestras que no cumplian el minimo
de eventos adquiridos en esta poblacion no se incluyeron en los analisis posteriores). Luego,
se seleccionaron aquellos eventos CD3*/CD8" en un citograma CD3 versus CD8. Sobre esta
poblacion, se estudié la expresion de citoquinas (IL-2, IFN-y, TNF-a) y la degranulacién
(CD107A/B) (Figura 9). Cada funcién se estudié por separado y en conjunto; esto Ultimo se
llevé a cabo utilizando las herramientas disponibles en el software de andlisis FACSDiva el
cual permite realizar la interseccion de dos poblaciones (identificando asi células
bifuncionales: IFN-y/IL-2; IFN-y/TNF-a; TNF-a/IL-2; IFN-y/CD107A/B e IL-2/CD107A/B) o
tres poblaciones (células trifuncionales: IFN-y/TNF-a/lL-2 e IFN-y/IL-2/CD107A/B). Una vez
determinados los porcentajes de eventos para cada funcién, el valor de los eventos triple
positivos se sustrajo a aquellos eventos dobles positivos y los eventos doble y triple
positivos fueron restados del total de eventos positivos para cada funcidon asi determinando
el porcentaje de células monofuncionales. Las muestras que mostraron un background
inespecifico (valor en el control negativo) mayor al 0,5% para cualquiera de las funciones
estudiadas, fueron re-analizadas a partir de una nueva alicuota de PBMCs. Para el analisis
de ciertas funciones se calculd la intensidad media de fluorescencia relativa (IMFr) como la
relacion entre la IMF correspondiente a la poblacion T CD8" especifica sobre el total de la
poblacion de células T CD8", para cada funcién estudiada. La figura 9 esquematiza la

estrategia utilizada para la seleccién y anélisis de las poblaciones.
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Figura 9: Estrategia utilizada para la seleccion y analisis por citometria de flujo de la poblacién linfocitaria T CD8"
HIV-especifica secretora de citoquinas (IFN-y, IL-2 y TNF-a) y/o con capacidad de degranulacion (CD107A/B).

Por otro lado, se evalué la expresién de los marcadores CCR7 y CD45R0O (marcadores de
fenotipo de memoria) y de la molécula PD-1 (marcador de agotamiento) (Ver cap tulo III. 7.
2.), tanto en la poblacién total de células T CD8* como en la poblacion HIV-especifica. Para
el primer caso, se selecciond la poblacién de células CD3*/CD8" como fue descripto
anteriormente. Luego, se determinaron las subpoblaciones de memoria mediante un
citograma CCR7 versus CD45RO (Figura 10). Mediante la expresion diferencial de estos dos
marcadores se describen cuatro subpoblaciones de linfocitos T CD8": células Naive (Tpaive
CCR7%/CD45R0O"); células de memoria central (Tye, CCR7*/CD45R0O"); células de memoria
efectora (Tye, CCR7/CD45R0O") y células efectoras terminales (Tgr, CCR7/CD45R0O’). En el
caso de PD-1, el andlisis se realiz6 mediante un histograma luego de la seleccién de la
poblacién CD3"/CD8". Por Gltimo, para identificar las células T CD8" HIV-especificas (células
productoras de citoquinas o que degranulan en respuesta a la estimulacién con el antigeno)
se realiz6 un citograma en base a la fluorescencia de las mismas en FITC. Cabe destacar
gue, tanto las citoquinas como CD107A/B, se marcaron con el mismo fluorocromo para

optimizar la deteccién de las células T CD8" HIV-especificas, independientemente de su
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funcion. Se consider6 una respuesta positiva cuando la poblacion FITC' (citoquinas® vy
CD107A/B*) en los pocillos estimulados con péptidos fue al menos el doble que el
background; mayor a un 0,05% luego de restado el background y contaba con al menos 50
eventos. Este criterio se estableci6 para minimizar la posibilidad de error debido a un bajo
nimero de eventos cuando se subdividid las células en las subpoblaciones de memoria. Para
ciertos analisis de PD-1, se dividieron los eventos PD-1" en funcién de la IMF que expresa
esta molécula, definiendo de esta manera dos poblaciones denominadas PD-1" y PD-119",
Ademas se calculé IMFr como la relacién entre la IMF correspondiente a la poblaciéon T CD8"
PD-1* especifica sobre el total de la poblacion de células T CD8" PD-1". La figura 10
esquematiza la estrategia utilizada para la seleccién y andlisis descriptos.
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Figura 10: Estrategia utilizada para la seleccion y analisis por citometria de flujo de las subpoblaciones T CD8" en
base a su fenotipo de memoria y expresién de PD-1.

III. 8. ACTIVACION INMUNE

Para caracterizar el nivel de activacion inmune celular se analizaron los marcadores CD38 y
HLA-DR [69] por citometria de flujo. Para ello, de cada individuo se tomo una alicuota de

PBMCs sin estimular y se realiz6 la marcacién de superficie de las siguientes moléculas:
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CD3-PECy7, CD4-PERCP, CD8-PE, HLA-DR-FITC y CD38-APC (BD Biosciences), durante 30
minutos a 4°C, en oscuridad. Luego de la incubacion, las células se lavaron dos veces con
RPMI completo, se fijaron con 0,5% PFA y se guardaron a 4°C hasta su analisis en un
citémetro de flujo BD FACSCanto, utilizando el programa BD FACSDiva para el analisis de
los datos. Se llevaron a cabo los controles de compensacion y controles de isotipo
correspondientes. Luego de la adquisicion de las muestras se procedié al andlisis, donde se
cuantifico el nivel de activacion como el porcentaje de células T CD8 (o CD4) que expresan

el marcador CD38, HLA-DR o ambos marcadores en simultaneo.

III. 9. CUANTIFICACION DE FACTORES SOLUBLES EN PLASMA

La determinaciéon de la concentracion plasmatica de 39 citoquinas y quemoquinas se llevo a
cabo mediante la técnica de Luminex (MILLIPLEX MAP Human Cytokine/Chemokine;
Millipore). Dicha técnica permite la determinaciéon simultanea de todos los factores a partir
de un pequefo volumen de muestra. Las 39 moléculas evaluadas para este estudio fueron:
factor de crecimiento epidérmico (EGF, epidermal growth factor), eotaxina, factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF-2, fibroblast growth factor), ligando de Flt-3, fractaquina,
factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF, granulocyte colony-stimulating
factor), factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF, granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor), ligando de quemoquina 1-3 (CXCL1-3 o GRO,
chemokine ligand 1), |IFN-a2, IFN-y, IL-1a, IL-1B, IL-1rq, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
IL-8, IL-9, IL-10, IL-12(p40), IL-12(p70), IL-13, IL-15, IL-17, proteina 10 inducida por IFN-
y (CXCL10 o IP-10, interferon gamma-induced protein 10), proteina quimiotactica de
monocitos 1 (MCP-1, monocyte chemoattractant protein 1), MCP-3, quimioquina derivada
de macroéfago (CCL22 o MDC, macrophage-derived chemokine), proteina inflamatoria de
macrofagos 1-a (MIP-1a, macrophage inflammatory protein 1a), MIP-1f, sCD40L, sIL-2Raq,
factor de crecimiento transformante alfa (TGF-aq, transforming growth factor alpha), TNF-aq,

TNF-B, factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF, Vascular Endothelial Growth
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Factor). Las muestras fueron procesadas y analizadas como ha sido descripto previamente

por Giavedoni et. al. [70].

III. 10. ANALISIS ESTADISTICO

Para el grupo PHI se calculd el set point viral y el set point inmune como la media
geométrica de las determinaciones de CV plasmatica y recuento de células T CD4",
respectivamente, obtenidas entre los 6 y 12 meses posteriores a la fecha probable de
infeccion. No se calculé el valor de set point para aquellos individuos que iniciaron
tratamiento dentro de los 12 meses post-infeccion o presentaban determinaciones con
valores inestables dentro de este periodo (variaciones mayores a 0,5 log,o para el caso de la
CV). A partir de un estudio piloto y mediante el método de Harris, Horvitz, Mood, se estimo
el N muestral necesario para proveer una potencia del 80% con un nivel de significancia del
5% . El andlisis estadistico de los datos fue llevado a cabo utilizando el programa GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software, EE.UU.). Todos los datos, excepto el logaritmo decimal de la
CV (logio CV), se analizaron mediante métodos no paramétricos. Las pruebas de Wilcoxon y
Mann-Whitney se utilizaron para comparar diferencias intra- e inter-grupos,
respectivamente. Las correlaciones estudiadas fueron analizadas mediante la prueba de
Spearman’s. Todas las pruebas fueron consideradas estadisticamente significativas cuando
el valor de p obtenido fue menor de 0,05. Para las correlaciones estudiadas entre los niveles
de citoquinas en plasma y los parametros inmunes, los valores de p fueron ajustados por
comparaciones multiples mediante el calculo de la tasa de descubrimiento falso (FDR, false
discovery rate), de acuerdo al método de Benjamini & Hochberg, utilizando el software R
Project versién 2.10.0. Este método de ajuste evalla la proporcion esperada de falsos
positivos entre las pruebas que fueron significativas. La prueba fue considerada

estadisticamente significativa cuando el valor de p ajustado (p*) resulté menor a 0,1.
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IV. 1. DESCRIPCION DE LA POBLACION EN ESTUDIO

Para cumplimentar el objetivo general de este trabajo se reclutaron tres grupos de
individuos seropositivos para la infeccién por HIV con el fin de poder dilucidar los
mecanismos inmunes tempranos asociados al control y a la progresion a la enfermedad.
Cincuenta y un individuos fueron reclutados durante la seroconversion y/o dentro de los
primeros seis meses luego de la probable fecha de infeccién (grupo PHI), 22 individuos en
fase crénica de la infeccién (Cronicos) y 14 individuos EC. Ademas se incorporaron 10 DS
como grupo control (Tabla 1). Todos los grupos fueron reclutados acorde a los criterios
definidos en Materiales y Métodos. La muestra basal de la mayor parte de los individuos
perteneciente al grupo PHI se obtuvo durante los estadios de Fiebig V y VI, los cuales

representan sub-estadios dentro de la fase aguda/temprana de la infeccion (Tabla 1) [71].

Tabla 1: Caracteristicas de los individuos HIV' reclutados

Carga Viral Plasmatica®’ CD4*
Estadio Dias . Set ;
Individuo Género dela Post- Acgﬁl/ﬁl Logio point’ (?(;Elu:sr}t?) (féGI{fI; 03’717) HAART
infeccién Infeccién (Log1o) H H
Infeccion Primaria (PHI)
NPO1 F \ 60 17.420 4,2 4,1 685 402 NO
NP02 F \ 60 116.129 5,1 4.8 671 477 NO
NPO3 F \Y 75 9.532 4,0 4,0 590 587 NO
NP04 F \ 30 >500.000 >5,7 4,3 603 490 NO
NP05 F VI 60 258.015 5,4 45 803 670 NO
NP06 F \Y 30 3.265 3,5 ND 440 ND NO
NPO7 M \ 120 13.962 4,1 4,6 577 544 NO
NP08 M V 60 104 2,0 2,8 602 638,5 NO
NP09 M \Y 30 19.522 4,3 4,2 525 442 NO
NP10 M Vi 60 37.169 4,6 4,6 505 411 NO
NP11 M V 90 1.093 3,0 42 1.012 417 NO
NP12 M Vi 60 8.613 3,9 4,4 778 758 NO
NP13 M Vi 150 256.051 5,4 4,8 797 943 NO
NP14 M VI 150 46.211 47 4.8 633 573 NO
NP15 M \Y 30 32.918 4,5 4,5 748 568 NO
NP16 M \Y 45 455.417 57 5.2 698 685 NO
NP17 M V 90 2.707 3,4 3,9 902 600 NO
NP18 M \ 120 32.473 4,5 4,7 500 652 NO
NP19 M \Y 170 5.142 3,7 3,1 499 581 NO
NP20 M V 60 12.736 4.1 5,1 490 454 NO
NP21 M Vi 120 61.045 4,8 4 595 508 NO
NP22 M \Y 30 21.986 4,3 4 609 658 NO
NP23 F VI 60 12.361 4.1 4 732 764 NO
NP24 F \ 120 9.018 4,0 4 587 410 NO
NP25 M Vi 180 50 1,7 ND 786 788 NO
NP26 M VI 60 508.085 5,7 5 851 585 NO
NP27 M A 90 67.660 4,8 ND 387 ND NO
NP28 F A 90 64.454 4,8 5 391 492 NO
PO1 F VI 150 199.754 5,3 ND 252 ND Sl
P02 F \Y 30 >500.000 >5,7 ND 379 ND Sl
P03 F Vi 90 3.662 3,6 3,9 302 281 NO
P04 F VI 30 102.297 5,0 ND 222 ND Sl
P05 M Vi 30 35.378 4,5 ND 317 ND SI
P06 M A 150 34.221 4,5 ND 399 ND Sl
P07 M VI 60 242.199 5,4 ND 161 ND Sl
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Tabla 1: Caracteristicas de los individuos HIV* reclutados

Carga Viral Plasmatica®’ CcD4?
Estadio Dias . Set .
Individuo ~ Género de la Post- opas log,  poinf  fsouento - Set point L AART
. " . ml (células/pl) (células/pl)
infeccién Infeccién (Log1o)
P08 M \% 90 7.643 3,9 ND 328 ND Sl
P09 M VI 30 4182153 6,6 ND 104 ND Sl
P10 M Vv 50 98.684 5,0 4,9 256 256 NO
P11 M \% 60 >500.000 >5,7 ND 259 ND Sl
P12 M \% 30 >500.000 >5,7 ND 341 ND Sl
P13 M Vi 90 743 2,9 ND 619 ND NO
P14 F \% 30 500.000 5,7 5 374 342 NO
P15 M \% 60 1.315 3,1 4 504 424 NO
P16 M \ 50 145.002 52 ND 308 ND NO
P17 M 1l 30 500.000 5,7 ND 117 ND NO
P18 M VI 60 500.000 5,7 5 333 297 NO
P19 M Vi 80 500.000 5,7 ND 475 ND Sl
P20 M VI 120 283.825 55 ND 282 ND Sl
NI F \% 90 1.810 3,3 ND 499 ND NO
NI2 M VI 90 318.838 5,5 5 655 563 NO
NI3 M V 60 16.926 4,2 ND 801 ND NO
Cronicos
Co1 F Cronicos - 22.475 4.4 - 143 - NO
co2 F Cronicos - 14.784 42 - 139 - NO
Co03 F Crénicos - 36.399 4,6 - 555 - NO
Co4 M Cronicos - 4.718 3,7 - 441 - NO
C05 M Crénicos - 2.889 3,5 - 606 - NO
Co06 M Crénicos - 34.395 4,5 - 4 - NO
Cco7 M Cronicos - 291.184 5,5 - 13 - NO
Co8 M Crénicos - 179.591 53 - 16 - NO
C09 F Croénicos - 253.164 5,4 - 5 - NO
C10 M Croénicos - 11.026 4,0 - 585 - NO
C11 M Crénicos - 18.580 43 - 511 - NO
Cci12 M Cronicos - 12.800 41 - 704 - NO
C13* F Crénicos - 1.286 3,1 - 1.071 - NO
C14 M Croénicos - 22.060 4,3 - 293 - NO
C15* M Crénicos - 555 2,7 - 555 - NO
C16 M Crénicos - 43.436 4,6 - 479 - NO
C17* M Cronicos - 1.288 3,1 - 431 - NO
c18* F Crénicos - 1.817 3,3 - 689 - NO
C19 M Crénicos - 45.199 47 - 282 - NO
C20 F Crénicos - 3.093 3,5 - 227 - NO
Cc21 F Crénicos - 85.947 49 - 25 - NO
c22 M Cronicos - 37.774 4,6 - 736 - NO
Elite Controllers (EC)
ECO1 F Cronicos - <50 <1,7 - 817 - NO
EC02 M Crénicos - <50 <1,7 - 549 - NO
ECO03 F Crénicos - <50 <1,7 - 1.261 - NO
EC04 F Crénicos - <50 <1,7 - 562 - NO
ECO05 F Crénicos - <50 <1,7 - 602 - NO
ECO06 F Crénicos - <50 <1,7 - 888 - NO
ECO07 M Crénicos - <50 <1,7 - 456 - NO
EC08 M Crénicos - <50 <1,7 - 595 - NO
EC09 F Crénicos - <50 <1,7 - 612 - NO
EC10 F Crénicos - <50 <1,7 - 570 - NO
EC11 F Cronicos - <50 <1,7 - 888 - NO
EC12 M Croénicos - <50 <1,7 - 566 - NO
EC13 F Cronicos - <50 <1,7 - 912 - NO
EC14 F Cronicos - <50 <1,7 - 544 - NO

2 En el grupo PHI, los datos corresponden a la muestra basal. Para los individuos Cronicos y Elite Controllers, los valores corresponden a la
muestra que se obtuvo el dia del reclutamiento.
b En el grupo PHI se muestra el estadio de Fiebig [71]. Los dias post-infeccién corresponden a la muestra basal del grupo PHI.
¢ Limite de deteccidn del ensayo (Rango: 50 a 500.000 copias de ARN/ml plasma (1,7 a 5,7 log1o, respectivamente).
9 No se calculé el set point en aquellos individuos que comenzaron HAART durante el primer afio post-infeccién o que presentaron valores
inestables dentro de este periodo, seguin se definié en la seccion Materiales y Métodos (Ver capitulo Ill. 10.).
F: Femenino, M: Masculino, NP: No Progresor (PHI>350), P: Progresor (PHI<350), ND: Dato no disponible. NI: Estatus no identificado.
* Denota los individuos denominados “Controladores virémicos”.
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Como se observa en la Tabla 2, la mediana de la CV plasmética basal para el grupo PHI fue
41.690 copias ARN viral/ml de plasma (rango intercuartilo [IQ, interquartile range] 25-
75%= 9.404 a 292.578 copias/ml). Como se esperaba, fue significativamente mayor que la
CV plasmaética observada en el grupo de Crénicos (mediana: 20.320 copias/ml [1Q25-75=
3.042-43.877], p= 0,036) y en el grupo EC (mediana: <50 copias/ml, p<0,0001]) (Figura
11A). En cuanto al recuento de células T CD4" la mediana en la muestra basal del grupo
PHI fue 502 células/ul (1Q25-75= 332-675). Esta no difirié significativamente de la mediana
del grupo de Crénicos (436 células/ul [1Q25-75= 111-590]). Por el contrario, el grupo de EC
presenté un recuento de células T CD4" (599 células/pl; 1Q25-75= 559-888)
significativamente mayor, tanto respecto al grupo PHI (p=0,0122) (Figura 11B), como al

grupo de Crénicos (p=0,0025).

Tabla 2: Resumen de datos clinicos correspondientes a los individuos HIV™*

reclutados
Carga Viral plasmatica®®
Recuento de Set point Inmune®
Mediana copias Set point CD4° mediana mediana
ARN/ml plasma Media (logio viral® media N° células/pl N° células/pl
Grupo (N) (1Q25-75) +DS) (log10+ DS) (1Q25-75) (1Q25-75)
PHI
_ 41.690
Total (n=51) (9.404-202.578) 46+1,0 45+0,7 502 (332-675) 508 (410-639)
20.754
PHI>350 (n=28) (8.714-66.859) 43+1,0 4,3+0,6 606 (510-771) 577 (471-661)
242.199
PHI<350 (n=20) (35.378.500.000) 5,1+0,9 4,9+0,8 308 (252-374) 289 (249-353)
- 20.320
Cronicos (n=22) (3.042-43.877) 42+0,8 436 (111-590)
Crénicos excluyendo 58.435
Controladores (12 357'_55 386) 45+0,6 288 (23-563)
virémicos (n=18) ’ ’
EC (n=14) <50 <1,7 599 (559-888)

2 Limite de deteccion del ensayo (Rango: 50 a 500.000 copias de ARN/ml plasma (1,7 a 5,7 logso respectivamente).
En el grupo PHI, los datos corresponden a la muestra basal. Para los individuos crénicos y Elite Controllers, los valores
corresponden a la muestra que se obtuvo el dia del reclutamiento.

¢ No se calculd el set point en aquellos individuos que comenzaron HAART durante el primer afio post-infeccion o que presentaron
valores inestables dentro de este periodo, segun se definié en la seccion Materiales y Métodos (Ver capitulo Ill. 10.).
DS: Desvio estandar, 1Q25-75: Intercuartilo 25-75%.

Cabe destacar que el grupo de sujetos Crénicos reclutados en este estudio es muy
heterogéneo e incluye 4 individuos (C13, C15, C17 y C18) que podrian ser clasificados como
lo que ciertos autores denominan “controladores virémicos”: individuos capaces de controlar
espontadneamente la CV plasmatica a valores por debajo de 2.000 copias/ml (Tabla 1, Figura

11). Luego de remover estos sujetos del andlisis, la mediana de la CV plasmatica para el
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grupo de Cronicos fue 28.435 copias/ml (1Q25-75= 12.357-55.386), y la mediana del

recuento de células T CD4" fue 288 células/pl (1Q25-75= 23-563) (Tabla 2).

Para aquellos individuos dentro del grupo PHI que permanecieron sin tratamiento durante el
primer afio post-infeccion, se calculé el set point viral (media log.ox SD: 4,5 £0,7) y el set
point inmune (mediana 508 células/pl [1Q25-75= 410-639)) (Tabla 2 y Figura 11). En linea
con lo reportado previamente en la bibliografia, estos parametros no difirieron

significativamente de la CV plasmatica y del recuento de células T CD4" observado en los

Cronicos.
A B
— — 1500+
1.0x1070 " —_ &
© o
2 ‘g 1.0x10054 -
ES o & _10004

» o 1.0x10"4 B =3

© = q DB

ot A 32

E g 1.0x10%4 : g E
> g 03 k! ‘(-“ ”: ‘g
‘%-g 1.0x10%4 & @ s
8 1.ox107 2
' e x

1.0x10% T T T T T T T T
L] L) L) L] L L] L)
Cronicos EC  Basal Set Point Basal Set Point Basal Set Point ( nicos EC Basal Set point Basal Set point Basal Set Point
k i il | k ik ik i
" PHI  PHI>350 PHI<350 PHI  PHI>350 PHI<350

Figura 11: Carga Viral plasmatica (A) y recuento de células T CD4" (B) de los individuos reclutados por grupo.
Para el grupo PHI los valores corresponden a la muestra basal y al set point. Ademas, se muestran los subgrupos
PHI>350 y PHI<350. En el grupo de crénicos se muestran cuatro puntos coloreados correspondientes a los
individuos clasificados como “controladores virémicos” (Ver Tabla 1 y texto). Las lineas horizontales muestran los
valores de mediana. Los asteriscos denotan distintos valores de p: *, p<0,05; **, p<0,01 y *** p<0,001, los
cuales se calcularon utilizando la prueba de Mann-Whitney.

A su vez, el grupo PHI se subdividié en dos subgrupos (PHI<350 y PHI>350), de acuerdo a
si su recuento de células T CD4" cayd por debajo de 350 células/pl durante el primer afno
post-infeccion o no. Esto nos permite diferenciar individuos con una rapida progresion
(progresores rapidos) a la enfermedad en la infeccidon primaria (PHI<350) e individuos con
una progresiéon tipica (PHI>350) y asi investigar las asociaciones de estos patrones de
progresién con los pardmetros inmunes analizados en este trabajo. El punto de corte
elegido (350 células/pl) se basd en las guias nacionales e internacionales de inicio de
tratamiento vigentes en el afio 2010, cuando la mayoria de los individuos fueron reclutados

[63] y la recomendacién era el inicio de HAART con recuentos celulares por debajo de dicho
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valor. Los subgrupos PHI>350 y PHI<350 difirieron significativamente tanto en la CV
plasmatica (p=0,0039) como en el recuento de células T CD4" (p<0,0001) correspondientes
a la muestra basal, asi como también en el set point viral y el set point inmune (p=0,0246 y

p<0,0001, respectivamente) (Tabla 2 y Figura 11).

Ademas, en un subgrupo de cada uno de los grupos de individuos HIV*® (PHI: 30/51,
Crénicos: 7/22 y EC: 9/14 individuos), se evalud la activacién inmune celular ya que se
encuentra bien establecido que este parametro es un buen predictor de progresion a la
enfermedad [72]. Para ello se determind, mediante citometria de flujo, el porcentaje de
células T CD4" y CD8" que expresan los marcadores de activacion CD38 y HLA-DR. Se
observaron altos niveles de linfocitos T CD8" que expresan ambos marcadores de activacion
en las muestras de los individuos PHI (mediana: 17,9% [1Q25-75= 7,5-30,6]), seguido por
el grupo de Crénicos (mediana: 11,2% [1Q25-75= 5,6-24,4]) y EC (mediana: 9,3% [1Q25-
75= 3,6-15,3]) (Figura 12A). La alta activacion inmune observada en los individuos PHI
difiri6 significativamente con respecto a los EC (p=0,0316). Cuando se dividi6 a los
individuos PHI en los subgrupos PHI>350 y PHI<350 se evidencié que los individuos con
una progresion mas rapida, PHI< 350, presentaban niveles de activacién significativamente

mayores respecto de su contraparte PHI>350 (p=0,0039).

En cuanto a la activacién inmune de las poblaciones linfocitarias CD4, se observ6 que la
proporcion de células activadas fue menor que en el caso de la poblacién T CD8". Los
individuos Crénicos (mediana: 2,7% [1Q25-75= 1,1-18,5]) resultaron ser la poblacién con
mayor activacion, seguido por los individuos PHI (mediana: 1,6% [IQ25-75= 0,6-3,0]) y
finalmente los EC (mediana: 0,7% [1Q25-75= 0,5-1,8]) (Figura 12B). El grupo de individuos
Cronicos difirié significativamente de los EC (p=0,0229). Ademas presentaron un mayor
porcentaje de activacion con respecto al grupo PHI pero sin alcanzar esta diferencia a ser

estadisticamente significativa (p=0,0502).
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Figura 12: Panel de activacién inmune celular en los linfocitos T CD8" (A) y los linfocitos T CD4* (B) de los
individuos reclutados por grupo. Para el grupo PHI los valores corresponden a la muestra basal. Ademas, se
muestra los subgrupos PHI>350 y PHI<350. Las lineas horizontales muestran los valores de mediana. Los
asteriscos denotan distintos valores de p: *, p<0,05y **, p<0,01, los cuales se calcularon utilizando la prueba de
Mann-Whitney.

Por Gltimo, y dado el rol fundamental de las moléculas HLA-1 en la respuesta inmune celular
especifica antiviral, se evalué el haplotipo HLA en un subgrupos de individuos
pertenecientes a los tres grupos de estudio (PHI: 46/51, Crbénicos: 16/22 y EC: 10/14
individuos) (Tabla 3). En primer lugar se observé que la distribucion de los alelos de HLA de
todos los sujetos enrolados, en conjunto, refleja la distribucién de frecuencias descripta

previamente para la poblaciéon urbana de Argentina (www.allelefrequencies.net).

Tabla 3: Haplotipos HLA de los individuos HIV* reclutados

Individuo HLA-A HLA-B HLA-C
Infeccion Primaria (PHI)
NPO1 2 68 15 40 3 8
NP02 23 23 8 40 3 7
NPO3 32 32 15 35 4 7
NP04 2 68 14 51 1 8
NPO05 1 26 1517 35,3 4 7
NP06 ND ND ND ND ND ND
NPO7 2 23 38 58 7 12
NPO8 31 68 44 51 5 14
NP09 2 2 57 40CXJJ 3 7
NP10 3 3 18 18 7 7
NP11 ND ND ND ND ND ND
NP12 2 36 7 42 7 7
NP13 2 11/24/31* 7 35 4 7
NP14 11 68 35 48 4 8
NP15 29 29 40 44 3 3
NP16 11 32 44 58 4 5
NP17 1 3 35 37 4 6
NP18 2 32 35 41 4 7
NP19 ND ND ND ND ND ND
NP20 2 2 7 35 5 16
NP21 2 32 7,3 4901 7 7
NP22 31 31 8 48 4 7
NP23 31 31 44 51 4 15
NP24 2 26 14 50 3 8
NP25 31 33/11* 8 40 3 7
NP26 29 29 14 44 8 16
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Tabla 3: Haplotipos HLA de los individuos HIV* reclutados

Individuo HLA-A HLA-B HLA-C
NP27 26 33 38 44 4 12
NP28 29 29 14 55 3 8
PO1 24 68 14 53 4 8
P02 2 2 40 44 3 3
P03 2 33 14 15 2 8
P04 2 2 15 51 3 7
P05 ND ND ND ND ND ND
P06 2 68 14 35 4 8
P07 29 33 14 44 8 16
P08 ND ND ND ND ND ND
P09 2 11 35 40 3 4
P10 2 11 18 35 4 7
P11 2 3 7 49 7 7
P12 2 2 41FVE 7 7 17
P13 1 68 49 49 ND ND
P14 2 30 18 18 ND ND
P15 3 31 35,2 35,2 4 4
P16 24 29 44CXHZ 18 7 12
P17 24 26 8 55 3 7
P18 24 68 14 53 4 8
P19 11 24 7 39 7 7
P20 2 68 39 41 7 7
NI 33 33 8 14 7 8
NI2 32 32 44 49 7 18
NI3 2 23 44 57 4 6
Cronicos
Co1 2 2/25* 35 55 3 4
C02 26 26 44 57 5 7
Co03 2 3 44 51 4 7
Co4 ND ND ND ND ND ND
C05 ND ND ND ND ND ND
Co6 ND ND ND ND ND ND
co7 ND ND ND ND ND ND
Co08 ND ND ND ND ND ND
Co09 31 31 39 47 7 15
C10 2 2 44 58 7 5/8*
C11 1 3 7 37 7 7
Ci12 2 36 7 42 7 7
c13® 2 3 35 44 4 5
C14 2 2 7 35 5 16
c15° 3 3 18 18 7 7
Ci6 31 31 15 39 3 7
ci17? ND ND ND ND ND ND
c18? 11 11 35 40 3 3
C19 11 11 18 35 3 5
C20 2 33 15 39 3 7
c21 11 24 35 51/78* 4 15
C22 11 11 ND ND 4 15
Elite Controllers (EC)
ECO1 33 66 14 42 8 17
ECO02 1 1 27 57 4 6
ECO03 2 2 26 44 2 4
ECO04 25 32 44 58 7 5/8*
ECO05 3 31 7 39 7 7
ECO06 ND ND ND ND ND ND
ECO07 11 11 55/56* 58 3 12
EC08 33 68 40CXJJ 52 ND ND
EC09 1 2 57 40CXJJ ND ND
EC10 ND ND ND ND ND ND
EC11 ND ND ND ND ND ND
EC12 * * 35 38 3 4
EC13 2 2 13 51 12 16
EC14 ND ND ND ND ND ND

* No se pudo determinar con el protocolo utilizado.
2 Denota los individuos denominados “Controladores virémicos”.
NP: No Progresor (PHI>350), P: Progresor (PHI<350), ND: Dato no disponible. NI: Estatus no identificado.
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Con el objetivo de descartar un posible enriquecimiento de algin alelo en particular
asociado con progresion rapida (A01, A68, B35) o lenta (B27, B51, B57) a la enfermedad
[73] en algun grupo en particular, la frecuencia de los mismos se estudié en cada grupo. No
se hallaron diferencias significativas en la frecuencia de los alelos A01, A68, o B35 entre
grupos, incluso en el grupo de EC, donde estos alelos se encontraron en 4 de los 14
individuos evaluados. Por otro lado, los “alelos protectivos” B27, B51 o B57 estaban
presentes en un individuo perteneciente al grupo PHI<350, cuatro individuos del grupo
PHI> 350, tres individuos crénicos, y sélo en cuatro EC. Por lo tanto, las diferentes tasas de
progresién a la enfermedad entre los grupos en estudio no pudieron ser explicadas
simplemente por las diferencias en el background genético, por lo menos a nivel de los

locus de HLA.

IV. 2. ANALISIS DE LA RESPUESTA CELULAR T CD8* HIV-ESPECIFICA MEDIANTE

ELISPOT

Como primer objetivo del presente trabajo, se planted realizar una caracterizacion de la
respuesta inmune celular HIV-especifica durante la infeccion primaria. Para ello, se decidi6
evaluar, en primer lugar, la respuesta T especifica mediante la identificacion de células
especificas secretoras de IFN-y por la técnica de ELISPOT en el grupo PHI, utilizando las
muestras basales. Para detectar la respuesta especifica se utilizaron como estimulo los
pooles de péptidos de las proteinas virales Nef, Gag y Env. Ademas, se estudi6 la respuesta
especifica en el grupo de individuos Crénicos y en los EC. En la figura 13 se muestra a modo
de ejemplo una respuesta negativa y una positiva para el ensayo de ELISPOT. A partir de
estos resultados, se procedi6 a determinar cOmo los blancos preferenciales
inmunodominantes, la magnitud y la calidad (en términos de amplitud y capacidad de
respuesta luego de la estimulacion) de la misma, impactan en las distintas tasas de

progresiéon a la enfermedad.
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Figura 13: Ejemplo de un pocillo negativo (A) y uno positivo (B) obtenidos en el ensayo de ELISPOT.

IV. 2. 1. Magnitud y blancos preferenciales de la respuesta HIV-especifica en los

individuos reclutados

En primer lugar se observé que la mediana de la magnitud de la respuesta inmune HIV-
especifica (expresada como SFU/10° PBMCs) fue mayor en los EC, para los tres antigenos
evaluados, comparado con el grupo de Cronicos y los individuos PHI. Esta diferencia fue
particularmente notable en el caso de Gag: la mediana de la magnitud de la respuesta anti-
Gag en los EC fue 2 veces mayor que la de los Crénicos y 6 veces mayor a los PHI (853
SFU/10° PBMCs [1Q25-75= 435-4995], 430 SFU/10° PBMCs [1Q25-75= 88-2040] y 146
SFU/10° PBMCs [1Q25-75= 20-1067] para los EC, Crénicos y PHI, respectivamente [EC
versus Cronicos, p= 0,0044; EC versus PHI, p=0,0007]; Figura 14A). El analisis intragrupo
mostro, que en los EC, la magnitud de la respuesta anti-Gag fue significativamente mayor
(aproximadamente 2 veces) que las respuestas anti-Nef (mediana, 395 SFU/10° PBMCs
[1Q25-75= 70-1685]; p=0,0002) y anti-Env (mediana, 590 SFU/10° PBMCs [1Q25-75= 91-
1375]; p=0,0039), mientras que la magnitud de la respuesta anti-Nef en el grupo PHI
(mediana 340 SFU/10° PBMCs [1Q25-75= 40-983]) fue significativamente mayor que la
magnitud de la respuesta anti-Env (mediana, 73 SFU/10° PBMCs [1Q25-75= 20-489];
p=0,0358) pero no se observo diferencia con la respuesta anti-Gag (p>0,05) (Figura 14A).
Por dltimo, en el grupo de Cronicos, la magnitud de la respuesta anti-Gag fue levemente
mayor con respecto a la magnitud anti-Nef (mediana 185 SFU/10° PBMCs [1Q25-75= 11-
1310]; p=0,0264) y anti-Env (mediana 184 SFU/10° PBMCs [IQ25-75= 16-399];

p=0,0498).
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La contribucién relativa de cada antigeno a la respuesta total, es decir la proporciéon de
células HIV-especificas para cada proteina relativizada al total de la respuesta anti-HIV, es
un factor importante a tener en cuenta cuando se evallGa la asociacion de la respuesta HIV-
especifica con el control viral [74]. Por lo tanto, se analiz6 la proporcion de células
especificas para cada antigeno en relacion al total de la respuesta HIV-especifica (suma de
la respuesta T frente a cada antigeno individual) (Figura 14B). Nuevamente, la contribucién
de los distintos blancos antigénicos difirié entre los grupos de estudio: el grupo PHI mostro
una mayor proporcion, estadisticamente significativa, de células Nef-especificas (mediana
55%, [1Q25-75= 21-73]) comparado con el grupo de Crénicos (mediana 17%, [1Q25-75=
0,8-26]; p=0,005) y con los EC (mediana 20%, [I1Q25-75= 13-31]; p=0,007) y una menor
proporcién de células Gag-especificas (PHI 32% [1Q25-75= 8-53] versus EC 64% [I1Q25-
75= 55-74] [p=0,004]; PHI versus Croénicos 64% [IQ25-75= 21-86] [p>0,05]). En esta
misma linea, el analisis intragrupo revel6é que la respuesta anti-Gag en los EC claramente
predominé sobre las células Nef-especificas y Env-especificas (7,4%, [1Q25-75= 4,6-22,1])
(Gag versus Nef p=0,005; Gag versus Env, p=0,007), mientras que en el grupo PHI
predominaron las células Nef-especificas sobre las Gag-especificas (p<0,001) y Env-
especificas (6%, [1Q25-75= 2-18]; p<0,001). El grupo de Crénicos mostré el mismo patrén
de inmunodominancia (Gag>Nef>Env) que los EC, sin embargo la dispersion en la

respuesta entre los Crénicos fue mayor, lo que refleja la heterogeneidad de este grupo.

Cuando se realiz6 el mismo analisis entre los subgrupos PHI>350 y PHI< 350, se observaron
claras diferencias entre ellos: mientras que en el grupo PHI>350 no se pudo observar una
diferencia estadisticamente significativa entre la magnitud de las respuestas anti-Nef y anti-
Gag o en la proporcion del total de la respuesta, en el grupo PHI<350 las células anti-Nef
claramente dominaron la respuesta anti-HIV (mediana de la magnitud, 410 SFU/10° PBMCs
[1Q25-75= 40-1850]; mediana de la proporcion del total de la respuesta, 62% [1Q25-75=
46-70]) sobre las respuestas anti-Gag y anti-Env, ya sea en términos de magnitud (100

SFU/10° PBMCs [1Q25-75= 13-1050] [p=0,0382] y 48 SFU/10° PBMCs [1Q25-75= 13-194]
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[p=0,001], respectivamente) como de proporcidon (32% [1Q25-75= 6-45] [p=0,01] v 7%

[1Q25-75= 2-17] [p=0,003], respectivamente) (Figura. 14A y 14B).
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Figura 14: Andlisis de la respuesta HIV especifica por ELISPOT, en los distintos grupos. (A) Magnitud de la
respuesta total anti-Gag, anti-Nef y anti-Env expresado como unidades formadoras de spots por millon de células
(SFU/10° PBMCs). (B) Contribucioén relativa de cada antigeno al total de la respuesta especifica expresado como el
porcentaje sobre la suma de respuestas especificas. (C) Contribucién de la respuesta anti-Nef y anti-Gag (relativos
a la suma de la magnitud obtenida para ambos antigenos). En el grupo de Crénicos se muestran, en lineas
punteadas, cuatro individuos clasificados como “controladores virémicos” (Ver Tabla 1). (D) Respuesta celular
dirigida contra las distintas subunidades de Gag (p24, pl7 y RG), expresadas como el porcentaje del total de la
respuesta anti-Gag. Todos los datos provenientes de los sujetos PHI corresponden a la muestra basal. Ademas, se
muestran los subgrupos PHI>350 y PHI<350. Las lineas horizontales muestran los valores de mediana. Los
asteriscos denotan distintos valores de p: *, p<0,05; **, p<0,01 y *** p<0,001, los cuales se calcularon
utilizando la prueba de Mann-Whitney.
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Dado el importante rol que parecerian tener las respuestas anti-Nef y anti-Gag delineando
las diferentes tasas de progresion entre los grupos, se decidié analizar la contribucion de la
respuesta anti-Nef y anti-Gag (relativizado a la suma de la magnitud obtenida para ambos
antigenos) en cada uno de los individuos incluidos en los diferentes grupos de estudio
(Figura 14C). Se observé que la respuesta anti-Gag fue claramente dominante sobre la
respuesta anti-Nef en todos los EC (p<0,0001). Por el contrario, la respuesta anti-Nef
dominé la respuesta anti-HIV en el grupo de progresores rapidos (PHI<350, p<0,0001),
grupo antagénico a los EC en cuanto a su progresién a la enfermedad. En el grupo de
Crénicos se observé una situacion mas heterogénea pero con una dominancia de la
respuesta anti-Gag (p=0,0002), la cual incluia a aquellos individuos denominados
previamente como “controladores virémicos” (C13, C15, C17 y C18). Por ultimo, en el grupo
PHI> 350 se observd una situaciéon intermedia: Gag dominaba la respuesta sobre Nef en un
subgrupo de individuos, mientras que el resto de los individuos mostraban ya sea una

inmunodominancia de Nef o una situacidon balanceada entre ambos antigenos.

Luego, se realiz6 un analisis mas detallado de las subunidades de la proteina Gag, como
blanco antigénico. En todos los grupos, el patron de inmunodominancia (teniendo en cuenta
las medianas de cada grupo) fue el siguiente: p24>pl17>RG (Figura 14D). En el grupo de
EC, la respuesta anti-Gag estuvo preferentemente dirigida contra la proteina p24 (mediana:
60,1% [1Q25-75= 43,7-91,6]) en una proporciéon significativamente mayor sobre pl7 y RG
(mediana: 8,9% [1Q25-75= 0,8-45,2] y 7,9% [1Q25-75= 2,8-21,9]; p=0,0211 y p=0,0046,
respectivamente). En el grupo de Crénicos, la proporcion de la respuesta anti-p24
(mediana: 57,1% [1Q25-75= 20,0-84,8]), asi como también la proporcion anti-pl7
(mediana: 31,3% [1Q25-75= 10,4-47,5]), fue significativamente mayor que la respuesta
anti-RG (mediana: 3,1% [I1Q25-75= 0,0-25,0]; p=0,0015y p=0,0058, respectivamente). El
grupo PHI present6 un jerarquia similar al grupo de Crdénicos, con una respuesta anti-p24
(mediana: 59,4% [1Q25-75= 14,7-85,6]) predominante sobre pl7 y RG (mediana: 17,6%
[1Q25-75= 3,3-48,8] y 4,1% [IQ25-75= 0,0-23,9]; p=0,0202 y p=0,0001,

respectivamente). Ademads, la respuesta anti-pl7 fue levemente mayor que la respuesta
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anti-RG (p=0,0187). Cuando se dividio al grupo PHI en los subgrupos PHI>350 y PHI< 350,
se observé que ambos grupos mantenian el patron de inmunodominancia observado
anteriormente. En el grupo PHI>350 la proporcion de la respuesta anti-p24 (mediana:
61,9% [1Q25-75= 24,4-85,6]) asi como también la proporcion de la respuesta anti-pl7
(mediana: 18,5% [1Q25-75= 9,2-45,5]) fueron significativamente mayores con respecto a
la respuesta anti-RG (2,1% [1Q25-75= 0,0-18,2]; p=0,0012 y p=0,0199, respectivamente).

En el grupo PHI< 350 se observo esta misma tendencia pero no alcanzé la significancia.

IV. 2. 2. Calidad de la respuesta HIV-especifica en los individuos reclutados

La calidad de la respuesta HIV-especifica se evalud, en una primera aproximacion,
analizando la amplitud de la respuesta y la intensidad de produccién de IFN-y. La amplitud
de la respuesta para cada individuo se calcul6 como el nimero de pooles de péptidos que
fueron reconocidos en el ensayo (sobre un total de 9 pooles utilizados para evaluar la
respuesta HIV-especifica) (Figura 15A). Este analisis mostré que los EC fueron capaces de
reconocer un mayor nimero de pooles de péptidos comparado con los Crénicos y los PHI
(p=0,033 y p=0,0084, respectivamente). Ademas, los EC fueron capaces de reconocer un
nimero mayor de pooles de péptidos Gag-especificos (n=3 pooles) comparado con los
Cronicos y los individuos PHI. Entre los subgrupos PHI>350 y PHI<350 no se observaron

diferencias estadisticamente significativas.

Luego, se analizé el tamafio promedio de los spots obtenidos en el ensayo en funcién de los
distintos estimulos utilizados. Cabe aclarar que el tamafio promedio de los spots se
correlaciona directamente con la cantidad de IFN-y producido por cada célula T especifica de
manera individual (lo que, a su vez, se correlaciona con la avidez funcional de las células
[75]) (Figura 15B). En este caso, también se incluyé en el analisis la respuesta anti-CEF.
Esta respuesta es particularmente relevante ya que representa la respuesta dirigida contra
patégenos que causan infecciones agudas autolimitadas (Influenza) o infecciones crdénicas
controladas (CMV y Epstein-Barr). En primer lugar, no se observaron diferencias intra-

individuos respecto del tamafio promedio de los spots para los distintos pooles de péptidos
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especificos para HIV (Nef, Gag y Env). Por lo tanto, a los fines de este analisis, el tamafio
medio de los spots para todos los antigenos de HIV fue promediado, teniendo en cuenta
solamente los pooles de péptidos para los que se obtuvo una respuesta positiva en el

ensayo de ELISPOT.
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Figura 15: Andlisis de la calidad de la respuesta especifica por ELISPOT, en los distintos grupos de estudio. (A)
Amplitud de la respuesta expresada como el nimero de pooles de péptidos reconocidos del total de 9 pooles
ensayados. (B) Tamafio promedio de spot obtenido para CEF y HIV. Todos los datos provenientes de los sujetos
PHI corresponden a la muestra basal. Ademas, se muestran los subgrupos PHI>350 y PHI< 350, respectivamente.
Las lineas horizontales muestran los valores de mediana. Los asteriscos denotan distintos valores de p: *, p<0,05
y **, p<0,01; los cuales se calcularon utilizando la prueba de Mann-Whitney.

En cuanto a los spots obtenidos en el control CEF, los individuos PHI mostraron el menor
tamafio de los mismos, siendo estadisticamente diferente de los EC y de los Croénicos (los
spots CEF-especificos de los EC fueron 1,3 veces mas grandes que los del grupo PHI
[p=0,0184]; mientras que los spots de los Crénicos fueron 1,4 veces mas grandes que los
de los PHI [p=0,038]). Por otro lado, los spots de mayor tamafio se observaron en el grupo
de individuos Croénicos, incluso fueron ligeramente mayores que los observados en los DS
(p>0,05), seguidos por los EC. Al analizar los subgrupos PHI>350 y PHI<350 no se
observaron diferencias entre ellos, por lo que se puede inferir que ambos grupos
contribuyen de la misma manera al tamafio del spots correspondientes a CEF en el grupo
PHI total. En el caso de los spots HIV-especificos, los EC mostraron spots significativamente
mayores que el grupo de Crénicos y que los PHI (los spots HIV-especificos de los EC fueron
1,5 veces méas grandes que los del grupo de Crénicos [p=0,0347] y 1,6 veces més grande

gue el grupo PHI [p=0,0271]). Dentro del grupo PHI, no se observaron diferencias entre
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PHI>350 y PHI<350, mostrando ambos subgrupos similares tamafios promedio de spot
HIV-especifico. Alln mas interesante resultd el andlisis de contraste entre CEF y HIV en cada
uno de los grupos en estudio: los spots de HIV fueron significativamente menores que los
spots de CEF, excepto en el grupo de EC donde no se observa diferencia (Cronicos
p=0,0134 y PHI en su conjunto p=0,0173). En cuanto, a los subgrupos PHI>350 y PHI<350

se observd la misma tendencia.

En conjunto estos resultados indican que los EC tienen mayor amplitud y mejor calidad de la

respuesta celular especifica.

IV. 2. 3. Relacion entre la inmunodominancia relativa anti-Gag y los parametros

clinicos en los individuos cursando la infeccién primaria

Pudimos observar previamente que los EC y el grupo PHI<350 (grupos opuestos en
términos de progresion a la enfermedad) mostraban un patrén de inmunodominancia
exactamente opuesto en cuanto a las proteinas Gag y Nef (Figura 14C). En base a estas
observaciones, se decidié evaluar en el grupo PHI, la relacién entre la inmunodominancia
observada para Gag y su relacion con la tasa de progresion a la enfermedad en las etapas
tempranas de la infeccion. Para testear esta hip6tesis, se realizaron analisis de correlaciones
entre el porcentaje de respuesta anti-Gag y los datos clinicos de los sujetos enrolados en
este estudio. Se observd que la inmunodominancia relativa basal en el grupo PHI (% de la
respuesta anti-Gag basal) se correlacion6 significativamente con el recuento de células T
CD4" basal (Spearman’s r=0,3378, p=0,0164; Figura 16A). Aln mas interesante fue la
correlacién observada entre el % de la respuesta anti-Gag basal y el set point inmune
(Spearman’s r=0,3680, p=0,0417; Figura 16B) asi como también la correlaciéon inversa
entre el % de la respuesta anti-Gag basal y el log,, del set point viral (Spearman’s r=-
0,3657, p=0,0364; Figura 16C). Estas correlaciones entre el porcentaje de Gag basal y los
niveles de CV plasmatica y el recuento de células T CD4" alcanzados luego de la etapa

aguda, indicarian que la inmunodominancia de Gag basal es un factor importante en el
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delineamiento de la progresion de la enfermedad en términos de pérdida de células T CD4"

y control de la replicacion viral.
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Figura 16: Correlacién entre la inmunodominancia relativa de la respuesta anti-Gag y los parametros clinicos en el
grupo PHI. Recuento de células T CD4" basal (A), set point inmune (B) o Logi, del set point viral (C) versus el
porcentaje basal de la respuesta anti-Gag. Los puntos verdes y blancos denotan los subgrupos PHI<350 y PHI>350
respectivamente. Todos los valores r y p corresponden a la prueba de Spearman’s.

En conjunto, todos los datos analizados hasta aqui demuestran que a pesar de que Nef
domina la respuesta anti-HIV en la infeccién primaria, una alta proporcién de células T que
aparecen de manera temprana tienen como blanco a Gag, en particular al antigeno p24.
Particularmente, la inmunodominancia de Gag, junto a un mayor tamafio de spot, se asoci6
con un retraso de la progresion durante el primer afio post-infeccion. También, se
observaron estos mismos factores en los EC, indicando que estas caracteristicas de las
células T jugarian un importante rol protectivo. En particular, la inmunodominancia
temprana de Gag se correlacion6 con un menor set point viral y un mayor recuento de
células T CD4", tanto en la muestra basal como en el set point, mostrando de esta manera

gue representa un factor inmune fundamental involucrado en retrasar la progresion.

IV. 3. ANALISIS DE LA CAPACIDAD DE LAS CELULAS HIV-ESPECIFICAS DE INHIBIR

LA REPLICACION VIRAL IN VITRO DURANTE LA INFECCION PRIMARIA

Para continuar con la caracterizacion de la respuesta celular HIV-especifica en nuestra
poblacion de estudio, decidimos evaluar la capacidad de las células T CD8" HIV-especificas,
que surgen durante la infeccién primaria, de suprimir la replicacién viral in vitro, utilizando
para ello cepas virales de laboratorio con tropismo X4 y R5. El objetivo fue establecer las

posibles relaciones entre esta actividad antiviral (VIA, viral inhibitory activity) y las
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proteinas virales que son blanco de la respuesta inmune durante la etapa temprana de la
infecciéon y compararla con aquella evaluada en los sujetos Crénicos y EC. Para ello, a partir
de PBMCs obtenidos de 7 Cronicos (incluidos los controladores virémicos C13, C17 y C18), 7
EC y 19 PHI (10 de ellos PHI>350 y 9 PHI<350); se aislaron las poblaciones celulares T
CD4" y T CD8". La poblacion celular T CD4" se aislé, activo e infectd y luego se cultivo tanto
sola como en combinacién con la poblacién de linfocitos T CD8" autéloga, en una relacién
1:1. La replicacion viral se evalué al dia 7 post-infeccion mediante la determinacidon de
antigeno p24 en sobrenadante de cultivo, por ELISA. En el caso del grupo PHI, se evalud el

VIA en las muestras basales y en las muestras obtenidas un afio post-infeccion.

IV. 3. 1. Capacidad de las células HIV-especificas de inhibir la replicacion viral in

vitro en los grupos de estudio

En linea con algunos reportes previos [76-80], las células T CD8" de los EC mostraron una
mayor capacidad para mediar VIA comparado con los individuos Crénicos, cuando el ensayo
se realizé con la cepa viral R5 (p=0,0497, Figura 17A). Cabe resaltar, que los EC fueron
capaces de inhibir de la misma manera tanto los virus R5 como los X4 (Figura 17A y B),
indicando que estos individuos poseen una mayor amplitud en su capacidad antiviral.
Ademas, debe tenerse en consideracion que el uso de cepas de laboratorio heterdlogas,
puede conducir a una subestimacién del VIA, y debido a esto podrian estar siendo
enmascaradas ciertas diferencias entre grupos, [76]. En el grupo PHI, la mayoria de los
sujetos (70%) fueron capaces de mediar VIA (mediana 32% de reduccion de p24,
correspondiente a 1.5 log;q de capacidad de mediar VIA) frente al virus R5 en la muestra
basal, indicando que las células T CD8" HIV-especificas con capacidad de mediar VIA,
surgen de manera temprana durante la infeccion. Un analisis longitudinal realizado a través
de la evaluacion del VIA en las muestras obtenidas a los 12 meses post-infeccién mostro
gue esta actividad persiste en el tiempo incluso mas alla del establecimiento del set point

(Figura 17A y B).
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Figura 17: Ensayo de inhibicién viral in vitro (VIA) mediado por las células T CD8"* HIV-especificas. VIA se expresa
como el log;o de la proporcién de antigeno p24 perdido cuando las células T CD8" se encontraban presentes en el
cultivo, comparado con el cultivo de las células T CD4" infectadas solas. Actividad inhibitoria encontrada en el
grupo de Crénicos, EC y grupo PHI, frente a la cepa de laboratorio HIV R5 (A) o X4 (B). Actividad inhibitoria en el
grupo PHI, re agrupados seglin su inmunodominancia anti-Gag o anti-Nef (total de la respuesta >50%) observado
en las muestras basales, frente a la cepa de laboratorio HIV R5 (C) o X4 (D). (E) Correlacién entre la magnitud de
la respuesta anti Gag-especifica en la muestra basal y el VIA basal en el grupo PHI. En todos los gréficos: las lineas
horizontales dentro de las cajas muestran el valor de la mediana. En el grupo de Crénicos se muestran cuatro
puntos coloreados correspondientes a los controladores virémicos (Ver Tabla 1). En el grupo PHI, los puntos verdes
y blancos denotan los subgrupos PHI<350 y PHI>350, respectivamente. Los andlisis intergrupo e intragrupo se
realizaron con los test Mann-Whitney y Wilcoxon respectivamente. Los asteriscos denotan distintos valores de p: *,
p<0,05. En el andlisis de correlacion el valor de r y p corresponde a la prueba de Spearman'’s.

Cuando se analizaron los subgrupos PHI>350 y PHI<350, no se encontraron diferencias
significativas en la capacidad de mediar VIA tanto en la muestra basal como al afio post-
infeccion. Dado el resultado obtenido en el ensayo de ELISPOT, donde la inmunodominancia
de Gag durante la infeccién primaria se asocié con una preservacién en el recuento de
células T CD4" durante el primer afio de infeccion, se decidié dividir a los individuos PHI de
acuerdo a cual era su blanco antigénico preferencial en dos subgrupos: aquellos cuya
respuesta estuvo preferentemente (>50%) dirigida contra Gag (Gag respondedores) o
contra Nef (Nef respondedores). Este analisis revel6 que las células T CD8" de los sujetos
PHI en los cuales las células Gag-especificas dominaban la respuesta temprana, mostraron
una mayor capacidad de mediar VIA frente al virus R5 comparado con los Nef
respondedores, tanto en la muestra basal (p=0,043) como en las muestras de 12 meses

post-infeccidon (p=0,011) (Figura 17C). Este resultado concuerda con lo observado en otros
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estudios donde se muestra de forma consistente que los EC (grupo que muestra una clara
inmunodominancia de Gag) poseen concomitantemente una mayor capacidad de mediar VIA
en comparacion a otros grupos HIV'. En este mismo sentido, se hall6 una correlacion
estadisticamente significativa, en el grupo PHI, entre la capacidad de mediar VIA en la
muestra basal y la magnitud de la respuesta Gag-especifica basal (SFU/10° PBMC)
(Spearman’s r=0,5886; p=0,0343; Figura 17E). En conjunto, estos resultados sugieren que
la habilidad que poseen las células T CD8" HIV-especificas (que surgen de forma temprana
durante la infeccion) de suprimir la replicacion viral en las células T CD4" autdlogas, podria
estar relacionada, entre otros factores, a la inmunodominancia relativa de Gag (sobre el
total de la respuesta T CD8" HIV-especifica) asi como también del nimero absoluto
(magnitud) de las células T CD8" Gag-especificas. También, se observé que los EC y los PHI
Gag-respondedores, mediaron VIA frente a ambos virus, X4 y R5, de manera mas
frecuente, mientras que los Crénicos y los Nef-respondedores reconocieron uno u otro virus
0 ninguno, sugiriendo que los primeros grupos mencionados poseen una actividad mas

abarcativa.

IV. 3. 2. Relacion entre la inhibicién de la replicacién viral in vitro y los parametros

clinicos en los individuos cursando la infecciéon primaria

Dada esta asociacion tan consistente entre una mayor capacidad de mediar VIA y el estatus
de los EC observado en este trabajo (y en otros reportes [76-80]), se decidié estudiar la
existencia de alguna asociacion entre la capacidad que presentan las células T CD8" de
mediar VIA y los pardmetros clinicos en el grupo PHI. En primer lugar, se observé una
correlacién negativa entre la magnitud del VIA en la muestra basal y la activacion inmune
de las células T CD8"/HLA-DR" (p=0,0379; Figura 18A). Por otro lado, no se encontré
ninguna asociacién entre la magnitud del VIA y la CV plasmatica basal, el set point viral o el
recuento de células T CD4" basal. Sin embargo, se observé que aquellos sujetos que
poseian una capacidad sustancial de mediar VIA (>25%) en la muestra basal, presentaban

valores de set point inmune mas altos (p=0,02; Figura 18B), sugiriendo que la asociacion
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de la inmunodominancia de Gag con el retraso en la progresion en términos de la
preservacion del recuento de <células T CD4" descripta mas arriba (mayor
inmunodominancia de Gag asociado con mayor set point inmune) (Figura 16) podria estar

relacionada con una mayor capacidad por parte de las células Gag-especificas de mediar

VIA.
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Figura 18: Correlacion entre el ensayo de inhibiciéon viral in vitro (VIA) mediado por las células T CD8" HIV-
especificas y los parametros clinicos en el grupo PHI. VIA se expresa como el logio de la proporcion de antigeno
p24 perdido cuando las células T CD8" se encontraban presentes en el cultivo, comparado con el cultivo de las
células T CD4" infectadas solas. (A) Correlacion entre el logio VIA basal y la activacién inmune de los CD8; (B)
Sujetos PHI con capacidad de mediar VIA (>25%) también presentan mayores set points inmunes. Las lineas
horizontales dentro de las cajas muestran el valor de la mediana. Los puntos verdes y blancos denotan los
subgrupos PHI<350 y PHI>350, respectivamente. Los asteriscos denotan distintos valores de p: *, p<0,05
calculados mediante el test Mann-Whitney. En el andlisis de correlacién el valor de r y p corresponde a la prueba de
Spearman’s.

IV. 4. ANALISIS DE LA POLIFUNCIONALIDAD DE LAS CELULAS T CD8*' HIV-
ESPECIFICAS DURANTE LA INFECCION PRIMARIA Y SU RELACION CON LOS

PARAMETROS CLINICOS

Con el objetivo de seguir profundizando la caracterizacién de las células T CD8" HIV-
especificas que surgen de forma temprana en la infeccién y la subsiguiente asociacidon con la
progresién a la enfermedad, se decidié analizar la funcionalidad de estas células en
términos de su habilidad de degranular (que se evidencia por la expresion transitoria en
membrana de las moléculas CD107A/B) y de secretar IFN-y, TNF-a y/o IL-2, luego de la
estimulacion. Para ello, la informacién obtenida en los ensayos de ELISPOT se utiliz6 como
punto de partida para definir qué pooles de péptidos utilizar como estimulo. Entonces, para
cada individuo al que se le analiz6 la polifuncionalidad, s6lo se utilizaron como estimulo

aquellos pooles de péptidos para los que se encontré una respuesta positiva en el ensayo de

57



RESULTADOS ‘|

ELISPOT. La estrategia utilizada para identificar las poblaciones linfocitarias y células HIV-
especificas se encuentra detallada en la figura 9 (Ver M&M). La proporcién de células que
expresan cada funciéon por separado o en combinacion fueron analizadas no sélo en los
individuos PHI (11 sujetos PHI>350 y 8 sujetos PHI<350) sino también en subgrupos de
Cronicos (n=7) y EC (n=7), para poder realizar el analisis entre grupos y distinguir de esta
manera una posible asociacién con progresion a la enfermedad. La metodologia empleada
permite evaluar células productoras de cada una de las funciones de manera individual
(células monofuncionales) asi como también células que expresan una combinacién de dos

funciones (bifuncionales) y tres funciones (trifuncionales).

Como habia sido reportado con anterioridad por nuestro grupo de trabajo [67], se detect?,
en estadios muy tempranos de la infeccién, la expresién de todas las funciones (ya sea de
forma individual o en distintas combinaciones) por parte de las células T CD8" HIV-
especificas. En las muestras basales de los individuos PHI, el porcentaje (media £+ DS) de
células T CD8" HIV-especificas que expresan cada funcion de forma individual fue 0,2+0,3
para IFN-y, 1,1+£5,2 para TNF-qa, 0,1+0,1 para IL-2, y 0,2£0,4 para CD107A/B. En la figura
19 se muestra la contribucion relativa al total de la respuesta T CD8" HIV-especifica
producida por cada funcibn o combinacién de ellas. No se observaron diferencias
significativas en ninguna de las cuatro funciones, evaluadas de forma individual (células
monofuncionales), entre los individuos PHI, EC o Crénicos. Al analizar la frecuencia de
células T CD8" bifuncionales se observé una diferencia estadisticamente significativa en la
expresion simultanea de IFN-y y TNF-a y en la expresion de CD107A/B e IFN-y. El 66% de
los EC presentaban células T CD8" bifuncionales IFN-y*/TNF-a* (mediana 12,9% [1Q25-75=
0,0-20,8] del total de las células T CD8" HIV-especificas) y difirieron significativamente de
los individuos Crénicos (0,0% [IQ25-75= 0,0-0,0]; p=0,0046) y de los sujetos PHI (0,0%
[1Q25-75= 0,0-2,9]; p=0,0186). Ademas, todos los EC presentaron un porcentaje mayor de
células T CD8" bifuncionales CD107A/B*/IFN-y" (mediana: 31,7% [1Q25-75= 20,1-40,3]),
gque también difiri6 significativamente de los Crdénicos (0,0% [1Q25-75= 0,0-28,0];

p=0,0084) y de los sujetos PHI (0,0% [1Q25-75= 0,0-21,0]; p=0,0016), indicando que
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estas subpoblaciones de células T CD8" HIV-especificas podrian tener un papel relevante en

el control del virus.
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Figura 19: Contribucién relativa de cada funcién o combinacion de funciones al total de la respuesta T CD8" HIV-
especifica para los individuos Crénicos, EC y PHI. Cada punto representa la proporcion de células T CD8" positivas
para una determinada funcion (por ejemplo IFN-y) o combinacién de funciones (por ejemplo IFN-y/TNF-a) en los
tres grupos de estudio. El signo “+” indica la funcion evaluada. Los datos provenientes de los sujetos PHI
corresponden a la muestra basal. Las lineas horizontales dentro de las cajas muestran el valor de la mediana. Los
asteriscos denotan distintos valores de p: *, p<0,05; **, p<0,01 y *** p<0,001; los cuales se calcularon
utilizando la prueba de Mann-Whitney. 1fx: células monofuncionales; 2fx: células bifuncionales; 3fx: células
trifuncionales.

En cuanto a la expresién de células trifuncionales, nuevamente el grupo de EC present6 una
mayor proporcion de células T CD8" IFN-y"/TNF-a*/IL-2" (mediana 0,0% [1Q25-75= 0,0-
7,7]) comparado con el grupo de Crénicos (0,0% [IQ25-75= 0,0-0,0]; p=0,0152) y el
grupo PHI (0,0% [IQ25-75= 0,0-0,0]; p=0,0024). La misma tendencia se observé al
analizar la expresion de las células trifuncionales T CD8" IFN-y*/CD107A/B"/IL-2" donde los

EC mostraron una mayor proporcion de esta poblacidon celular (mediana 5,1% [1Q25-75=
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0,0-9,4]) comparado con el grupo de Cronicos (0,0% [1Q25-75= 0,0-0,0]; p=0,0046) y el
grupo PHI (0,0% [1Q25-75= 0,0-0,0]; p=0,0007). Luego, se estudid la polifuncionalidad de
las células independientemente de si expresaban una, dos o tres funciones. Como se
esperaba, la proporcién de células polifuncionales fue considerablemente mayor en los EC
comparado con el grupo de Crénicos y el grupo PHI (Figura 20A). En particular, los EC
presentaron una proporcién significativamente mayor de células trifuncionales (media
8,1%+7,7%) y bifuncionales (media 45,9%+14,3%) y por el contrario mostraron una
proporcién significativamente menor de células monofuncionales (media 46,0%+19,0%)
comparado con el grupo PHI (media 3fx: 1,9%+6,8% [p=0,0004]; media 2fx: 24,1%+ 26,0
[p=0,0078] y media 1fx: 74,0£28,0% [p=0,007], respectivamente) asi como también con
el grupo de Croénicos (media 3fx: 2,8%+9,1% [p=0,0059]; media 2fx:28,7%+27,2%

[p=0,06] y media 1fx: 68,6%+27,6% [p=0,0339], respectivamente).
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Figura 20: (A) Resumen del perfil funcional de los individuos Crénicos, EC y PHI (muestra basal y al afio en este
tltimo grupo). (B) Perfil funcional correspondiente al grupo PHI (muestra basal y al afio) dividido segun el péptido
utilizado como estimulo (Gag o Nef). En ambos graficos, las distintas subpoblaciones celulares fueron agrupadas
por nimero de funciones, por lo tanto cada barra representa la media de la proporcion de células T CD8" HIV-
especifica que expresan una (1fx), dos (2fx) o tres (3fx) funciones, independientemente de alguna funcién en
particular. Los asteriscos denotan distintos valores de p: *, p<0,05; **, p<0,01 y ***, p<0,001; los cuales se
calcularon utilizando la prueba de Mann-Whitney.

Como se mencion6 anteriormente, las células bifuncionales y trifuncionales fueron medidas
de forma muy temprana en el grupo PHI, que en conjunto contabilizaban un 26,0% de las
células T CD8" HIV-especificas de estos individuos. Por otra parte, la proporcién de estas
células parecieron incrementarse ligeramente con el transcurso de la infeccion hasta los 12

meses post-infeccion (32,6%), aunque la diferencia entre la muestra basal y la muestra al
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afio no difirieron significativamente (Figura 20A). Dentro del grupo PHI, no se observaron
diferencias en ninguna funcion en particular o combinacién de las mismas cuando los
sujetos se dividieron en PHI<350 y PHI>350. De manera similar, no se observaron
diferencias entre estos dos subgrupos en la proporcién de células monofuncionales asi como
tampoco en las bifuncionales o en las trifuncionales. Ademdéas, no se observaron
correlaciones significativas para ninguna de las funciones de manera individual o en
combinacion tanto con la CV plasmatica o el recuento de células T CD4" basal asi como

tampoco con el set point viral o inmune.

Luego, se decidié comparar, en el grupo PHI, el perfil funcional de las células en funcién de
la especificidad que presentaban. Para ello, se analiz6 la proporcién de células T CD8" Gag-
especificas y Nef-especificas que expresan una, dos o tres funciones en la muestra basal y
en la muestra al afio (Figura 20B). No se observaron diferencias entre ambos antigenos,
indicando que la polifuncionalidad no se encuentra relacionada a la especificidad. Mas aun,
ambas respuestas, tanto Gag-especifica como Nef-especifica, mostraron un incremento en
la polifuncionalidad en funcién del tiempo, pero este no llegé a ser estadisticamente

significativo.

En conjunto estos resultados sugieren que a pesar de la presencia temprana de células T
CD8" polifuncionales (previamente asociadas al control viral en EC), estas no pudieron ser
asociadas con una mejor o peor resoluciéon de la infeccién aguda. Ademas, los beneficios de
las células T CD8" Gag-especificas no estarian relacionados con la polifuncionalidad en los

términos analizados en este trabajo.

IV. 5. ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA POLIFUNCIONALIDAD DE LA
POBLACION T CD8* ESPECIFICA Y SU CAPACIDAD DE SUPRIMIR LA

REPLICACION VIRAL DURANTE LA INFECCION PRIMARIA

Como se mencion0 anteriormente, de todas las funciones efectoras de las células T CD8"

estudiadas por citometria de flujo, la expresion conjunta de CD107A/B e IFN-y fue una de
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las funciones significativamente asociada con el estatus EC (Figura 19). Dada esta
observacion, se hipotetizé que esta combinacion en particular de funciones (en vez de la
polifuncionalidad como un todo) podria asociarse con una mayor capacidad de las células T
CD8" HIV-especificas para controlar la replicacion viral y asi contribuir a una menor tasa de
progresién durante la infeccibn aguda/temprana. Por lo tanto, se decidié analizar las
posibles asociaciones entre el porcentaje de células T CD8" HIV-especificas CD107A/B"/IFN-
v" y los parametros viroldgicos e inmunoldgicos evaluados en el grupo PHI (en las muestras

basales).

IV. 5. 1. Relacion entre la capacidad de inhibir la replicaciéon viral in vitro (VIA) y
la frecuencia de células bifuncionales CD107A/B* IFN-y* observadas en los

individuos cursando la infeccién primaria

Se observé que aquellos individuos PHI que mostraron una mayor capacidad de mediar VIA
(VIA mayor a un 25%), presentaron un nimero significativamente mayor de células T CD8"
CD107A/B*/IFN-y* comparado con aquellos individuos PHI que mostraron una menor
capacidad de mediar VIA (VIA menor a 25%) (p=0,0220). Mas aun, el porcentaje de células
T CD8" CD107A/B*/IFN-y" observado en los individuos que presentaban un VIA>25% fue
comparable con lo observado en el grupo de EC (Figura 21A y B). Ademas, se observé en el
grupo PHI, una correlacién significativa entre el porcentaje de células T CD8" HIV-
especificas CD107A/B" IFN-y" y su capacidad de mediar VIA (Spearman’s r=0,6003,
p=0,0108, Figura 21C). Estas observaciones, indican que la capacidad simultanea de
degranulacion y de expresion de IFN-y podrian jugar un rol relevante en la habilidad de las
células T CD8" HIV-especificas de suprimir la replicacion viral in vitro, que a su vez se
asocia con una mejor preservacion de la subpoblacién celular T CD4" durante la infeccion

temprana y con el estatus que presentan los EC.

En base a estas observaciones, se decidi6 profundizar el andlisis de la subpoblacion de
células T CD8" HIV-especificas CD107A/B". Este analisis revel6 que del total de células T

CD8" HIV-especificas CD107A/B"* (Figura 22A), el grupo de EC presentaba un porcentaje
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mayor (mediana: 0,2% [IQ25-75= 0,2-0,4]) comparado con el grupo de Croénicos

(mediana: 0,06% [1Q25-75= 0,0-0,2]), siendo esta diferencia estadisticamente significativa

(p=0,0031).
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Figura 21: Asociacion entre la capacidad de las células T CD8* de suprimir la replicacién de HIV in vitro y la
frecuencia de las células T CD8" HIV-especificas de degranular y secretar IFN-y luego de la estimulacién. (A)
Frecuencia de células T CD8" HIV-especificas CD107A/B* IFN-y* observada en los EC, Crénicos y sujetos PHI
(segregados de acuerdo a la magnitud del VIA). (B) Citogramas representativos de IFN-y* versus CD107A/B* (en
la poblacion CD3*/CD8) correspondientes a un individuo de cada grupo de estudio. (C) Correlacion entre la
frecuencia de células T CD8" HIV-especificas CD107A/B* IFN-y* y la magnitud de VIA de los individuos PHI. Los
datos provenientes de los sujetos PHI corresponden a la muestra basal. Las lineas horizontales dentro de las cajas
muestran el valor de la mediana. Los asteriscos denotan distintos valores de p: *, p<0,05; ***, 6 p<0,001; los
cuales se calcularon utilizando la prueba de Mann-Whitney. En el andlisis de correlacion el valor de r y p
corresponde a la prueba de Spearman'’s.

Mas alin, el 100% de los EC presentaban células T CD8" HIV-especificas CD107A/B* que co-
expresaban IFN-y (mediana: 0,2% [1Q25-75= 0,1-0,2]) (Figura 22B) en una proporcion
estadisticamente mayor que el grupo de Croénicos (mediana: 0,0% [1Q25-75= 0,0-0,1];
p=0,0006). Esta misma tendencia se observé en el grupo de células T CD8" HIV-especificas
CD107A/B" que co-expresaban IL-2 (Figura 22C) pero no alcanzo la significancia; por lo que
en conclusion se puede inferir que la mayoria de las células T CD8" HIV-especificas con

capacidad de degranulacién eran células bi- o tri-funcionales.
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Figura 22: Andlisis de la expresion de CD107 total (A), CD107A/B /IFN-y (B) y CD107A/B / IL-2 (C) en los
individuos reclutados. Se muestran los subgrupos PHI>350 y PHI<350, respectivamente. Las lineas horizontales
muestran los valores de mediana. Los asteriscos denotan distintos valores de p: **, p<0,01 y ***, p<0,001; los
cuales se calcularon utilizando la prueba de Mann-Whitney.

Cuando se realizé un andlisis similar pero teniendo en consideracion la especificidad de la
respuesta (Figura 23), se observo que en el grupo de Cronicos, las células T CD8" Gag-
especificas CD107A/B* (3fx: 5,7%) mostraban una mayor polifuncionalidad en comparacién
con las células Nef-especificas (3fx:1,5%), incluso en proporciones comparables a las
células Gag-especificas observadas en los EC (3fx:8,7%). Sin embargo, no se observaron
diferencias entre las células T CD8* Nef-especificas y Gag-especificas, en términos de
polifuncionalidad asociada a la capacidad de degranulacién en el grupo PHI, tanto en la

muestra basal como en la muestra al afio.

PHI

Cronicos Basal

1 OO 1x
CICIE 2ix
I 3

Gag

Nef

Figura 23: Diagrama de tortas del perfil funcional, segun el péptido utilizado como estimulo (Gag o Nef), de los
individuos Crénicos, EC y PHI (muestra basal y al afio en este ultimo grupo) con capacidad de degranulacién
(CD107A/B"). Las subpoblaciones celulares fueron agrupadas por nimero de funciones, segln si expresan una
(1fx), dos (2fx) o tres (3fx) funciones
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IV. 5. 2. Analisis de la produccion de IFN-y y CD107A/B

Luego, se estudid la IMFr de IFN-y y CD107A/B en las células T CD8" HIV-especificas como
un indicador de estas funciones (Figura 24). El analisis de la IMFr de IFN-y mostro
resultados que concordaban con lo observado previamente al analizar el tamafio promedio

de spots en el ensayo de ELISPOT (Figura 24A).

A IFN- v B CcD107
1209 35, * o
100+ 30+ T o
S S LI
= 801 - a1 1ol lol
% 80 Z204 | ol &
7] o [7) = | .
LL 40+ D w AR B
E = 104 ;
20+ 5]
0 l | L] | | L | | L] 0 | | | | L) | | L] L | L] L]
Nef Gag CEF Nef Gag CEF Nef Gag CEF Nef Gag CEF Nef Gag CEF Nef Gag CEF
Crénicos ~ EC ~ PHI Cronicos  EC ~ PHl

Figura 24: Intensidad de fluorescencia media relativa (IMFr) de IFN-y (A) y CD107A/B (B) en las células T CD8"
Nef-especificas, Gag-especificas y CEF-especificas, calculada como la relaciéon entre la IMF de las células T CD8"
especificas sobre la IMF de las células T CD8" totales, en los individuos Crénicos, EC y PHI. Los datos provenientes
de los sujetos PHI corresponden a la muestra basal. Las lineas horizontales dentro de las cajas muestran el valor
de la mediana. Los asteriscos denotan distintos valores de p: *, p<0,05; los cuales se calcularon utilizando la
prueba de Mann-Whitney. ND, no determinado.

Las células T CD8* CEF-especificas mostraron una IMFr de IFN-y 1,7 veces mayor que las
células T CD8" HIV-especificas, en el grupo de Crénicos (p=0,03) y en los EC (p>0,05),
pero no asi en el grupo PHI. En cuanto a la expresion de CD107A/B, no se observaron
diferencias entre los grupos, en la poblacion de células T CD8* CEF-especificas (Figura 24B).
Cuando se realizé el analisis intragrupo de la IMFr de CD107A/B, se observd que las células
T CD8" Gag-especificas mostraban niveles mayores de IMFr comparado con las células Nef-
especificas tanto en el grupo de Croénicos (1,7 veces mayor p>0,05) como en los individuos
PHI (1,4 veces mayor p=0,033). Mas aun, la IMFr de CD107A/B para las células T CD8"
Gag-especificas fue comparable a la observada para las células T CD8" CEF-especificas en
los tres grupos de sujetos analizados, mientras que la de Nef fue menor. Cuando se realiz6
este mismo analisis pero en la poblacién celular T CD8" doble positiva para CD107A/B* IFN-

y", se observo que la IMFr era mayor para cada funcién, como ya habia sido reportado para
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las células T CD8" polifuncionales [81], y las mismas tendencias observadas en la figura 24
se mantuvieron. Ademas, las diferencias en la expresién de CD107A/B entre las células T
CD8" Nef-especificas versus las Gag-especificas se profundizaron. Sin embargo, esta
observaciéon deriva de un subgrupo de individuos reducido y con un pequefio nimero de
eventos (especialmente en el grupo de Crénicos y PHI), como para poder delinear una

conclusién definitiva.

En resumen, el grupo de EC mostré un mayor namero de células T CD8" HIV-especificas
con capacidad de degranulacién, en comparaciéon a los sujetos Crénicos y PHI. Mas adn, en
estos individuos esta actividad fue acompafada mas frecuentemente, por la capacidad de
secrecion de citoquinas (IFN-y* y/o IL-2), mientras que en los Crénicos y el grupo PHI,
estas células fueron en su mayoria monofuncionales. Dentro del grupo PHI, se observo una
correlacién directa entre el porcentaje de células T CD8" HIV-especificas CD107A/B* IFN-y*
y la capacidad de estas células de mediar VIA. Finalmente, la especificidad de Gag fue
asociada con una mayor capacidad de degranulacién (evidenciada por una mayor IMFr de
CD107A/B), lo cual parece consistente con el hecho de que estas células tienen una mayor

capacidad de mediar inhibicion viral.

IV. 6. ANALISIS DE LOS FACTORES SOLUBLES EN PLASMA Y SU RELACION CON LA

INMUNODOMINANCIA DE GAG

La secrecidon de citoquinas juega un rol clave en muchas enfermedades infecciosas, tanto
moldeando la respuesta inmune que se monta para contrarrestar un patdégeno como
contribuyendo a la patogenia. Reportes previos han establecido que los niveles de
citoquinas en plasma durante la infeccibn aguda de HIV podrian predecir la subsecuente
progresién a la enfermedad [82-84]. En este contexto, se decididé analizar la relacién entre
los niveles de citoquinas presentes en el plasma de los individuos PHI y la
inmunodominancia, ya sea de Gag o Nef, observada previamente en las muestras basales
de este grupo en estudio. Este analisis se llevo a cabo con el objetivo de determinar si

existe asociacion entre determinantes inmunes solubles y celulares asociados con proteccion
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frente a la progresion de la enfermedad. Ademas, se plantedé que si dos parametros
inmunes son verdaderos determinantes de proteccidon, entonces se deberia observar una
asociacion directa entre ellos. Para ello, se determinaron, de manera simultanea 39
citoquinas y quemoquinas (Ver Materiales & M todos, cap tulo III. 9.), en la muestra basal
de plasma en un subgrupo de 28 sujetos PHI. En primer lugar, se observd que del total de
la respuesta HIV-especifica, el porcentaje de células T CD8" Gag-especificas correlacion6
directamente con los niveles de MIP-1B e IL-2 en plasma (Figura 25A y B). Luego del ajuste
del andlisis (Ver Materiales & M todos, cap tulo III. 10.), la correlaciéon entre MIP-1B y el
porcentaje basal de Gag pierde la significancia, sin embargo se observa una clara tendencia
la cual podria estar indicando la existencia de una asociacién directa entre ambos
parametros. Ademas, la proporcion de células T CD8" Nef-especificas correlacioné
inversamente con la concentracién plasméatica de MIP-1B (Figura 25C). Estas observaciones
son particularmente importantes, ya que estas moléculas son secretadas por los linfocitos T
CD8" luego de ser estimulados. Ademas, el porcentaje de células que expresan IL-2 y MIP-
1B tanto de forma individual como en combinaciéon con otras funciones fueron previamente

asociadas con control viral [47, 68, 85-87].
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Figura 25: Correlacién entre la respuesta inmunodominante anti-Gag o anti-Nef y los niveles de
citoquinas/quemoquinas en plasma de los individuos PHI (en las muestras basales). Se observaron correlaciones
significativas entre la inmunodominancia de Gag (A 'y B) y de Nef (C) y la concentraciéon en plasma de IL-2 (A) y
MIP-1B (B y C). Los valores de r y p corresponden a la prueba de Spearman’s. Los valores de p ajustados (p*)
fueron calculados mediante el método de Benjamini & Hochberg por la tasa de falso descubrimiento (FDR).

Cabe resaltar que el factor soluble MIP-1B ha sido reportado previamente por poseer la
capacidad de mediar inhibicién viral in vitro [88]. El hecho de que exista una asociacién

entre mediadores solubles con capacidad antivirales, como son IL-2 y MIP-1B, y la
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inmunodominancia de Gag, se encuentra en concordancia con evidencia previa que indicaria
gue la inmunodominancia temprana por parte de Gag se encuentra de alguna manera
relacionada con la generacion de una respuesta antiviral robusta, eficiente y multifacética,
reforzando asi, la idea de que es un factor determinante de la inmunidad protectiva que

contribuye a una menor tasa de progresion a la enfermedad.

IV. 7. ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DE LOS FENOTIPOS DE MEMORIA EN LAS

CELULAS T CD8* TOTAL Y HIV-ESPECIFICAS

Luego, se decidié estudiar la distribucion de los fenotipos de memoria en los distintos
grupos de individuos reclutados en este trabajo y su asociacién con la progresién a la
enfermedad. Para ello, se realiz6 un analisis inmunofenotipico de las células T CD8" por
citometria de flujo, lo que nos permitié definir cuatro sub-poblaciones (Figura 26A): células
naive (Tyaive CCR7'CD45R0O"), células de memoria central (Tyc, CCR7*CD45R0O"), células de
memoria efectora (Tyg, CCR7 CD45R0O") y células efectoras terminales (Tgr, CCR7 CD45RO
). La distribucién de estas sub-poblaciones se analizé tanto en el total de las células T CD8"
como en las células HIV-especificas. Estas Ultimas se identificaron por su capacidad de
degranular (secrecion de CD107A/B) y/o de secretar citoquinas (IFN-y, IL-2 y/o TNF-q)
luego de la estimulacion con el correspondiente pool de péptidos (como se menciond
anteriormente se utilizaron los pooles de péptidos que presentaron una respuesta positiva
en el ensayo de ELISPOT). Todas las moléculas utilizadas para identificar las células T CD8"
HIV-especificas (CD107A/B, IFN-y, IL-2 y TNF-a) fueron identificadas utilizando anticuerpos
conjugados al mismo fluorocromo (FITC) en funcién de poder detectar las células

respondedoras luego de la estimulacién, independientemente de su funcién particular.

IV. 7. 1. Distribucién de las subpoblaciones de memoria de las células T CD8*

La distribucion de los fenotipos de memoria en el compartimiento celular T CD8" total
mostro la siguiente jerarquia en todos los grupos en estudio: Ter > Tyaive > Twe > Twe (Figura

26B). A pesar de que esta jerarquia se conservo en todos los grupos, se observaron
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diferencias en la proporcion de las subpoblaciones al realizar la comparacién entre grupos.
Se observé que la mediana de la proporcion de las células CD8" Tyave fue mayor en los EC
(36,9%; 1Q25-75: 24,2-44,2), seguido por los DS (31,9%; 1Q25-75: 11,0-38,8), los
individuos PHI (29,0%; 1Q25-75: 15,4-38,9) y por ultimo los Crénicos (20,9%; 1Q25-75:
17,4-26,6). La diferencia observada en la proporcion de células CD8" Tpawe entre los EC y
los DS no fue estadisticamente significativa, apenas alcanza una significancia estadistica
entre los EC y PHI (p=0,0493) y por ultimo difirié significativamente entre los EC y los

Cronicos (p=0,0018).
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Figura 26: Distribucion de las sub-poblaciones de memoria en las células T CD8" totales y HIV-especificas. (A)
Graficos de densidad y superposicion de las sub-poblaciones de memoria total (grafico de densidad) y HIV-
especifica (grafico de puntos coloreados) de un individuo representativo por grupo de estudio. Se definen 4 sub-
poblaciones en cada cuadrante: Ty and Ty..= células Naive y Naive-like, respectivamente (CCR7"/CD45R0O"); Tuc=
células de memoria central (CCR7"/CD45R0O"); Twe= células de memoria efectora (CCR7/CD45R0O"); Ter= células
efectoras terminales (CCR7/CD45R0O"). (B) Porcentaje de las sub-poblaciones T CD8" totales y (C) HIV-especificas
por grupo de estudio. Las lineas horizontales dentro de las cajas muestran el valor de la mediana. Los asteriscos

denotan distintos valores de p: *,p<0,05; **,p<0,01; *** ,p<0,001; los cuales se calcularon utilizando la prueba
de Mann-Whitney.
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Esta observacion indicaria que las células CD8" Tpave cCOmMprenden una gran proporcion del
compartimento T en tiempos tempranos post-infeccién [89]. Por otro lado, la mayor
proporcion de células CD8" Tgr se observé en el grupo de Crénicos (66,5%; 1Q25-75: 56,4-
68,7), seguido por el grupo PHI (64,2%; 1Q25-75: 55,3-79,5), DS (62,6%; 1Q25-75: 51,9-
71,8) y por ultimo EC (56,8%; 1Q25-75: 47,9-74,9) (Figura 26B). La mediana de la
proporcion de las células CD8" Ty fue estadisticamente menor en los individuos PHI (0,6%;
1Q25-75: 0,2-1,3) comparado con ambos grupos de individuos crénicamente infectados:
Crénicos (1,3%; [l1Q25-75: 0,6-2,8]; p=0,0127) y EC (1,5%; [IQ25-75: 0,3-3,3];
p=0,0405). Por dultimo, se observé que el grupo de Crénicos presentaba una mayor
proporcion (aproximadamente el doble) de células CD8" Tye (13,9%; 1Q25-75: 11,3-19,5),
comparado con los EC (7,1%; [1Q25-75: 3,2-13,0]; p=0,0048), DS (6,5%; [1Q25-75: 3,2-
11,2]; p=0,0076) y PHI (4,5%; [1Q25-75: 2,5-10,1]; p<0,0001). Se realiz6 un anélisis
similar entre los subgrupos PHI>350 y PHI<350 y no se observaron diferencias
estadisticamente significativas. En conjunto, estos resultados indican que la distribucién del
fenotipo de memoria en el compartimiento celular T CD8" evaluado en tiempos tempranos
post-infeccidn es similar a lo observado en DS y EC. En contraste, una alta proporcién de
células T CD8" que presentan un fenotipo con mayor diferenciacién, como son las células
CD8" Tme Y Ter, Se observo en el grupo de Crdénicos virémicos, mientras que una mayor
proporcion de células CD8" menos diferenciadas Tyave Y Tuc S€ Observo en los EC, similar a

lo observado en DS (Figura 26B).

IV. 7. 2. Distribucion de las subpoblaciones de memoria en las células T CD8" HIV-

especificas

La distribucion de los fenotipos de memoria en el compartimiento T CD8" HIV-especifico
reflej6 lo observado en el compartimiento total. Sin embargo, se observaron algunas
diferencias importantes. Dentro del contexto de este trabajo, cabe sefialar que debido a
limitaciones técnicas, nuestra definicion de células CD8" Tnasive NO es lo suficientemente

estricta como para excluir completamente a la subpoblacién de células de memoria
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temprana, denominadas células stem de memoria (stem-cell memory T-cells) [90]. Para
evadir por completo esta dificultad técnica, es necesario incluir marcadores de superficie
adicionales (como por ejemplo CD95) en el panel de marcaciéon [91]. Por lo tanto, cuando
nos referimos a las células T CD8" HIV-especificas CCR7"CD45R0O", utilizaremos el término
“naive-like"” (Tnaive-Like). La mayor proporcién de células CD8" Tpawve-Like HIV-especificas se
observo en los EC (24,2%; 1Q25-75: 18,4-32,5), seguido por los sujetos PHI (18,5%; 1Q25-
75: 14,0-33,3) y por ultimo el grupo de Croénicos (14,34%; 1Q25-75: 8,0-21,4; p=0,0164)
(Figura 26C). El grupo de Crdénicos, mostré6 una proporciéon significativamente mayor de
células CD8" Tye HIV-especificas (22%; 1Q25-75: 10,0-28,2), comparado con el grupo PHI
(7,4%; [1Q25-75: 4,6-18,3]; p=0,002) y con los EC (8,8%; [IQ25-75: 4,7-15,8];
p=0,0111). Ademas, presenté una menor proporcion de células CD8" Tgr HIV-especificas
(54,9%; 1Q25-75: 39,7-66,0), comparado con los PHI (58,9%; 1Q25-75: 51,3-72,9) y con
los EC (63,5%; 1Q25-75: 41,9-69,8). Estos resultados estan en concordancia con estudios
previos que indican que, durante la infeccion crdnica progresiva, hay un arresto en la
maduracion de las células T CD8" HIV-especificas de Tye a Ter [39, 92]. Para obtener un
panorama mas amplio al respecto, se estudi6 la relacién entre las células CD8* HIV-
especificas Tye + Ter mediante el calculo del coeficiente Tye/ (Tyet Ter) en todos los grupos.
El objetivo fue analizar la proporcién de células Tye en funcidon del total de la subpoblacion
mas diferenciada (Tye mas Tgr). Se observd que la relacion  Tye/ (Tyet Ter) fue
significativamente mayor en el grupo de Crénicos comparado con los EC (p=0,0144) y los
sujetos PHI (p=0,0042) (Figura 27A). Por otro lado, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los EC y PHI o entre los subgrupos PHI>350 versus
PHI<350. Mas aun, los porcentajes de células CD8" HIV-especificas Tue Yy Ter
correlacionaron negativamente en los individuos PHI (r=-0,458; p=0,0095; Figura 27B) y
en los EC (r=-0,546; p=0,0351; Figura 27C) mientras que no se observé dicha correlacion
en el grupo de Crénicos (r=0,258; p>0,05; Figura 27D). Estos resultados apoyan la
hip6tesis de que la diferenciacion de las células CD8" Tgr a partir de las Tye se encuentra

alterada en los individuos cursando la infeccidn crénica virémica. Sin embargo, no es el caso
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gue se observa en los EC o0, alln mas importante, en los individuos de infeccién primaria. En
estos individuos este resultado estaria indicando la existencia de una preservacién temprana

del compartimiento celular T CD8" previo a la entrada en la etapa crénica de la infeccién.
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Figura 27: Arresto en la diferenciacién de las células T CD8" HIV-especificas desde memoria efectora (Twe) hacia
efectoras terminales (Ter) de los sujetos enrolados en el estudio. (A) Relacion de las células CD8" HIV-especificas
Twe/ (Tvet Ter) por grupo de estudio. Correlacidon entre las células CD8" HIV-especificas Ter versus Tye en el grupo
PHI (B), en los EC (C), y en el grupo de Cronicos (D). En el grupo PHI, los puntos verdes y blancos denotan los
subgrupos PHI<350 y PHI>350 respectivamente. En el grafico A, las lineas horizontales dentro de las cajas
muestran el valor de la mediana. El andlisis intergrupo se realizé mediante el test Mann-Whitney. Los asteriscos
denotan distintos valores de p: *, p<0,05; **, p<0,01. En el anédlisis de correlacién el valor de ry p corresponde a
la prueba de Spearman’s.

Finalmente, en base a nuestros resultados que mostraron que las células T CD8" Gag-
especificas tienen una mayor capacidad de mediar funciones antivirales, hipotetizamos que
la distribucién de los fenotipos de memoria en el compartimiento de células T CD8" HIV-
especificas podria variar de acuerdo al antigeno utilizado como estimulo, por ejemplo el pool/
de péptidos Nef versus Gag. Sin embargo, no se observaron asociaciones entre la
especificidad antigénica y el fenotipo de memoria de las células T CD8" en todos los grupos

analizados.
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IV. 7. 3. La distribucién de las células T CD8* de memoria estid asociada con

marcadores de progresion a la enfermedad

En base a los resultados descriptos en esta tesis, en cuanto a la distribucion de los fenotipos
de memoria, tanto en el compartimiento T CD8" total como el compartimiento HIV-
especifico, en los distintos grupos en estudio, los cuales a su vez representan distintos
estadios de progresion a la enfermedad, se hipotetiz6 que dentro del grupo PHI, la
frecuencia relativa de las distintas subpoblaciones de memoria evaluadas en la muestra
basal podrian asociarse con diferentes tasas de progresion a la enfermedad. De ser asi, la
frecuencia relativa de una subpoblacion dada, ensayada a tiempos tempranos post-
infeccién, podria postularse como un indicador de la posterior tasa de progresién a la
enfermedad. Para evaluar esto, se realizaron analisis de correlacion entre el porcentaje de
las distintas subpoblaciones de memoria de los sujetos reclutados en este estudio y los

datos clinicos obtenidos en la muestra basal y durante el primer afio post-infeccién.
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Figura 28: Correlaciones entre la proporcién de la subpoblacion celular CD8" Twaive (A) ¥ Tue (B 'y C) evaluados en
la muestra basal de los individuos PHI y el recuento de células T CD4" basal (Ay B) o el set point inmune (C). Los
puntos verdes y blancos denotan los subgrupos PHI<350 y PHI> 350, respectivamente. En el analisis de correlacion
el valor de ry p corresponde a la prueba de Spearman’s.

En cuanto al compartimiento de células T CD8" totales, y siempre analizando el grupo de
individuos PHI, se observo en primer lugar que la proporcion de células CD8" Tpave S€
correlacion6 de manera directa con el recuento de células T CD4* basal (r=0,330;
p=0,0432; Figura 28A) y, en contraste, la proporcion de células CD8" Tye se correlaciond
inversamente con el recuento de células T CD4" basal (r=-0,363; p=0,0274; Figura 28B) y
con el set point inmune (r=-0,443; p=0,0142; Figura 28C) indicando que la diferenciacion

de manera temprana de estas subpoblaciones celulares se asociaria luego con el nivel de set
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point inmune. Por otro lado, no se encontr6 asociacién alguna entre las distintas
subpoblaciones de células T CD8" y la CV plasmatica o el set point viral. Por ultimo, al
analizar los niveles basales de activacién inmune, se observé una asociacién indirecta entre
la proporcion de células CD8" Tpawey la activacion inmune de la poblacion linfocitaria T CD4"
(r=-0,542; p=0,0008; Figura 29A) y, por el contrario, se observd una asociacidon directa
entre los linfocitos CD8" Tye y la activacion inmune de la poblacién linfocitaria T CD8"
(r=0,349; p=0,0368; Figura 29B).
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Figura 29: Correlaciones entre la proporcion de la subpoblacion celular CD8" Twawve (A) Y Twe (B) evaluados en la
muestra basal de los individuos PHI y la activacién inmune de la subpoblacién de linfocitos T CD4" (A) o T CD8"
(B). Los puntos verdes y blancos denotan los subgrupos PHI<350 y PHI>350, respectivamente. En el anélisis de
correlacion el valor de ry p corresponde a la prueba de Spearman’s.

Cuando se analiz6 el compartimiento T CD8" HIV-especifico, se encontré que la proporcién
de células CD8" Tpave-Like S€ COrrelaciond directamente con el porcentaje de células T CD4"
basal (r=0,383; p=0,0368, Figura 30A). Por el contrario, la proporcion de células CD8" Tye
HIV-especificas se correlacion6 de manera inversa con el porcentaje de células T CD4" basal
(r=-0,448; p=0,0167, Figura 30B) y con el set point inmune (r=-0,599; p=0,0086, Figura
30C). Las mismas tendencias significativas se observaron cuando se analizé la relacion
Twe/ (Twet Ter) en el compartimiento T CD8" HIV-especifico (r=-0,472; p=0,0129, Figura 30D

y r=-0,629; p=0,0091, Figura 30E, respectivamente).
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Figura 30: Correlaciones entre la proporcion de la subpoblacion de células CD8" Twawe-Like (A), Twe (B y C), la
relacion Tye/ (Tuet Ter) (D y E) evaluados en la muestra basal de los individuos PHI y el porcentaje de células T
CD4" basal (A, By D) o el set point inmune (Cy E). Los puntos verdes y blancos denotan los subgrupos PHI<350 y
PHI> 350, respectivamente. En el andlisis de correlacion el valor de ry p corresponde a la prueba de Spearman’s.

Por otro lado, la proporcion de células CD8" Tpave-Like S€ relacioné de manera inversa con la
CV plasmatica evaluada en la muestra basal (r=-0,460; p=0,0093, Figura 31A) y el set
point viral (r=-0,630; p=0,0022, Figura 31B). Ademas, la proporcion de células CD8" Tye
HIV-especificas se correlacionaron directamente con el set point viral (r=0,571; p=0,0208,
Figura 31C). Luego, se analiz6 la asociacion con la activacion inmune, observandose una
correlacién directa tanto con el porcentaje de células CD8" Tye HIV-especificas (r=0,489;
p=0,0132, Figura 32A), como con la relacion Tyg/ (Tuet Ter) en el compartimiento T CD8”

HIV-especifico (r=0,482; p=0,0146, Figura 32B).
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Figura 31: Leyenda en pagina siguiente
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Figura 31: Correlaciones entre la proporcion de la subpoblacion de células CD8" Twaive-tike (A Y B), Twe (C) evaluados
en la muestra basal de los individuos PHI y la CV plasmética basal (A) o el set point viral (B y C). Los puntos
verdes y blancos denotan los subgrupos PHI<350 y PHI>350, respectivamente. En el analisis de correlacién el
valor de ry p corresponde a la prueba de Spearman’s. (Figuras en pagina anterior)

Por ultimo, se observo que la relacion Tyg/ (Tuet Ter) en el compartimiento T CD8* HIV-
especifico correlacionaba de manera directa con los niveles plasmaticos de tres citoquinas
asociadas a progresion a la enfermedad como son IP-10 (r=0,499; p=0,0251, Figura 33A),

IL-1a (r=0,509; p=0,0220, Figura 33B) e IL-15 (r=0,538; p=0,0144, Figura 33C).
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Figura 32: Correlaciones entre la proporcion de la subpoblacién de células CD8" Twe (A), la relacion Tve/ (Twet+ Ter)
(B) evaluado en la muestra basal de los individuos PHI y la activacién inmune de la poblacién linfocitaria T CD8".
Los puntos verdes y blancos denotan los subgrupos PHI<350 y PHI>350, respectivamente. En el andlisis de
correlacion el valor de ry p corresponde a la prueba de Spearman’s.

En conjunto, y en concordancia con el anélisis intergrupo realizado, estos resultados indican
que una mayor proporcién relativa tanto de las células CD8" Tpae totales como HIV-
especificas (Tyaive-Like) @ tiempos tempranos post-infeccion se correlaciona con un mejor
estatus inmunolégico en términos de recuento de células T CD4" basal como con el set point
inmune. De manera inversa, una mayor proporcion de células CD8" Tyeg y su acumulacion
relativa en funcion del conjunto de células efectoras (Tyet+ Ter) en el compartimiento T CD8™
HIV-especifico (evaluado como la relacién Tyg/ (Tuet Ter)) se correlaciona con marcadores de
progresion rapida a la enfermedad: un menor recuento de células T CD4" basal y un menor
set point inmune, asi como también un mayor set point viral (esto ultimo, s6lo para el
compartimento T CD8" HIV-especifico) y mayores niveles, tanto celulares como factores

solubles, de activacién inmune.
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Figura 33: Correlaciones entre la relacion de las células CD8" HIV-especificas Twe/ (Twet Ter) evaluado en la
muestra basal de los individuos PHI y los niveles plasmaticos de las citoquinas IP-10 (A), IL-1a (B) e IL-15 (C). Los
puntos verdes y blancos denotan los subgrupos PHI<350 y PHI>350, respectivamente. En el anélisis de correlacion
el valor de ry p corresponde a la prueba de Spearman’s. Los valores de p ajustados (p*) fueron calculados
mediante el método de Benjamini & Hochberg por la tasa de falso descubrimiento (FDR).

IV. 8. ANALISIS DE LA EXPRESION DEL FACTOR DE MUERTE CELULAR
PROGRAMADA 1 (PD-1) DURANTE LA INFECCION PRIMARIA Y SU
ASOCIACION CON LA DISTRIBUCION DEL FENOTIPO DE MEMORIA Y

PROGRESION A LA ENFERMEDAD

Con el objetivo de profundizar el analisis del fenotipo de los linfocitos T CD8" durante la
infeccion primaria por HIV, se analizo, tanto en la poblacién de células T CD8" totales como
en las HIV-especificas, la expresion de PD-1, una molécula comiunmente asociada al
agotamiento funcional de las células T. El analisis se llevé a cabo en un subgrupo de 19
individuos PHI, utilizando muestras obtenidas a los 8+1 meses post-infeccion, donde se
estudiaron la relacion entre la expresiéon de PD-1, los marcadores de progresion a la
enfermedad (CV plasmatica, recuento de células T CD4", activacion inmune) asi como

también la especificidad, la funcionalidad y la distribucion de las poblaciones de memoria.

IV. 8. 1. Andlisis de la expresion de PD-1 en los individuos cursando la infeccién

primaria

Al analizar la expresion de PD-1, se observé que un 31,8% (mediana; 1Q25-75: 22,6-40,2)
de la poblacion T CD8" total expresaba este marcador de agotamiento celular (Figura 34A).

A su vez un porcentaje similar de expresion se observé en la poblacion T CD8" HIV-
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especifica (mediana 30,8%; 1Q25-75: 22,1-45,3). Mas aun, al dividir al grupo PHI, se
evidencio que, los individuos PHI<350 presentaban una mayor proporcion de células T CD8"
PD-1", tanto totales como HIV-especificas, comparado con su contraparte PHI>350 (45,6%
versus 28,8% [p>0,05] y 40,0% versus 25,0% [p=0,0109], respectivamente, Figura 34A).
En el caso del compartimiento T CD8" total se observo una clara tendencia a pesar de que

no alcanzo6 a ser una diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 34: Expresion de la molécula PD-1 en los individuos PHI. Porcentaje de PD-1 (A), PD1-"% (B) y PD-1"" (C)
tanto en el total de las células T CD8" como en la poblacién HIV-especifica. Los puntos verdes y blancos denotan
los subgrupos PHI<350 y PHI> 350, respectivamente. Las lineas horizontales dentro de las cajas muestran el valor
de la mediana. Los asteriscos denotan distintos valores de p: *, p<0,05; **, p<0,01; calculados mediante el test
de Mann-Whitney.

Con el fin de realizar un analisis mas profundo de esta poblacion se decidié subdividir los
eventos PD-1" en PD-1"°" (Figura 34B) y PD-1"%" (Figura 34C) en funcién de la IMF, lo que
refleja su nivel de expresion. En su mayoria, las células T CD8" PD-1" (tanto totales como
HIV-especificas) presentaron un fenotipo PD-1"°" (mediana: 28,2%; [1Q25-75: 20,5-38,3] y
28,2%; [1Q25-75: 20,7-40,0]; respectivamente) y una pequefia proporcion mostré un
fenotipo PD-1"9" (2,7%; [1Q25-75: 2,0-3,2] y 3,6%; [1Q25-75: 2,2-8,1], respectivamente).
Sin embargo, cabe destacar que las células T CD8" HIV-especificas difirieron
significativamente con respecto a la poblaciéon total en el subgrupo de células PD-1"9"
(p=0,0294, Figura 34C). Estos parametros también fueron evaluados en ambos subgrupos
de individuos PHI. Nuevamente el subgrupo PHI<350 presentaba una clara tendencia a una
mayor proporcién de células, tanto PD-1"" como PD-1"9" en ambos compartimientos

(poblacién T CD8" total y HIV-especifica), comparado con su contraparte, PHI>350 (PD1-°":
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43,4%; [1Q25-75: 24,1-46,8] versus 26,0%; [1Q25-75: 16,6-33,5] y 40,0%; [1Q25-75:
32,1-46,8] versus 23,5%; [1Q25-75: 18,8-34,8], respectivamente, Figura 34B)(PD-1"9":
2,7%; [1Q25-75: 2,5-4,5] versus 2,4%; [1Q25-75: 1,6-3,3] y 9,4%; [1Q25-75: 3,3-10,7]
versus 3,5%; [1Q25-75: 2,1-6,5], respectivamente, Figura 34C); siendo significativa esta
diferencia Gnicamente para la poblacién T CD8" PD-1"" HIV-especifica (p=0,0025).
Ademas, se observaron correlaciones positivas entre la proporcién de células T CD8" totales
y la proporcion de células T CD8" HIV-especifica tanto en la subpoblacion celular PD-17 total
(r=0,7008, p<0,0001, Figura 35A) asi como también para la subpoblacién celular PD-1""
(r=0,7674, p<0,0001, Figura 35B). Sin embargo, no se observé correlacién en la
subpoblacién celular PD-1"9" (r=0,3308, p>0,05; Figura 35C). Esto, sumado al resultado
descripto en la Figura 34C donde las células T CD8" HIV-especificas muestran una
proporcién significativamente mayor de PD-1"9" comparado con las células T CD8" totales,
indica que la molécula PD-1 es modulada positivamente y de manera preferencial en la
poblacién celular T CD8" HIV-especifica como habia sido descripto con anterioridad [93-95].
En cuanto al compartimiento HIV-especifico, no se observaron diferencias en la expresién
de PD-1 en funciéon de las distintas especificidades celulares (es decir, cuando los pooles de

péptidos Nef, Gag o CEF se utilizaron como estimulo).
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Figura 35: Correlaciones entre las subpoblaciones T CD8" total y HIV-especifica en el contexto de la expresion de
la molécula PD-1, evaluado en los individuos PHI: (A) porcentaje de células T CD8" PD-1" versus el porcentaje de
células T CD8" PD-1" HIV-especificas. (B) porcentaje de células T CD8" PD-1"°" versus el porcentaje de células T
CD8* PD-1"°" HIV-especificas. (C) porcentaje de células T CD8" PD-1"9" versus el porcentaje de células T CD8* PD-
19" H|V-especificas Los puntos verdes y blancos denotan los subgrupos PHI<350 y PHI> 350, respectivamente. En
el andlisis de correlacién el valor de ry p corresponde a la prueba de Spearman’s.
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Dadas las diferencias observadas entre los subgrupos PHI>350 y PHI<350, se decidi6
evaluar la posibilidad de una relacién entre la expresion de PD-1 y los parametros clinicos
en este grupo de estudio. En primer lugar se observé una correlacién negativa entre el
porcentaje de células T CD8" PD-1", tanto en el compartimiento total como HIV-especifico,
y el porcentaje de células T CD4* (r=-0,0510, p=0,0109 y r=-0,457 y p=0,0216,
respectivamente) (Figura 36A y 36B). En contraste, no se encontrd ninguna otra asociacion
entre la expresién de PD-1 (analizada como el porcentaje de PD-1 o la IMF) en las células T
CD8" (tanto en el compartimiento total como HIV-especifico) y los restantes marcadores de
progresién, como ser la CV plasmatica, el set point viral o los marcadores de activacién
inmune. Por otro lado, cuando se analiz6 la proporcién celular que expresaban los fenotipos
PD-1"" y PD-1"9" se observé una correlacién directa entre el porcentaje de células T CD8"
PD-1"9" y |a CV plasmatica (r=0,447, p=0,0287, Figura 36C). Estos resultados sugieren una

relacion entre la expresion de PD-1 y una progresion rapida a la enfermedad.
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Figura 36: Correlaciones entre los parametros clinicos y la expresiéon de PD-1 en el compartimiento celular T CD8"
de los individuos PHI: porcentaje de células T CD4" versus el porcentaje de células T CD8" PD-1" totales (A) o el
porcentaje de células T CD8* PD-1* HIV-especificas (B). CV plasmatica versus el porcentaje de células T CD8* PD-
119" Hiv-especificas (C). Los puntos verdes y blancos denotan los subgrupos PHI<350 y PHI>350,
respectivamente. En el andlisis de correlacién el valor de ry p corresponde a la prueba de Spearman’s.

IV. 8. 2. Asociacion entre la expresion de PD-1 y la distribucion del fenotipo de

memoria en los individuos cursando la infeccién primaria

Se decidi6 evaluar las posibles relaciones entre los patrones de expresion de PD-1 y la
distribucién de las subpoblaciones de memoria, durante la infeccion primaria. En primer
lugar se encontré que el porcentaje de células T CD8" PD-1"%" en ambos compartimientos

total y HIV-especifico, correlacioné de manera negativa con la proporcion de células CD8"
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Tme, también en los compartimientos total y HIV-especifico (r=-0,501, p=0,0341 y r=-
0,668, p=0,0047, respectivamente) (Figura 37A y 37C). Por el contrario, se observé una
correlaciéon positiva con la proporcion de células CD8" Tg, nuevamente en ambos
compartimientos total y HIV-especifico (r=0,510, p=0,0308 y r=0,564 p=0,0228,
respectivamente) (Figuras 37B y 37D). Ademas, la relacion entre las células HIV-especificas
Twe! (Twet Ter) correlacioné de manera inversa con la proporcion de células T CD8* PD-1H¢"
HIV-especificas (r=-0,674, p=0,0042, Figura 37E). Estos resultados se encuentran en
concordancia con datos previos que muestran que PD-1 no es solamente un marcador de
agotamiento celular si no que su expresion también se encuentra relacionada con los

estadios de diferenciacion de las células T CD8" y el estado de activacion de las mismas

[96].
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Figura 37: Correlaciones entre la proporciéon de la subpoblaciones de memoria evaluado en la muestra basal y la
expresion de PD-1 evaluada a los 8 meses post-infeccién en los individuos PHI: porcentaje de células CD8" Tue (A)
o Ter (B) versus el porcentaje de células T CD8* PD-1"%"total. Porcentaje de células HIV-especificas CD8" Tye (C),
Ter (D) o la relaciéon Tye/ (Tuet Ter) (E) versus el porcentaje de células CD8* PD-1"9" HiV-especificas. Los puntos
verdes y blancos denotan los subgrupos PHI<350 y PHI>350, respectivamente. En el analisis de correlacién el
valor de ry p corresponde a la prueba de Spearman’s.
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IV. 9. ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE LAS
CELULAS T CD8' Y EL PATRON DE MEMORIA Y EXPRESION DE PD-1,

DURANTE LA INFECCION PRIMARIA

En esta tesis, se mostr6 que las células T CD8" HIV-especificas, durante la infeccién
aguda/temprana, son capaces de mediar actividad antiviral (VIA) y que la magnitud de esta
actividad se encuentra asociada con un mayor set point inmune (Figura 18B). En
consecuencia, se decidio analizar la posible relacién entre el fenotipo de las células T CD8" y
la funcionalidad de las mismas en un subgrupo de 11 individuos PHI. En primer lugar, no se
encontrd una asociacion entre el fenotipo de memoria y la capacidad de las células T CD8"
HIV-especificas de ejercer alguna funcion en particular (ya sea degranular o secretar
citoquinas) asi como tampoco con la proporcién de células T CD8" polifuncionales. Ademas,
no se encontro asociacion alguna entre la expresion de PD-1 por parte de las células T CD8"

y su funcionalidad.
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Figura 38: Correlaciones entre la capacidad antiviral de las células T CD8" de suprimir la replicacién viral ex vivo
(VIA) y el porcentaje basal de las subpoblaciones HIV-especificas: (A) capacidad antiviral evaluada en la muestra
basal versus el porcentaje de células CD8" Twe HIV-especificas; (B) la relacion CD8* Twe/(Twet+ Ter); (C) o el
porcentaje de células CD8" Tgr HIV-especificas. Capacidad antiviral evaluada al afio post-infeccion versus (D) el
porcentaje de células CD8" Tue HIV-especificas; (E) la relacion CD8" Twe/ (Twet+ Ter); (F) o el porcentaje de células
CD8* Ter HIV-especificas. Los puntos verdes y blancos denotan los subgrupos PHI<350 y PHI>350,
respectivamente. En el andlisis de correlacién el valor de ry p corresponde a la prueba de Spearman’s.
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Por el contrario, se observd una correlacién inversa entre el VIA evaluado en la muestra
basal de los individuos PHI y la proporcion de células HIV-especificas CD8" Tye (r=-0,593,
p=0,0096; Figura 38A) y la relacion CD8" HIV-especifica Tyg/(Twet Ter) (r=-0,613,
p=0,0069; Figura 38B). En contraste, se obtuvo una correlacidon positiva con la proporcion
de células CD8" HIV-especificas Tegr (r=0,718, p=0,0008; Figura 38C). Estos resultados
indican que la magnitud de la actividad antiviral de las células T CD8" durante la etapa
aguda/temprana de la infecciébn se encuentra relacionada con una mayor proporcidon de
células T CD8" HIV-especificas con un fenotipo efector terminal, capaces de ejercer
rapidamente funciones efectoras. Ademas, un mayor arresto de la diferenciacién de las
células T CD8" HIV-especificas (evidenciado por una mayor relacion Tyg/ (Twet Ter)) Se
traduce en una menor actividad antiviral. Mas alun, cuando se analizé el fenotipo de las
células T CD8" HIV-especificas en la muestra basal y la actividad antiviral a los 12 meses
post-infeccidn, se observaron las mismas correlaciones, estadisticamente significativas,
(Figura 38D a 38F) indicando que la diferenciacién temprana del fenotipo celular de la
poblacion T CD8" también se encuentra relacionado con la funcion antiviral de las mismas

mas alla del establecimiento del set point.
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Se ha puesto especial énfasis, a lo largo de los Gltimos afios, en el estudio de la respuesta T
CD8" ya que ha sido demostrado, tanto en modelos de primates como en infecciones
naturales en humanos, el rol critico que juega en el control del HIV [97, 98]. Esto es aln
maés evidente durante los primeros estadios de la infeccion, donde el surgimiento de las
células T CD8" HIV-especificas esta asociado con el descenso del pico de viremia [99],
caracteristico de la infeccién aguda. Por esta razén, se han realizado enormes esfuerzos en
tratar de comprender qué funciones en particular y/o qué fenotipo celular, dentro de la
poblacion total de células T CD8", son las que mejor se asocian al control de la replicacion
viral [98]. Ademas, esta informacidon seria fundamental para lograr definir los correlatos
inmunes de proteccion, asi como también para poder evaluar posibles candidatos vacunales.
En este sentido, es esencial el estudio de cohortes que aborden la caracterizacién de la
respuesta T CD8" durante la infeccion aguda en busca de potenciales marcadores asociados
con progresion a la enfermedad. Hasta la fecha, la mayoria de los estudios provienen de
cohortes de América del Norte, Europeas o Africanas, pero existe muy poca informacion
proveniente de regiones como América del Sur, en donde se necesitan estudios a nivel local
para poder comprender las caracteristicas particulares de la infeccién en esta regién. Cabe
resaltar, que las cohortes en estudio deben estar bien definidas bajo estrictos criterios de
inclusidon, poseer un tamafio muestral acorde y presentar una potencia significativa para que

los datos que surjan del analisis sean concluyentes.

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue estudiar multiples aspectos funcionales y
fenotipicos de la respuesta T CD8" HIV-especifica durante la infeccion aguda/temprana en
un grupo de individuos pertenecientes a una cohorte Argentina de seroconversores, Yy
comparar los resultados con los grupos de control compuestos por sujetos Crénicos y Elite
Controllers. Esta cohorte ha sido previamente analizada en cuanto a sus caracteristicas
clinicas y epidemiolégicas [63]. Por consiguiente, con el objetivo de delinear las
caracteristicas de la respuesta T CD8" que mejor se asocien con progresion a la enfermedad
en esta cohorte de individuos infectados, hemos encontrado que: (i) existen diferencias en

cuanto a los blancos virales inmunodominantes de la respuesta HIV-especifica temprana
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entre individuos con distintas tasas de progresién a la enfermedad (en términos de pérdida
del nimero de células T CD4") durante el primer afio de infeccion (Figura 14 y 15); (ii) se
detectaron células T CD8" HIV-especificas polifuncionales durante la infeccion aguda, pero
su frecuencia no se asocié con el control viral o con proteccion (Figura 19); (iii) la
distribucién del fenotipo de las poblaciones T CD8" de memoria se encuentra alterada en la
infeccion primaria, ademas un panel de memoria menos diferenciado (células Tyaive ¥ Thaive-
Like) S€ correlaciond con una progresion tipica a la enfermedad, mientras que un panel con
una mayor diferenciacion (células Tye y el balance Tye/(Twet Ter)) Se asocié con una
progresién rapida a la enfermedad (Figura 26-32); (iv) una mayor expresién del marcador
de agotamiento celular PD-1 se asocio con un perfil de memoria con mayor diferenciacion y
se relaciond con una progresion rapida (Figura 34-36); (v) las células T CD8" capaces de
mediar supresion viral in vitro también fueron detectadas durante la infeccién
agudal/temprana (Figura 17) y por ultimo (vi) una mayor capacidad de mediar supresién
viral durante la infeccion aguda/temprana se asocié con un mayor set point inmune; se
relaciondé con la inmunodominancia de la respuesta anti Gag; una mayor capacidad de
degranular y secretar IFN-y y correlacioné con un panel de memoria con una mayor
diferenciacién hacia un fenotipo terminal (Figura 17, 18, 23 y 38). La mayor contribucion de
este trabajo yace en la correlacion observada entre las propiedades funcionales y
fenotipicas de las células T CD8* HIV-especificas durante la infeccion aguda/temprana y el
desenlace clinico al afio post-infeccion. Por otro lado, este es el primer reporte, donde se
realiz6 una caracterizaciéon inmunolégica de la respuesta T CD8" en una cohorte de

individuos, cursando la infeccién aguda/temprana, proveniente de Sud América.

BLANCOS ANTIGENICOS Y MAGNITUD DE LA RESPUESTA

Las proteinas virales que son blanco de la respuesta celular especifica han sido estudiadas y
descriptas, tanto en la infeccion aguda/temprana como en la fase crénica de la infeccion por
HIV, hallandose claras diferencias entre ellas. Mientras que en estadios tempranos de la

infeccion, las células con especificidad por Nef dominan la respuesta [67, 100], con el
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transcurso del tiempo, la respuesta se amplia hacia otros epitopes virales de otras proteinas
como Gag, Env y Vpr [54, 56, 74, 101, 102]. Muchos de estos estudios han reportado que
la respuesta celular especifica anti-Gag esta asociada a una baja viremia en la etapa croénica
de la infeccion [56, 74, 97, 103]. Otros reportes indican que Gag es un blanco
inmunodominante en EC [76, 104], tanto en sangre como en tejido linfoide asociado a
mucosa [105], apoyando la hipétesis del importante rol que presentan las células Gag-
especificas en la restriccion de la replicacion viral. Algunas hipotesis sobre los posibles
mecanismos que explicarian la habilidad que poseen las células Gag-especificas de controlar
la replicacion viral incluyen la capacidad de eliminar células recientemente infectadas
(incluso antes de la integracion del genoma viral al genoma del huésped) [106, 107], las
limitaciones que presenta Gag para evadir la presién inmune [108, 109], y la alta capacidad
de mediar actividad antiviral, la cual se discutira en el siguiente parrafo. En concordancia
con estos hallazgos, en este trabajo se observd que las células con especificidad frente a
Gag (en particular las células p24-especificas) dominan la respuesta en EC, tanto en
términos de magnitud como en jerarquia (Figura 14A y 14B). Por el contrario, las células
Nef-especificas dominan la respuesta en los individuos cursando la infecciéon aguda (PHI).
Sin embargo, cuando este grupo se dividié en los subgrupos PHI>350 y PHI<350, se
observd que las células Nef-especificas dominaban claramente la respuesta anti-HIV en el
grupo que presenta una progresion rapida (PHI<350) (Figura 14A-C). Ademas, en los
sujetos PHI se observé una correlacion directa, estadisticamente significativa, entre la
inmunodominancia de la respuesta basal anti-Gag y el recuento basal de células T CD4" y el
set point inmune. Por el contrario, se observé una correlacién inversa entre el porcentaje
basal de Gag y el logaritmo del set point viral (Figura 16). En concordancia con nuestros
resultados, otros autores han descripto correlaciones directas entre la magnitud de la
respuesta T CD8" Nef-especifica y la CV en una cohorte de individuos recientemente
infectados con variantes virales de subtipo C [110]. Un trabajo publicado recientemente por
Riou y colaboradores [111] caracteriz6 la respuesta T CD8" HIV-especifica, en individuos

cursando la infeccién aguda, analizando el impacto que tiene la magnitud, asi como también
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la polifuncionalidad y la especificidad de la respuesta sobre el establecimiento del set point
viral. En linea con nuestras observaciones, este trabajo muestra que el efecto de la
magnitud de la respuesta HIV-especifica en el control de la replicacion viral es dependiente
de la especificidad de la proteina viral que se tenga como blanco. A su vez, evidenciaron
gue una mayor frecuencia de respuesta anti-Gag se asociaba con un menor set point viral.
En conjunto, los resultados de la presente tesis, junto con la bibliografia reciente,
argumentan en favor de que una mayor inmunodominancia de Gag de manera temprana

contribuye a una menor tasa de progresion a la enfermedad.

CAPACIDAD DE SUPRESION VIRAL (VIA)

La habilidad de las células T CD8" de eliminar células infectadas depende de miultiples
factores y puede ocurrir por distintos mecanismos como ser a través de mediadores
solubles, o por contacto célula-célula. La evaluacion de la capacidad inhibitoria ex vivo (VIA)
provee una medicion global del potencial antiviral de las células T CD8" [68]. Reportes
previos, han utilizado este ensayo para evaluar el VIA que llevan a cabo las células T CD8"
obtenidas de muestras de EC, controladores virémicos, individuos crénicos con y sin
tratamiento [76-80, 112, 113], asi como también individuos y simios vacunados [78, 114].
Estos estudios, demostraron que el VIA correlaciona con la magnitud de la respuesta T
CD8" Gag-especifica [76, 80], que la expresion de alelos HLA-I “protectivos” no es una
condicion necesaria para que las células T CD8" medien VIA [78, 80], y que un mayor VIA
se encuentra asociado con altas frecuencias de células T CD8" HIV-especificas con
capacidad de degranulacion (evaluado por la expresion de CD107 A/B) y usualmente
acompafada por otras funciones antivirales como la secrecién de IFN-y y MIP-1B3 [78, 80,
112, 114]. En el presente trabajo se encontré que las células T CD8" provenientes de EC
median VIA con una mayor magnitud y amplitud en comparacion con aquellas células
provenientes de sujetos Crénicos (Figura 17). Ademas, hemos demostrado que las células T
CD8" capaces de mediar VIA pueden ser detectadas en individuos cursando la infeccién

aguda/temprana, incluso a tiempos muy tempranos post-infeccion (con una magnitud
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menor en comparacion con el grupo de EC), y que esta actividad antiviral persiste en el
tiempo (Figura 17). Al dia de hoy existen Unicamente dos reportes en los que se estudio la
capacidad de las células T CD8" de mediar VIA en individuos cursando la infeccién
aguda/temprana [88, 115]. Ambos reportes presentan resultados contrapuestos. Por un
lado, en el trabajo de Lecuroux y colaboradores [115], concluyen que a pesar de presentar
una alta frecuencia de células HIV-especificas polifuncionales, los individuos cursando la
infeccion primaria no muestran una gran capacidad de mediar VIA, comparado con el fuerte
VIA que si presentan los EC, concluyendo que el hallazgo observado previamente en EC no
seria una caracteristica de la respuesta HIV-especifica durante la infeccion primaria. Por el
contrario, Freel y colaboradores [88], observaron que los individuos cursando la infeccion
primaria poseen una gran capacidad de mediar VIA. Ademas, demostraron que la magnitud
del VIA correlaciona con el porcentaje de células T CD8" HIV-especificas que expresan
CD107A, MIP1-B e IFN-y y con la secreciéon de MIP-1a, MIP-1f3, IFN-y, IP-10 e IL-1q, luego
de la estimulacién con péptidos. Nuestros resultados apoyan las observaciones de este
Gltimo reporte ya que hemos demostrado que las células T CD8" capaces de mediar VIA
pueden ser detectadas en individuos cursando la infeccibn aguda/temprana, incluso a
tiempos muy tempranos post-infeccion. Mas aln, nuestro trabajo aporta més datos sobre el
rol que poseen las células T CD8" que median VIA durante la infeccion aguda/temprana ya
que pudimos establecer que las células T CD8", provenientes de individuos PHI, que
presentan una respuesta Gag-especifica inmunodominante a tiempos tempranos post-
infeccién, poseian una mayor capacidad de mediar VIA, en comparacién con las individuos
donde la respuesta estaba preferentemente dirigida contra Nef (Figura 17). Ademas, en el
grupo PHI se observdé una correlacién directa, estadisticamente significativa, entre la
capacidad de las células T CD8" de mediar VIA y la magnitud de la respuesta celular Gag-
especifica (Figura 17). Este resultando concuerda con lo observado en EC y sujetos Crdnicos
con una amplia respuesta anti-Gag [76, 80], y podria proveer una explicacién adicional para
el rol que presentan las células T CD8" Gag-especificas en el control de la replicacion viral y

en el delineamiento de la progresion. Aunque Freel et al. [88] encontraron que las células T
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CD8" Nef-especificas pueden mediar VIA de la misma manera que las Gag-especificas en
individuos recientemente infectados, estos autores no estudiaron las asociaciones que
existen entre esta actividad antiviral y los parametros clinicos, como es el caso de los
resultados presentados en esta tesis. Ademas, es importante destacar, que ambos estudios
difieren en la definicion de la especificidad de las células T CD8" que median VIA, lo que

podria explicar la diferencia en los resultados obtenidos.

En cuanto a la funcionalidad de las células T CD8" que median VIA, hemos encontrado que
aquellos sujetos PHI que mostraron un VIA mas robusto (es decir >25%) presentaban una
alta frecuencia de células T CD8" HIV-especificas CD107A/B*/IFN-y* (valores incluso
comparables con los EC) en comparacién con aquellos individuos que presentaban un VIA
mas débil (<25%). Mas aun, en el grupo PHI se hall6 una correlacion directa,
estadisticamente significativa, entre las células T CD8" con capacidad de mediar VIA y el
porcentaje de células T CD8" HIV-especificas CD107A/B*/IFN-y* (Figura 21). En cuanto a la
expresion de CD107A/B, este resultado estd en concordancia con datos previos obtenidos
en EC, Crédnicos, sujetos cursando la infeccion aguda y simios vacunados [62, 88, 114]. Sin
embargo, segln nuestros datos es necesaria la expresién simultanea de ambos marcadores
(CD107A/B e IFN-y) para mantener esta asociacién. Otros grupos de investigacion
reportaron que la secrecion de MIP-1p también se encuentra asociada con la capacidad de
las células T CD8" de mediar VIA tanto en la infeccion aguda como en la etapa cronica [78,
88]. Debido a limitaciones técnicas, en este trabajo no se pudo incluir la evaluaciéon de esta
citoquina en el andlisis de citometria. Sin embargo, presumimos que una asociacién similar
podria hallarse debido a la gran contribucién de MIP-1f a la respuesta total durante la

infecciéon aguda/temprana y a la alta tasa de co-expresion de CD107A/B e IFN-y [67, 85].

Por Gltimo, como habia sido reportado anteriormente para la infeccidon crénica [80], no se
encontrd asociacion entre la magnitud del VIA y la CV plasmética, en el grupo PHI. Sin
embargo, se observé una correlaciéon inversa entre la capacidad de las células T CD8" de

mediar VIA y la activacion inmune de las mismas (Figura 18). También se observdé una
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asociacion directa entre la capacidad que poseen las células T CD8" de mediar VIA y el set
point inmune (Figura 18). Estos resultados, junto con la mayor capacidad de mediar VIA
observada previamente en EC, (tanto en nuestro estudio como en otros mencionados
previamente) y los resultados obtenidos en monos resus vacunados donde un mayor VIA se
relaciond con un incremento del control viral [114], claramente indican que la generacién de
las células T CD8" capaces de mediar VIA es una caracteristica importante a tener en
cuenta para ser incorporada en futuras intervenciones profilacticas o terapéuticas con el

objetivo de retrasar la progresiéon a la enfermedad.

POLIFUNCIONALIDAD CELULAR

Reportes previos que comparan la capacidad de las células T CD8" de degranular o secretar
multiples mediadores solubles luego de ser estimuladas, en individuos progresores versus
LTNP, sugieren que la polifuncionalidad de las células T CD8" seria un correlato funcional del
control viral [47, 86, 104, 111, 116]. Sin embargo, de estos estudios también surge el
interrogante de si la polifuncionalidad no seria la causa del control viral sino la consecuencia
del mismo. De la presente tesis surgieron resultados que argumentan a favor de esta Ultima
hipotesis. Las células T CD8" HIV-especificas polifuncionales fueron detectadas a tiempos
muy tempranos post-infeccion en el grupo PHI (en consonancia con nuestras observaciones
previas [67]). Adema&s, la proporcién de estas células se incrementd ligeramente a medida
gue transcurria la infeccién hasta la muestra tomada a los 12 meses post-infeccion (Figura
19) (como también report6 Ferrari et al. [85]). Los EC presentaron una mayor proporcién
de células bifuncionales y trifuncionales comparado con los individuos Crénicos (lo cual era
esperable, basado en reportes previos [47, 104, 116]) y con el grupo PHI. Sin embargo
cuando se dividié al grupo PHI en progresores (PHI<350) y no progresores (PHI>350) no se
observaron diferencias significativas entre ambos subgrupos. Estos resultados arrojan aln
mas luz al concepto que, en vez de ser un marcador de funcién antiviral, la polifuncionalidad
de las células T CD8" estaria directamente afectada por la persistencia viral. En otras
palabras, la disminucién de las células T CD8" polifuncionales en individuos cronicamente

infectados, seria la consecuencia de la constante estimulacién antigénica durante la
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infeccién crénica, que en Uultima instancia conduciria al agotamiento celular y deterioro
funcional, como ha sido postulado previamente [85, 117]. Ademas, existe una correlacion
entre la polifuncionalidad de las células T CD8" y la clinica observada en los individuos
reclutados. Los perfiles de polifuncionalidad fueron similares en individuos PHI, con distintos
patrones de inmunodominancia (Anti-Gag versus anti-Nef), indicando que Ila
polifuncionalidad no estaria relacionada con la especificidad de la respuesta (Figura 20). Por
otro lado, hemos demostrado que de todas las posibles combinaciones de funciones de la
poblacion T CD8", solo la frecuencia de células T CD8" bifuncionales CD107A/B*/IFN-y*
correlaciona con la capacidad de las células de mediar VIA (Figura 21), indicando que no
todas las funciones que lleva a cabo una célula polifuncional serian igual de relevantes al

momento de mediar funciones efectoras antivirales.

El desencadenamiento de las funciones efectoras se produce luego del encuentro de las
células T CD8" con el antigeno. La potencia de la respuesta, luego de este evento, depende
de cuan fuerte sea el estimulo, el cual a su vez puede estar directamente afectado por el
nivel de sensibilidad antigénica o la avidez celular [57, 118]. Estos parametros, pueden ser
analizados de manera indirecta en el ensayo de ELISPOT de IFN-y [75], mediante el analisis
del tamafio de spot o evaluando la IMFr de una funcion dada, por citometria de flujo [57].
En el presente trabajo, el analisis de la media del tamafio de spot y la IMFr de IFN-y
mostraron resultados comparables. Se observ6, en todos los grupos analizados, que la
intensidad de la respuesta de las células CEF-especificas fue mayor comparado con las HIV-
especificas. Esto indicaria que, las células HIV-especificas presentan una menor calidad en
la respuesta, en comparacién con su contraparte. Llamativamente esta diferencia fue
significativa en todos los grupos excepto en los EC (Figura 15F y Figura 24). La poblacion
celular CEF-especifica fue analizada como control dado que es una poblacidon celular que
tiene como blanco a patégenos que causan tanto infecciones agudas, como es el caso de
influenza, asi como también infecciones crénicas controladas como son CMV y Epstein-Bar.
En consecuencia el andlisis de la poblaciéon CEF-especifica provee informacién que se

encuentra asociada con el control viral. Ademas, la poblacion de células T CD8" de los
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individuos PHI mostré el menor tamafio de spot, comparados con los EC y los Crénicos, es
decir la respuesta con menor calidad (Figura 15F). Estos resultados, de nuevo sugieren que
la constante estimulacién antigénica por parte del virus conduciria al agotamiento celular,
inclusive de manera temprana. En cuanto a la expresion de CD107A/B*, se encontré, en los
tres grupos analizados, que la IMFr de las células T CD8" Gag-especificas era mayor
comparado con las Nef-especificas y similar a los niveles observados en la poblacion CEF-
especifica (Figura 24). La relacion existente entre la magnitud de CD107A/B* (evaluada en
este tesis por citometria de flujo), la sensibilidad al antigeno y la actividad antiviral que ya
habia sido establecida en trabajos previos [57], avalan la asociacién (descripta previamente
en esta tesis) que hemos encontrado entre la fuerte habilidad de las células T CD8" Gag-

especificas de degranular y la gran capacidad que poseen de mediar VIA.

HAPLOTIPO HLA

Se encuentra bien documentado que la expresion de ciertos alelos esta relacionados con el
control del virus. Algunos de estos reportes provienen de andlisis realizados en cohortes de
individuos EC y LTNP donde ciertos alelos se encontraban representados con mayor
frecuencia [73, 119]. Otros estudios mostraron que la poblacion celular T CD8™, proveniente
de individuos con estos “alelos protectivos”, poseen particularidades en cuanto a su
especificidad, capacidad de proliferacion, polifuncionalidad, presentacion antigénica, presién
inmune, entre otros factores [73, 120-126], lo cual podria asociarse con su capacidad
protectiva. Sin embargo, también se ha demostrado que estos “alelos protectivos”
presentan diferencias cualitativas en individuos controladores comparado con individuos que
progresan a la enfermedad a pesar de expresar estos alelos [126], indicando que la sola
expresion de un alelo no es suficiente para ejercer control sobre el virus sino que una
combinacién de las funciones celulares asi como también del fenotipo deben coexistir con el
fin de poder ejercer cierto control en la replicacion viral. Por otro lado, algunos individuos

alcanzan el estatus de EC en ausencia de estos “alelos protectivos” (como puede observarse

en nuestra cohorte), lo cual indicaria que la presencia de dichos alelos no seria un requisito
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indispensable para el control del virus. A modo de ejemplo, Freel y colaboradores
observaron células T CD8" con capacidad de mediar VIA tanto en presencia como en
ausencia de “alelos protectivos” [78, 80]. A pesar de que en esta tesis se analizaron
multiples funciones como son: la magnitud, la amplitud, los blancos inmunodominantes, la
polifuncionalidad, el VIA y el fenotipo celular; en un subgrupo de individuos a los cuales se
les habia tipificado el HLA y de los cuales se conocia el estadio de la enfermedad en el que
se encontraban; no pudimos establecer una asociacién entre estas funciones celulares, el
fenotipo de las mismas y la progresion a la enfermedad de los individuos analizados;
probablemente debido a la heterogenicidad que presentaban los alelos y al tamafio muestral
de nuestra cohorte en el que se analizaron estos parametros. En consecuencia, seria
necesario llevar a cabo un nuevo andlisis con el objetivo de elaborar un modelo que incluya
todos estos factores (haplotipo HLA, funcionalidad y fenotipo celular y progresion clinica) en

una cohorte con un tamafo muestral apropiado.

FACTORES SOLUBLES

Los multiples factores solubles que se secretan luego de la infeccién por HIV/SIV han sido
ampliamente estudiados con el fin de develar los eventos tempranos que ocurren en la
infeccién y de esta manera poder comprender como esto eventos gatillan con el tiempo el
curso de la enfermedad. Ademas, los niveles plasméticos de las distintas citoquinas y/o
guemoquinas presentes durante la infeccion aguda han sido propuestos como potenciales
biomarcadores capaces de predecir a futuro la tasa de progresion a la enfermedad [82-84,
127]. Sin embargo, aln no se conoce si existe una relacién clara entre los factores solubles
y la respuesta celular T CD8" HIV-especifica. En esta tesis se encontr6 una correlaciéon
positiva entre la inmunodominancia de la respuesta anti-Gag y los niveles plasmaticos de
IL-2 y MIP-1B8 (Figura 25). Como se mencion6 con anterioridad, estas moléculas son
secretadas por los linfocitos T CD8" luego de la estimulacion de los mismos. El porcentaje
de células T CD8" que expresan IL-2 y MIP-1B, tanto de manera individual como en

combinacién con otras funciones, fue previamente asociado con control viral [54, 74, 104,
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110, 115, 128]. La IL-2 es una molécula que cumple un rol fundamental en la homeostasis
celular y en la activacién del sistema inmune [127]. Hasta la fecha, el andlisis de los niveles
de IL-2 presentes en plasma, durante la infeccion aguda/temprana, no ha sido asociado con
la progresion a SIDA. Sin embargo el descenso de los niveles plasméticos de otras
moléculas, como son la IL-15 y la IL-12, que también participan en la homeostasis y el
fenotipo celular respectivamente, si ha sido asociado con progresion en un estudio llevado a
cabo en una cohorte de mujeres africanas cronicamente infectadas [83]. Por otro lado,
estudios previos han establecido que las células T CD8" productoras de MIP-1B representan
una proporcion elevada dentro de la respuesta T CD8* HIV-especifica durante la infeccion
aguda y que esta poblacién ejerce una considerable presién inmune sobre la replicacién
viral [85]. Algunos autores proponen que, luego de la estimulacidon antigénica, la poblacién
de células T CD8" HIV-especificas producen rapidamente MIP-1B [57], lo que sugiere una
elevada actividad de esta subpoblacion celular en comparacion con otras células T CD8" que
secretan otros factores. Mas aun, otro estudio reporté una asociacion entre los niveles
plasmaticos de MIP-1B y una menor CV plasmatica y un mayor recuento de células T CD4"
durante la infeccidon crénica [83]. Estas evidencias proveen, de manera conjunta, una
posible justificacion para la relacion existente entre el rol protectivo de la respuesta
inmunodominante anti-Gag y los niveles plasmaticos de IL-2 y MIP-13 que hemos
observado en esta tesis. Como ha sido mencionado anteriormente, estos resultados estan
en concordancia con trabajos que indican que la inmunodominancia de la respuesta anti-
Gag, que se evidencia de manera temprana durante el transcurso de la infeccidn, estaria de
algin modo relacionada a la generacién de una respuesta antiviral efectiva que luego
conduciria a una progresiéon lenta a la enfermedad. Sin embargo aln se necesitan nuevos

analisis que determinen la naturaleza de esta relacion.

PERFIL INMUNOFENOTIPICO

Hasta la actualidad, el andlisis de la distribucion de las subpoblaciones celulares T CD8" de

memoria durante la infeccion por HIV ha sido estudiado por diversos grupos de
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investigacién. Cada grupo utiliza distintas combinaciones y nimero de marcadores para
definir las poblaciones, por lo que la comparacion e interpretacién de los resultados entre
los distintos trabajos resulta ser una tarea ardua. En lineas generales, la mayoria de los
reportes hasta el momento indican que, con el transcurso de la infeccion por HIV, la
poblacion de células T CD8" tiende a perder la capacidad de diferenciacion hacia un fenotipo

terminal.

Este fenédmeno fue descripto por primera vez como un bloqueo en la diferenciacion terminal
del compartimento celular HIV-especifico, durante la infeccibn crénica [93] que
posteriormente se confirmé en otros estadios como por ejemplo en la infeccién aguda [39,
94, 129]. Ademés, diversos reportes han establecido una asociacion entre el patrén de
diferenciacion de las células T CD8" HIV-especificas y la progresion a la enfermedad [130-
132]. Mas aun, la diferenciacién de la poblacién total de células T CD8" también se
encuentra sesgada en la infeccion por HIV y se relaciona con progresiéon [39, 53, 89, 130,
133]. En este contexto, nuestros resultados proveen aln mas datos en este campo de
estudio. En primer lugar, nuestras observaciones indican que la poblacién total de células T
CD8" presenta una distribucion anormal en el grupo de individuos Crénicos (comparado con
DS) pero este patron no se evidencié en los grupos PHI y EC (Figura 26B). Esta observacién
se encuentra en concordancia con resultados que fueron reportados previamente por otros
grupos [89, 130]. De manera similar, la distribucién de las células T CD8", en el
compartimiento HIV-especifico, se ve severamente comprometido en el grupo de individuos
Croénicos pero no asi en el grupo PHI (Figura 26C). El hecho de que, de manera temprana, la
distribucién de las subpoblaciones en el grupo PHI se encuentre conservada, indicaria que la
instauracion del tratamiento de manera temprana, beneficiaria a los individuos infectados
tanto virolégica como inmunolégicamente. Ademas, el inicio temprano de HAART limita la
formacién de reservorios, en particular en las células T de memoria central [134, 135]. Sin
embargo ha sido reportado que, luego de iniciado HAART, la distribucién de la poblacion
celular T CD8" no vuelve a alcanzar los niveles normales [133, 136, 137]. En conjunto con

estas observaciones, nuestro resultado apoya el inicio temprano de la terapia HAART, en
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funcion de poder prevenir el deterioro irreversible de los mecanismos que se encuentran

involucrados en la homeostasis celular.

Llamativamente, se observd que la jerarquia de las poblaciones de memoria de ambos
compartimientos, es decir tanto las células T CD8" totales como HIV-especificas, no
difirieron de manera significativa, en ninguno de los grupos de estudio. Esta observacién
sugeriria que los sucesos que desencadenan y llevan adelante la diferenciacién de las
células T CD8" estarian afectando a los dos compartimentos de manera equitativa. Ademas,
los patrones de diferenciacién observados no difirieron en funcién de si la respuesta estaba
dirigida contra Gag o Nef, como habia sido reportado previamente [62, 132]. Por el
contrario, Meyer-Olson y colaboradores [129] describié recientemente que la maduracion de
células T CD8" HIV-especificas (que responden a cada epitope) en los distintos fenotipos de
memoria o en células efectoras es un proceso TCR-dependiente. Esta discrepancia con
nuestros resultados podria deberse al uso de pooles de péptidos como estimulo en lugar de
péptidos individuales, lo cual podria estar enmascarando las diferencias reportadas por

Meyer-Olson et. al..

Como se menciondé anteriormente, la infeccibn por HIV esta caracterizada por la
acumulacion de células T CD8" HIV-especificas que presentan fenotipo de memoria efectora
(CD45RO*/CCR7™ 0 Tye, manera en que ha sido definida esta subpoblacién en este trabajo)
y por una disminucion relativa en la frecuencia de células T CD8" HIV-especificas
completamente diferenciadas, es decir con fenotipo efector terminal, (CD45RO/CCR7 o
Ter). El analisis inter-grupo llevado a cabo en la presente tesis apoya esta observaciéon ya
gue el grupo de individuos Crénicos poseen una proporcidn significativamente mayor de
células CD8" Tye HIV-especificas y una proporcion menor de células CD8" Tg HIV-
especificas, comparado con los grupos PHI y EC. Mas auln, el grupo de Crénicos presento
una mayor relacion Tye/ (Twet Ter)) (Figura 27A). Esto refleja una acumulacién de células
CD8" Tye sobre las células CD8" Tgr lo cual no se observé en el grupo de EC o PHI. El mismo

resultado pudo deducirse a través del analisis de correlacion entre la proporcion de células
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CD8" Twe Y Ter en todos los grupos, donde se observaron correlaciones inversas,
estadisticamente significativas, en el grupo PHI (como habia sido reportado por [131]) y en
los EC, pero no se evidencio en el grupo de sujetos Crénicos (Figura 27B-D). Cabe resaltar
que, el analisis de correlacién realizado en el grupo PHI indicé que la relacion Tyg/ (Tyet Ter)
de las células T CD8" HIV-especificas evaluadas en la muestra basal correlacioné
inversamente con el recuento de células T CD4" basales y el set point inmune (Figura 30D y
E) y directamente con marcadores solubles (Figura 33A-C) y marcadores celulares de
activacién inmune (Figura 32B). Estos resultados, junto a datos reportados previamente en
otras cohortes [130, 131], indican claramente que el deterioro temprano en las vias de
diferenciacién de las células T CD8" se asocia con una mayor progresion a la enfermedad,
incluso en tiempos muy tempranos post-infeccion. Ademas, el porcentaje de células CD8"
HIV-especificas Tyave-Like COrrelaciond directamente con el porcentaje de células T CD4"
basal (Figura 30A) e inversamente con la CV plasmatica y el set point viral (Figura 31A y B).
Cabe recordar que debido a limitaciones técnicas, las células CD8" HIV-especificas Tyave-Like
observadas en esta tesis estarian incluyendo a una subpoblacién de células de memoria
temprana, denominadas células stem de memoria (stem-cell memory T-cells). Las células
stem de memoria, poblacion celular que ha sido identificada recientemente [90], poseen la
habilidad de generar todas las subpoblaciones de memoria (como por ejemplo las células
CD8" Tmc 0 Twe) por lo que juegan un rol importante en la homeostasis inmune. Un reporte
reciente sugiere que una mayor frecuencia de células T CD8" stem de memoria estaria
asociado con control viral y representaria un posible correlato de proteccién a la enfermedad
[138]. Nuestras observaciones argumentan en favor de este reporte. Ademas, los autores
sugieren que la instauraciéon de la terapia HAART en sujetos Crénicos se asocia con la
recuperacién de esta poblacion celular lo que podria explicar en parte el beneficio que

supone el tratamiento en cuanto a la recuperacidon de las funciones inmunes.

Por lo tanto, los resultados expuestos en esta tesis, junto a otros reportes [130, 136, 139],
sugieren una relacién directa entre el desbalance en la maduracion del compartimiento

celular T CD8" y la activacion inmune generalizada que se observa en los sujetos infectados.
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Sin embargo, los posibles mecanismos responsables de ser la causa o0 la consecuencia de
esta observacién no han sido totalmente develados ain. Un trabajo reciente llevado a cabo
en EC [104] sugiere que, en este grupo de individuos en particular, el mantenimiento de un
panel de células T CD4" de memoria con un fenotipo menos diferenciado, provee la
cooperacién T necesaria para una maduracién optima de la respuesta T CD8" efectiva. En
otras palabras, las células T CD8" de memoria que presentan un fenotipo sesgado podrian
ser el resultado de una colaboracion inapropiada por parte de los linfocitos T CD4". Dentro
del contexto de la infecci6on primaria, aun es necesario llevar a cabo nuevas investigaciones
para poder dilucidar el impacto que tiene la diferenciacion de la poblacién celular T CD4" de

memoria sobre su contraparte T CD8", y como esto modula la progresiéon a la enfermedad.

EXPRESION DE PD-1

La expresion de la molécula de PD-1 en las células T CD8" HIV-especificas ha sido siempre
asociada con un estado de agotamiento celular en el contexto de las infecciones virales
persistentes, entre ellas la infeccion por HIV [93, 140-142]. Sin embargo, la informacién
gue se tiene al respecto, en el contexto de la infeccién aguda, es mas escasa [94, 130, 133,
143]. En esta tesis, se evalu6 la expresion de PD-1 en el compartimiento celular T CD8",
tanto total como HIV-especifico, a los 8 meses post-infeccién. Ademas, con el objetivo de
profundizar en las caracteristicas fenotipicas de las células T CD8" durante la infeccién
primaria, se evaluaron las posibles asociaciones con los parametros clinicos, asi como
también con el patréon de diferenciacion del panel de memoria y su funcionalidad. En primer
lugar, se observo que las células T CD8" PD-1" (tanto totales como HIV-especificas) se
encontraban aumentadas en el subgrupo PHI<350 (Figura 34A), el cual cabe recordar que
presenta un recuento de células T CD4" significativamente menor, comparado con el grupo
PHI> 350, sugiriendo una relacidon entre la expresion de PD-1 y una rapida progresion a la
enfermedad. En este mismo sentido, se observd una correlacién inversa entre las células T
CD8" PD-1" y el recuento de células T CD4" (Figura 36A-B). Como ha sido reportado

durante la infeccién aguda [94, 130] (y contrario a lo descripto en la infeccién crénica [93,
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141, 144]), no se encontrdé una asociacion entre la expresién de PD-1 y la CV plasmatica.
Sin embargo, la relacién entre la magnitud de la expresion de PD-1 y la replicacién viral
quedé en evidencia cuando se dividié al total de células T CD8" PD-1* en PD-1"°" (células
PD-1* con baja IMF) y PD-1"9" (células PD-1* con alta IMF). Se observé que, una mayor
proporcién de células T CD8* PD-1"9" H|v-especificas se correlaciona con una mayor CV
plasmatica (Figura 36C). Este resultado es consistente con reportes previos que muestran
que la molécula de PD-1 es modulada positivamente en las células T CD8", en presencia de
CV elevadas, debido a la activacion celular [96]. Siguiendo en esta misma linea, en el Gltimo
tiempo se publicaron una variedad de trabajos que sugieren que PD-1 podria estar no sélo
asociado al agotamiento celular sino que podria considerarse un marcador de activacion
celular [96, 130], asi como también un regulador clave en la diferenciacion del panel de
memoria [95, 133, 145] y en la sobrevida de las células [146]. Nuestros resultados indican
gue, en los primeros tiempos que siguen a la infeccién primaria (es decir a los 8 meses
post-infeccién), se observa una mayor proporcién de células T CD8" PD-1"%" (tanto en el
compartimiento T CD8" total como HIV-especifico) que correlaciona con una menor
proporcion de células CD8" Tye Yy una mayor proporcién de Tgr (Figura 37). Este resultado
estd en concordancia con otros autores que indican que PD-1 se expresa en todas las
subpoblaciones de memoria, y que la regulacién positiva de PD-1 se encuentra asociada con
la activacién celular, asi como también con la reduccién del potencial proliferativo y con una
mayor predisposicion a la muerte celular [96, 130, 133, 141, 145, 146]. Mas auln, estos
resultados apoyan los reportes recientes que postulan a la molécula de PD-1 més bien como
un marcador de activacién celular durante la infeccion aguda, en lugar de un marcador de
agotamiento, como lo es en la infecciébn crénica [133, 147]. Ademas dentro de este
contexto, ha sido demostrado que las células T CD8" PD-1" pueden ser completamente
funcionales [94, 147-149]. Estos datos argumentan en favor de la falta de asociacion entre
la expresion de PD-1 y la funcionalidad de la poblacién celular T CD8" HIV-especifica
durante la infeccién primaria observada en esta tesis, asi como también se encuentran a

favor de lo reportado previamente por Petrovas et al. [146] en la infeccion crénica.

100



DISCUSION

RELACION FENOTIPO DE MEMORIA Y FUNCIONALIDAD CELULAR

En contraste a lo observado para la expresion de PD-1, se encontré6 una asociacion
estadisticamente significativa entre el fenotipo de memoria de las células T CD8" y su
funcionalidad. Mas precisamente, una menor proporcion de células CD8" HIV-especificas Tye
y una mayor proporcidon de células Tgr, se correlacionaron con una mayor capacidad de las
células T CD8" de mediar VIA ex vivo (Figura 38). Este resultado se observé tanto en la
muestra basal de los individuos PHI como a los 12 meses post-infeccion. La actividad
antiviral, como se evalud en este trabajo, comprende mecanismos antivirales tanto liticos
como no-liticos, lo cual deja en evidencia la capacidad total de las células T CD8" HIV-
especifica de mediar control viral. Reportes previos han demostrado que, a partir de EC o
individuos vacunados y mediante el aislamiento de la poblacién celular T CD8" (basandose
en su patron de diferenciacion de memoria), se puede observar que todas las
subpoblaciones celulares poseen la capacidad de mediar VIA [78, 114, 149, 150]. En estos
trabajos, el estatus de los EC [150] y el control de la infeccién en monos vacunados [114]
fueron asociados con un incremento en la capacidad antiviral por parte de las células CD8"
Tme. Siguiendo esta misma linea, en esta tesis se encontrd una relaciéon entre la distribucion
de los fenotipos de memoria de las células T CD8" y la funcion antiviral de las mismas, en el
contexto de la infeccion primaria. M4s precisamente, en nuestro trabajo observamos una
correlacién inversa entre la subpoblacién celular CD8" Tye y la capacidad de las células de
mediar VIA. A pesar de que a priori estos resultados parecen estar en contradiccion, se
debe tener en cuenta que el abordaje experimental y, ain mas importante, el contexto
inmune de los individuos en estudio, son completamente distintos: en esta tesis se evalud la
funcion antiviral de las células T CD8" dentro del contexto de CV con valores elevados y una
alta activacion inmune, como es comun observar en los individuos que se encuentran
cursando la infecciébn temprana/aguda, el cual afectaria su funcionalidad; mientras que las
células provenientes de EC o sujetos vacunados no se encuentran expuestas a este entorno
tan hostil. Esto nos lleva, nuevamente, a formularnos la pregunta sobre si la funcién

antiviral de los linfocitos T CD8" o el fenotipo de los mismos, como se observé en los EC,
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serian la causa o la consecuencia del control viral. Como se mencioné previamente (ver
polifuncionalidad), varios reportes e incluso resultados presentados en esta tesis, se
encuentran a favor de la segunda hipotesis, por lo que, en conclusién, se debe tener cautela
al interpretar este tipo de datos. Contrariamente a lo observado para el VIA, no se encontro
relacion alguna entre el patrén de diferenciacion de las células T CD8" y la polifuncionalidad
de las mismas. Este resultado contradice el reporte presentado por Riou et al. [132] donde
se muestra que, en el contexto de la infeccion primaria, las células T CD8" HIV-especificas
presentan una disminucién en su polifuncionalidad a medida que la poblacion celular se
diferencia desde los estadios de memoria tempranos hacia el fenotipo de efectoras
terminales. Estas diferencias probablemente se encuentren enmascaradas en nuestro disefio
experimental debido a limitaciones de la técnica experimental utilizada. En consecuencia,
hacen falta nuevos analisis que incluyan un mayor nimero de marcadores de memoria para

poder esclarecer definitivamente esta hipétesis.
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En este trabajo se caracterizaron multiples aspectos de la poblacion de linfocitos T CD8"
HIV-especificos (como ser la especificidad, la capacidad de inhibicion viral ex vivo, la
polifuncionalidad y el fenotipo) que surgen de manera temprana en una cohorte Argentina
de individuos cursando la etapa aguda de la infeccién por HIV, cuyos resultados se
compararon con un grupo de individuos Crénicos y con un grupo de EC. Ademas se estudio
la asociacion entre estas multiples funciones y la progresion a la enfermedad. En primer
lugar, se encontro que la especificidad de los linfocitos T CD8* que surgen de manera
temprana luego del evento de transmisidn es critico para el control viral: una mayor
proporcion de células T CD8" con especificidad anti Gag se asocié con un retraso en la
progresion a la enfermedad, en términos de preservacion del recuento de células T CD4",
durante el primer afio post-infeccibn. A su vez, estos resultados se encontraron en
concordancia con la inmunodominancia de Gag observada en EC y controladores virémicos.
Otro aspecto evaluado fue la polifuncionalidad de las células T CD8" de los sujetos
reclutados en este trabajo, lo que nos permitié establecer que una de las posibles ventajas
de las células T CD8" Gag-especificas yace en la habilidad de eliminar células infectadas (lo
gue se evidencié por una mayor capacidad de degranulacién, y de mediar VIA in vitro) e
inhibicién de la replicacion viral mediante la secrecion de IFN-y soluble. Ademés, la
inmunodominancia de Gag observada en los individuos PHI se correlaciond con los niveles
plasmaticos de IL-2 y MIP-1B, factores solubles que también contribuyen a la inhibicion
viral. Por Gltimo, al evaluar el fenotipo celular, observamos que la normal maduracién de la
poblacién de células T CD8" HIV-especificas en las distintas subpoblaciones de memoria se
encuentra sesgada en los individuos cursando la infeccién primaria, pero sin alcanzar los
niveles dramaticos que se observan en la infeccion crénica. Mas aun, esta alteracion en el
patrén de diferenciacion de la poblacion celular T CD8" se traduce en un descenso en la
capacidad antiviral de las células T CD8" y se correlaciona directamente con una progresion

temprana a la enfermedad.
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El poder descifrar la relacion que existe entre la distintas caracteristicas que definen a las
células T CD8" con los niveles de activacion inmune, el control viral y la progresiéon a la
enfermedad en los distintos estadios de la infeccion (como son la infecciéon primaria, crénica
o en EC), como ha sido llevado a cabo en este trabajo, es de suma importancia para poder
profundizar en el conocimiento que se tiene de la patogénesis de HIV. En este contexto, los
datos presentados en esta tesis resaltan la importancia de considerar tanto la especificidad,
la funcionalidad y el fenotipo celular, en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas
frente al HIV asi como en el disefio y posterior testeo de vacunas que promuevan una
respuesta beneficiosa, capaz de contener la replicacién viral antes del establecimiento de la

infeccion.
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