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RESUMEN

Estudio del impacto del balance Th17/ Treg en perife riay en mucosas sobre la
funcionalidad de la respuesta celular antiviral y | a inmunopatogénesis de la

infeccion HIV/ SIDA

Las subpoblaciones de linfocitos Th17 y T regulatorios (Treg) han sido relacionados con
la progresion a enfermedad en el contexto de la infeccion por HIV-1. Sin embargo, su
relacion con la respuesta adaptativa T CD8" antiviral durante la infeccién aguda/temprana
por HIV (PHI, primary HIV infection) no ha sido aun estudiada. En este contexto, el primer
objetivo general de este trabajo de tesis consistié en analizar las subpoblaciones Th1l7 y
Treg y su relacién con la respuesta celular T CD8" especifica frente a HIV y parametros de
seguimiento de la infeccién durante la infeccién aguda/temprana y hasta un afio post-
infeccién (p.i). Para ello se utilizaron muestras de sangre de 14 dadores sanos (DSs), 40
PHI, 17 Cronicos y 13 controladores elite (ECs, Elite Controllers). Los porcentajes de células
Th17 y Treg se encontraban severamente alterados en individuos Crdénicos, mientras que
todos los pacientes infectados con HIV evidenciaron un desbalance Thl7/Treg comparados
con DSs (incluso ECs), en concordancia con sus mayores proporciones de células T CD8"
activadas (HLA-DR*/CD38"). Un mejor estatus clinico (evidenciado por mayores recuentos
de células T CD4" y menores cargas virales y activaciéon inmune) se asocié con mayores
niveles de Thl7 y menores niveles de Treg. Notablemente, se encontraron correlaciones
positivas entre los niveles basales de Th17 y la funcionalidad de la respuesta T CD8"
especifica frente a HIV: la capacidad de suprimir la replicacion viral (VIA, viral inhibitory
activity) y la proporcion de células polifuncionales (IFN-y"/CD107,5") tanto a tiempos
tempranos como tardios p.i, resaltando el valor prondstico de la subpoblacién Thl7 en la
preservacion de una inmunidad celular antiviral méas eficiente. La relacién Thl7/Treg y la
intensidad media de fluorescencia relativa (IMFr) de IL-17 también se correlacionaron
positivamente con VIA.

Debido a la importancia del tratamiento antirretroviral (TARV) en la reconstitucién

inmune de individuos infectados, a continuacidon se decidio caracterizar las subpoblaciones
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Th17, Treg y su balance en sangre periférica y mucosa cervical y su implicancia en la
inmunopatogénesis de HIV-1 en ausencia o presencia de TARV. Para ello se utilizaron
muestras de 19 individuos TARV® (méas de 2 afios con supresion efectiva de la CV), 22
pacientes cronicamente infectados naive de tratamiento (TARV’) y 20 DSs. Tras el
tratamiento, tanto la frecuencia de Th17 como la relacién Th17/Treg en periferia alcanzaron
valores similares a los observados en DSs, en contraste a lo observado en células Treg
cuyos niveles se mantuvieron altos. Asimismo, en individuos TARV® se observé una
disminucién de los niveles de activacion inmune a pesar de lo cual no se alcanzaron valores
normales, hallandose correlaciones negativas entre los niveles de activacion celular y el
balance Th17/Treg. Por otro lado, mayores niveles de la citoquina proinflamatoria IL-1p en
exocervix se correlacionaron positivamente con los niveles de activaciéon celular periféricos,
sugiriendo que existiria una relacion entre los niveles de inflamacidon sistémicos y lo
observado en sitios de mucosas. Es importante destacar que el tratamiento no indujo un
incremento de los recuentos de células T CD4* CD161" (subpoblacion de células precursoras
de Th1l7 que migran a intestino) los cuales resultaron significativamente menores a los
observados en DSs. Asimismo, al estudiar el patron de secrecion de citoquinas por parte de
células mononucleares de cérvix (CMCs) estimuladas, se observé que las CMCs provenientes
de individuos TARV"® secretan menores niveles de IL-17A e IL-10 en relacién a las de DSs.
En conjunto, los resultados de la presente tesis sugieren, por un lado, la existencia de
una potencial relacién entre la subpoblacion Th1l7 y el balance Th17/Treg con respuestas T
CD8" HIV-especificas que juegan un rol clave en la contencién de la infecciéon. Por otro lado,
aunque el tratamiento antirretroviral parece tener un impacto positivo sobre la restauracién
de las funciones inmunes a nivel sistémico, tanto los niveles de precursores de células Th17
gue migran a intestino como la secrecion de IL-17A e IL-10 por CMCs no alcanzaron valores

normales, sugiriendo que en sitios de mucosas la restauracién inmune es incompleta.

PALABRAS CLAVE: Balance Th17/Treg, HIV, infeccién aguda/temprana, inmunidad

antiviral, respuesta T CD8", tracto genital femenino, tratamiento antirretroviral.



ABSTRACT

Study of the impact of Th17/ Treg balance in periphe ral and mucosal sites over

the functionality of the antiviral T-cell responses and HIV immunopathogenesis

Th17 and Treg subsets have been related to disease progression during HIV-1 infection.
However, the potential relation of these T cell subsets with antiviral T-cell responses during
primary HIV infection (PHI) has not been studied yet. In this context, the first aim of this
study was to analyze Th1l7 and Treg subsets and their relation with anti-HIV T-cell
responses and clinical parameters during PHI and up to one year post-infection (p.i).
Samples from 14 healthy donors (HDs), 40 PHI patients, 17 Chronics, and 13 Elite
controllers (ECs) were studied. The percentages of Thl7 and Treg subsets were severely
altered in Chronics, whereas all HIV-infected individuals (including ECs) showed Th17/Treg
imbalance compared to HDs, in concordance with higher frequencies of activated CD8" T-
cells (HLA-DR'/CD38"). Better clinical status (higher CD4" T-cell counts, lower viral loads
and immune activation) was associated with higher Th1l7 and lower Treg levels. Positive
correlations were found between Th17 at baseline and anti-HIV CD8" T-cell functionality:
viral inhibitory activity (VIA) and key polyfunctions (IFN-y"/CD10745") at both early and
later times p.i, highlighting the prognostic value of Th1l7 cells to preserve an effective
antiviral T-cell immunity. Th17/Treg ratio and the IL-17 relative mean fluorescence intensity
were also positively correlated with VIA.

Due to the importance that antiretroviral treatment (ART) has in the immune
reconstitution of HIV® patients, the second aim of this study was to characterize Th17 and
Treg subsets and their balance in peripheral blood and female genital tract and their
implications in the immunopathogenesis of HIV-1 infection comparing ART® with ART
patients. Samples from 19 HIV® ART' patients (more than 2 years under treatment), 22
HIV® ART naive patients (ART’) and 20 HDs were used. After treatment, both the frequency
of Th1l7 cells as well as Th17/Treg ratio in peripheral blood reached similar levels compared
to HDs, in contrast to that observed for Treg cells that remained at high levels despite ART.

Also, ART was accompanied by a reduction in the immune activation levels, yet not to
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normal values, finding negative correlations between cellular immune activation and
Th17/Treg ratio. On the other hand, high levels of the proinflammatory cytokine IL-1f in
exocervix samples were positively correlated with higher levels of cellular immune activation
in the blood, suggesting a relationship exists between systemic and mucosal
activation/inflammation. Importantly, ART did not induce a proper restoration of CD4"
CD161" T-cell counts (a subset of Th17 precursor cells with GALT homing properties) which
were significantly lower compared to HDs. Interestingly, it was observed that cervix
mononuclear cells (CMCs) from ART" subjects secreted lower amounts of IL-17A and IL-10
upon stimulation than those obtained from HDs.

Taken together, these results suggested, first, a potential link between Th1l7 and
Th17/Treg ratio with key HIV-specific CD8" T-cell responses against the infection. On the
other hand, although ART has a positive impact on immune restoration in blood, both the
levels of Th17 precursor subset with GALT homing properties and the ability of CMCs to
secrete IL-17A and IL-10 did not reach normal values, suggesting that immune restoration

at mucosal sites is impaired or incomplete.

KEY WORDS: Th17/Treg ratio, HIV, acute/early infection, antiviral immunity, CD8" T-

cell responses, female genital tract, antiretroviral treatment.
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aa: Aminoécido

ADN: Acido desoxirribonucléico

APC: Aloficocianina (Allophycocyanin)

APC-Cy7: Aloficocianina cianina 7 (Allophycocyanin cyanine 7)

ARN: Acido ribonucleico

ARNmM: ARN mensajero
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BCA: Acido bicinconinico (Bicinchoninic acid)
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CBA: Matriz de nanoparticulas para la deteccion de citoquinas (Cytokine bead array)
CCR5: Receptor de quimioquinas tipo 5 (C-C chemokine receptor type 5)

CEF: Citomegalovirus, Epstein Barr e Influenza (Cytomegalovirus, Epstein Barr and Flu)
CMCs: Células mononucleares de cérvix

CMH: Complejo mayor de histocompatibilidad

CRF: Formas recombinantes circulantes (Circulating recombinant forms)

CV: Carga viral

CXCL10/1P-10: Proteina 10 inducida por IFN-y (IFN-jinduced protein 10)
CXCL12: Factor derivado de células estromales 1 o quimioquina con motivo C-X-C 12 (C-X-
C motif chemokine 12)

CXCL1-3/ GRO: Ligando de quimioquina 1-3 (Chemokine ligand 1-3)

CXCR4: Receptor de quimioquinas tipo 4 (C-X-C chemokine receptor type 4)

DC: Célula dendritica (Dendritic cell)
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DS: Donante seronegativo para la infeccién por HIV-1

EC: Controlador Elite (Elite Controller)

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético (Ethylenediaminetetraacetic acid)

EGF: Factor de crecimiento epidérmico (Epidermal growth factor)

viii



ABREVIATURAS

ELI SA: Técnica de inmunoabsorciéon ligado a enzimas (Enzyme-linked immunosorbent
assay)

FGF-2: Factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast growth factor)

FITC: Isotiocianato de fluoresceina (Fluorescein isothiocyanate)

Flt-3: Ligando de Flt-3

FoxP 3: Factor de transcripcion caracteristico del linaje celular Treg (Forkhead box P3)

FSC: Dispersion frontal de la luz (Forward scatter)

FSC-A: Area de la dispersion frontal de la luz (Forward scatter area)

FSC-H: Altura de la dispersion frontal de la luz (Forward scatter height)

GALT: Tejido linfoide asociado a intestino (Gut-associated lymphoid tissue)

G-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos (Granulocyte colony-stimulating
factor)

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor)

HAART: Tratamiento antirretroviral de alta eficacia (Highly active antiretroviral treatment)
HEPES: Solucion tamponada de acido 2-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il] etansulfénico
HESN: Individuos altamente expuestos no infectados (HIV-1-expossed seronegative)

HIV: Virus de la inmunodeficiencia humana (Human Inmunodeficiency Virus)

I EN: Interferon

IL: Interleuquina

I MFr: Intensidad media de fluorescencia relativa

| Q: Rango intercuartil (Interquartile range)

Kb: Kilobases

LTNP: Individuos no progresores a largo plazo (Long term non progressors)

LTR: Repeticiones terminales largas (Long terminal repeats)

MCP: Proteina quimiotactica de monocitos (Monocyte chemoattractant protein)

MDC/ CCL22: Quimioquina derivada de macré6fago (Macrophage-derived chemokine)

MIP: Proteina inflamatoria de macr6fagos (Macrophage inflammatory protein)

moi: Multiplicidad de infeccion (Multiplicity of infection)
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NIH: Institutos Nacionales de Salud de EEUU (National Institutes of Health)

NK: Células Natural Killer

ORF: Marco de lectura abierto (Open reading frame)

p.i: post-infeccién

PBMCs: Células mononucleares de sangre periférica (Peripheral blood mononuclear cells)
PBS: Solucion tamponada de fosfato (Phosphate buffer saline)

PD-1: Marcador de muerte celular programada 1 (Programmed cell death 1)

PE: Ficoeritrina (Phycoerythrin)

PE-Cy7: Ficoeritrina cianina 7 (Phycoerythrin cyanine 7)

PerCP: Proteina pteridinin-clorofila (Peridinin chlorophyll protein)

PFA: Paraformaldehido

PHA: Fitohemaglutinina (Phytohemagglutinin)

PHI: Infeccién aguda/temprana por HIV (Primary HIV infection)

PKC: Proteina C quinasa (Protein kinase C)

PMA: Forbol 12-miristato 13-acetato (Phorbol myristeta acetate)

PRs: progresores rapidos (individuos de la cohorte PHI cuyos recuentos de células T CD4"
decaen por debajo de 350 células/ul en algin momento durante el primer afio de infeccion)
PTE: Potenciales epitopes de células T (Potential T-cell epitopes)

PTs: progresores tipicos (individuos de la cohorte PHI cuyos recuentos de células T CD4" se
mantienen por encima de 350 células/ul durante el primer afio de infeccién)

ROR: Receptor huérfano relacionado a RAR (RAR-related orphan receptor)

rpm : Revoluciones por minuto

sCD40L: Ligando de CD40 soluble (Soluble CD40 ligand)

SFB: Suero fetal bovino

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida

slL-2 Ra: Cadena o del receptor para IL-2 soluble (Soluble IL-2Ra)

SI'V: Virus de la inmunodeficiencia de simio (Simian Immunodefiency Virus)

SSC: Refraccion del laser (Side scatter)

TARV: Tratamiento antirretroviral
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Tcl: Células T CD8" que producen principalmente IFN-y (T citotoxic 1 cells)

Tcl7: Células T CD8" que producen principalmente IL-17 (T citotoxic 17 cells)

TCR: Receptor de células T (T-cell receptor)

TG: Tracto genital

TGF: Factor de crecimiento tumoral (Tumor growth factor)

Th1l: Células T CD4" colaboradoras que producen principalmente IFN-y (T helper 1 cells)
Th17: Células T CD4" colaboradoras que producen principalmente IL-17 (T helper 17 cells)
Th2: Células T CD4" colaboradoras que producen principalmente IL-4 (T helper 2 cells)
TNF: Factor de necrosis tumoral (Tumor necrosis factor)

Treg: Células T CD4" regulatorias o supresoras (Regulatory T-cells)

VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular (Vascular endothelial growth factor)
VI A: Actividad de supresion de la replicacion viral (Viral inhibitory activity)

VS.: versus

WB: Western blot
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I.1. VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV, Human Inmunodeficiency Virus) es el
agente etioldgico del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Los primeros casos
documentados y la descripcién clinica de la enfermedad datan de 1981 en Estados Unidos™?.
En los afios subsiguientes se dio la intensa busqueda del agente etiolégico de la
enfermedad, siendo el grupo francés liderado por Luc Montagnier y Francoise Barré-Sinoussi
el primero en aislar un retrovirus a partir de una muestra proveniente de un varén
homosexual con SIDA en 19833 hallazgo que les vali6 el Premio Nobel en 2008.
Posteriormente, se describieron otros aislamientos virales*® y estudios de microscopia
electronica revelaron que la morfologia de los virus era muy similar entre si y con un género
particular de la familia Retroviridae, los Lentivirus’. Finalmente se determiné que los
aislamientos correspondian al mismo agente viral y, en 1986, el Comité Internacional de
Taxonomia Viral nombré al virus de la manera que hoy se lo conoce: HIV. Ese mismo afio,
Clavel, Montagnier y colaboradores®® 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 mas prolongado y menor morbilidad*®.

A pesar de los esfuerzos médicos y cientificos realizados durante los 34 afios que han
transcurrido desde la descripcion de los primeros casos hasta la actualidad, la problematica
HIV/SIDA ha afectado a méas de 75 millones de personas y continla siendo una gran

problematica de Salud Publica a nivel mundial.

. 2. EPIDEMIOLOGI A

Se estima que desde el inicio de la pandemia, mas de 70 millones de personas han sido
infectadas con HIV-1. Datos provenientes del Programa Conjunto de las Naciones Unidas
sobre el HIV/SIDA indican que, a fines del afio 2014, 36,9 millones de personas vivian con
HIV en todo el mundo, mientras que 2 millones de nuevas infecciones y 1,2 millones de

muertes habrian ocurrido durante ese mismo afio a causa de la enfermedad. Cabe destacar
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que el 70% de las personas afectadas por el HIV/SIDA se concentra en Africa Subsahariana,
donde la prevalencia en personas entre 15 y 49 afios es del 4,8% (4,5%-5,1%), mientras
gue en otras regiones geograficas como América Latina la prevalencia es del 0,4% (0,4%-

0,5%).

Los dultimos datos epidemiolégicos globales, en relacién a lo reportado en afios
anteriores, indicarian una estabilizacién de la pandemia. El nimero de casos de nuevas
infecciones por HIV ha disminuido en todo el mundo (35% desde el 2000 al 2014), y este
descenso es méas marcado en el caso de los nifios (caida del 58% del 2000 al 2014).
Asimismo, los casos de muertes por SIDA disminuyeron en un 42% desde su pico en el
2004. Sin dudas, el mayor acceso al tratamiento antirretroviral (TARV) ha sido un factor
determinante para mejorar la situacion actual de la epidemia de HIV (se estima que un 42%
del total de adultos viviendo con HIV se encontraban bajo tratamiento en 2014), siendo
clave la administracion del mismo desde etapas tempranas de la infeccién y en

embarazadas (reduciendo la probabilidad de transmisién vertical).

En nuestro pais, segun el boletin del Ministerio de Salud sobre HIV/SIDA vy

Enfermedades de Transmisién Sexual*?

de diciembre de 2014, se calcula que alrededor de
110 mil personas viven con HIV-1, de las cuales el 30% desconoce su diagnéstico. Cada afio
se notifican alrededor de 6.000 nuevos casos, en una relacién de 2,1 varones por cada

mujer diagnosticada. En cuanto a la transmision vertical, los porcentajes han disminuido

notoriamente pero aun se reporta que el 6% de los nifios expuestos adquieren HIV.

.2.1. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

Segln la base de datos de HIV de Los Alamos National Laboratory®®, los Lentivirus que
infectan a primates incluyen: (i) Virus de Inmunodeficiencia de Simio (SIV, Simian
Immunodeficiency Virus), (ii) HIV-2 y (iii) HIV-1, siendo aceptado que la presencia de los
dos ultimos en la poblacibn humana es consecuencia de dos eventos de transmision
zoonoticos independientes. A su vez, el HIV-1 se ha subdividido en cuatro grupos: el grupo
M (main, responsable del mayor numero de infecciones) el grupo O (outlier), el N (new) y el

P*. El grupo M se ha diversificado, a su vez, en al menos 9 subtipos y 61 formas
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recombinantes circulantes (CRF, circulating recombinant forms)!®*. La gran diversidad
molecular se puede atribuir a la alta tasa de replicaciéon viral, a la frecuente tasa de
introduccién de mutaciones y a la recombinacién'®. Los subtipos presentan entre si algunas
diferencias en su distribuciéon geogréafica!’ (Figura 1), siendo el subtipo B y la CRF_BF las

variantes mas prevalentes en Argentina y en nuestra regién.
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Figura 1: Esquema general de la distribucion mundial de subtipos y formas recombinantes méas prevalentes de
cada region'’. En Europa predomina el subtipo B. En Africa se encuentran todos los subtipos del grupo M y se han
informado casos pertenecientes al grupo O, Ny P. América del Sur esta caracterizada |por la circulacién del subtipo
B en la regién noroeste (al igual de lo que se observa en América Central y América del Norte). En el Cono Sur
pueden hallarse variantes pertenecientes a los subtipos B, Cy Fy recombinantes CRF_BF.

. 3. EL VIRION: MORFOLOGI A, GENOMA Y CI CLO DE REPLI CACI ON

Segin el Comité Internacional de Taxonomia de Virus, el HIV pertenece a la familia
Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae del género Lentivirus. Es un virus complejo,
caracterizado por la morfologia del virién con nucleo (o core) cilindrico o cénico. La particula
viral madura es esférica, envuelta por una membrana lipidica de origen celular, de
aproximadamente 100 a 120 nm de diametro'®. Su genoma est4 compuesto por dos
moléculas lineales de acido ribonucleico simple cadena de sentido positivo (ARNsc"), cada

una de 9,5 kilobases (kb) aproximadamente, con secuencias casi idénticas que funcionan
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como un genoma diploide. La particula viral se encuentra conformada por la envoltura, una

matriz proteica y la capside que contiene los acidos nucleicos en su interior (Figura 2).
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Figura 2: Esquema de la particula viral madura. Se indican algunas de las proteinas estructurales.

La envoltura es una bicapa lipidica proveniente de la célula huésped que presenta
espiculas altamente glicosiladas que consisten en trimeros del complejo formado por la
glicoproteina de superficie gp120 y la glicoproteina transmembrana gp41*°. Por debajo se
encuentran la matriz, compuesta por la proteina pl7, y la cépside, una estructura
icosahédrica constituida por la proteina p24. Finalmente, dentro de la capside, se alojan las
dos copias idénticas del ARNsc” viral formando la nucleocapside con la proteina estructural
p7 y las enzimas necesarias para la replicacion viral: la transcriptasa reversa, la integrasa y

la proteasa®?'®.

El ciclo de replicaciéon del virus inicia tipicamente cuando una particula de HIV se une a
la molécula CD4 en la superficie de una célula T activada, mediante la interaccién con la
glicoproteina viral gp120. Esta unién induce un cambio conformacional en gp120 que induce
la interacciéon de la glicoproteina gp41 con una segunda molécula en la superficie celular o
correceptor?®. Los 2 correceptores de HIV-1 son: el receptor de quimioquinas tipo 5 (CCR5,
C-C chemokine receptor type 5) y el receptor de quimioquinas tipo 4 (CXCR4, C-X-C motif
chemokine 12), los cuales determinan el tropismo viral (variantes R5-tropicas y X4-trépicas,
respectivamente)?>?®. Tras la interaccién entre gp41 y el correceptor, la envoltura del virus

se fusiona con la membrana celular, permitiendo la entrada del virus a la célula**. Una vez

5
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que el virus se encuentra en el citoplasma celular, la transcriptasa reversa viral cataliza la
generacion de ADN doble cadena a partir del ARN viral, el cual es translocado al ntcleo y se
integra al genoma celular (provirus)?®. En la Figura 3 se muestra en forma resumida el

genoma proviral del HIV.
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Figura 3: Genoma proviral del HIV-1 (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. Existen 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). La regién gag codifica las proteinas estructurales a través de dos precursores que, luego de
ser post-traduccionalmente procesados mediante clivaje proteolitico, producen las proteinas maduras de matriz,
nucleocapside, p24, pl, p2 y p6. La region pol codifica la enzima transcriptasa reversa, la integrasa y la proteasa.
La region env codifica las glicoproteinas gp4l y gpl20, las cuales forman el complejo que interacciona
especificamente con el receptor celular. 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
transcripcion inversa, que son responsables de regular, al menos en parte, la expresién de los genes virales.

Una vez que el genoma viral se ha integrado, los genes virales se transcriben a ARN
mensajero (ARNm) y luego son transportados al citoplasma y traducidos a proteinas (Figura

4).
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Figura 4: Esquema simplificado del ciclo de replicacién del HIV-1%%. Se resaltan los eventos mas sobresalientes.
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Por ultimo, el virus se ensambla y brota de la célula como una particula viral inmadura,
adquiriendo una envoltura que incluye proteinas celulares y del HIV. Esto permite la
liberacién del virus y su posterior maduraciéon que resulta en una particula viral infecciosa®®

(Figura 4).

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
replicacion viral que se observa en las etapas agudas de la infeccion dispara el proceso
patogénico que culmina, afios mas tarde, en la progresién a SIDA. La transmisién a través
de mucosas (vaginal o rectal) comienza con la infeccién de un nimero pequefio de linfocitos
T de memoria efectores CD4* CCR5%2°, macréfagos y células dendriticas (DCs, dendritic

cells) ubicadas en la lamina propia®’ (Figura 5).
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Figura 5: Modelo de infeccién cervico-vaginal

|28

. En primer lugar, el HIV cruza la barrera de la mucosa genital

femenina a través de microabrasiones, lesiones de mayor magnitud (Ulceras) o transcitosis. A las pocas horas, en
la submucosa, el virus puede infectar una o unas pocas células en forma productiva (linfocitos T CD4", macrofagos
o0 DCs). Una vez que el virus replica da lugar a una pequefia poblacion fundadora y la propagacién local temprana
de la infeccién. Luego se disemina a los ganglios linfaticos y al tejido linfoide asociado a intestino (GALT, gut-
associated lymphoid tissue) dentro del tercer y séptimo dia post-infeccion (p.i), cuando ocurre ademas el
establecimiento de los reservorios latentes. En Gltima instancia, linfocitos infectados o viriones migran desde los
ganglios linfaticos a diferentes 6rganos, y en particular, al GALT, donde ocurre una severay rapida deplecion, en la
mayor parte de los casos irreversible, de linfocitos T CD4". Se indican cada una de las etapas propuestas de la
infeccién por HIV (derecha) y el tejido del huésped en donde ocurre (izquierda). Entre paréntesis: el tiempo
estimado en el que sucede cada evento una vez que el virus se encuentra en la mucosa del tracto genital.
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Las variantes virales con tropismo R5 son las responsables de las nuevas infecciones en
la mayoria de los casos. Las DCs residentes en las submucosas no sélo son sensibles a la
infeccion sino que también facilitan la diseminacion viral®®. La primera amplificacién viral es
modesta y ocurre en drganos linfaticos regionales drenantes. A partir de alli, los linfocitos T
infectados y los viriones libres son volcados al torrente sanguineo, permitiendo la
colonizacién de otros 6rganos y la infeccién masiva de células susceptibles®® (Figura 5). Esto
resulta en un pico de viremia (10° a 10’ 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®' (Figura 6). El descenso del pico de viremia y la reversién
de los sintomas agudos son atribuidos a la accién de linfocitos T CD8" citotoxicos HIV-

especificos y, en menor medida, al agotamiento de células blanco.
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Figura 6: Curso natural de la infeccion por HIV-1%. La etapa aguda se caracteriza por una alta carga viral (CV,
linea roja), descenso en el recuento de células T CD4" y ausencia de anticuerpos especificos. Luego de la infeccién
aguda, la CV 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 trasmisiéon es maximo durante la etapa
aguda y hacia las etapas finales de la infeccion. El descenso del pico de viremia esté asociado a la aparicion de
linfocitos T CD8" especificos. Los anticuerpos especificos aparecen posteriormente. La deplecion de células T CD4"
que ocurre a nivel de mucosas, en la mayoria de los casos, no se recupera a lo largo del tiempo.
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Esto es seguido por el establecimiento del set point viral, definido como el valor estable
en el que se mantiene la carga viral (CV) plasméatica cuando la misma desciende, luego de
su pico méaximo durante la infeccion aguda®:. El set point viral varia de persona en persona
y es un potente predictor de la progresion a la enfermedad, hallandose una relacion directa
entre los niveles de CV plasmatica en el pico maximo y el set point viral y una mayor tasa
de progresién a enfermedad®. La aparicién de anticuerpos especificos en el suero de los
pacientes es posterior al control inicial de la replicaciéon viral (Figura 6) por lo que se cree
gue no desempefiarian un papel fundamental en este proceso de respuesta antiviral que
ocurre a tiempos tempranos post-infeccion (p.i). A su vez, se ha descripto que los
anticuerpos ampliamente neutralizantes (capaces de neutralizar diversos subtipos de HIV)
son producidos por aproximadamente un 20% de los pacientes y son detectados a tiempos
tardios p.i en estos individuos®. A tiempos tempranos p.i, la poblacién viral es homogénea
pero luego se diversifica generando una innumerable cantidad de cuasiespecies virales y
dando origen a variantes de escape a la neutralizacién®®, a la accién de los linfocitos T CD8"

citotoxicos y también surgen variantes virales resistentes a drogas antirretrovirales.

Lo que distingue a la infeccién por HIV es la deplecién progresiva de las células T CD4*3’

tanto por eliminacién directa debido a la infeccion como por la formacién de sincisios con
células bystander, activaciéon inmune, proliferacion y senescencia. Durante la infeccién
temprana se produce una reduccion transitoria de las células T CD4" circulantes, seguida
por una recuperacidon 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 ha sido ampliamente descripto que ocurre una deplecién masiva de
células T CD4" activadas®. A lo largo del tiempo, esta poblacién no se recupera ni siquiera
en el marco del tratamiento antirretroviral de alta eficacia (HAART, highly active
antiretroviral treatment) en la mayoria de los individuos, lo que se contrapone a lo
observado para células T CD4" circulantes en sangre periférica. Finalmente, la gran
deplecién de células en el tejido linfoide asociado a intestino (GALT, gut-associated

lymphoid tissue) y el aumento de su permeabilidad, junto con la apoptosis de enterocitos,
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conlleva a un aumento de la concentraciéon en plasma de productos microbianos, como los
lipopolisacaridos®®; esto contribuiria en gran medida a la activacién inmune generalizada,
tipica de los individuos infectados. Los marcadores de activacion inmune durante la
infeccion por HIV predicen, de una mejor manera, la progresiéon a la enfermedad que la CV
plasmatica. Esta activacion inmune generalizada y crénica esta caracterizada por un
incremento en la tasa de activacién de células T CD4" y CD8" y células natural killer (NK)
gue se encontraban en estado de reposo; un incremento en la muerte de células T y NK,
activacion de células B policlonales con un aumento en los niveles de inmunoglobulinas y
una produccién elevada de citoquinas proinflamatorias®®. En relacién a la activaciéon de
células T CD8", ha sido descripto que la expresién de las moléculas CD38 y HLA-DR se
encuentra aumentada tras la infeccion con HIV y esta poblacion activada incluye a las

células T CD8"* HIV-especificas®!.

A pesar de los grandes avances en torno al esclarecimiento de los distintos eventos que
suceden durante la historia natural de la infecciobn por HIV-1, los mecanismos y
componentes del sistema inmune que contribuyen al control natural de la infeccion y
progresién a SIDA en algunas personas infectadas, en contraste con la gran mayoria de los
individuos que sufren una rapida progresién a la enfermedad, adin no han sido totalmente
elucidados. La descripcion de estos componentes claves y las interacciones entre ellos
durante la infeccion por HIV-1 adn constituyen interrogantes cuyo esclarecimiento podria
permitir el disefio de nuevas estrategias de control e incluso de erradicacion de la

enfermedad.

. 5. RESPUESTA CITOTOXICA T CD8* ESPECI FICA FRENTE A HIV-1

Durante la infeccién aguda por HIV-1, la respuesta por parte de los linfocitos T CD8" se
correlaciona con el declive inicial en la replicacion del virus (ver Figura 6). Sin embargo, la
gran mayoria de los individuos infectados no son capaces de controlar la replicacién viral,
por debajo de los niveles de deteccidon, en ausencia de TARV. Estd 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
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a largo plazo [LTNP, Long-term non progressors])*?*3

son aquellos que presentan una
respuesta T CD8" robusta comparados 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, que representan de un 2 a un 5 % del total de individuos HIV***, se
diferencian a aquellos que controlan la replicacién viral hasta alcanzar niveles bajos
(controladores virémicos) o indetectables (controladores elite, [EC, Elite controllers])*>.
Los primeros reportes provenientes de macacos infectados con SlIV, donde se eliminaron de
manera temprana las células T CD8", mostraron que en ausencia de esta poblacion celular
la replicacién viral aumentaba hasta unas diez veces, en comparacidon a los niveles que se
observaban en presencia de los linfocitos T CD8"*"*% demostrando que esta poblacién
celular juega un rol critico en el control de la replicacion viral in vivo. Por lo tanto, una vez
que la infeccidn ya se ha establecido, la respuesta T CD8" es critica para el control de la
replicacién tanto de HIV como de SIV. En este contexto, los estudios en cohortes de
individuos con infeccién aguda/temprana por HIV (PHI, Primary HIV infection) resultan de
gran importancia para entender mas acabadamente los procesos que tienen lugar durante

la infeccidon natural por HIV e identificar los procesos patogénicos tempranos que podrian

influenciar la posterior progresion a enfermedad.

. 5. 1. MPORTANCIA DEL FENOTIPO Y FUNCIONALIDAD DE LA RESPUESTA T CD8" ANTIVIRAL EN EL

CONTROL DE LA PROGRESION A SIDA

Diversos estudios que han analizado en profundidad la poblacion de células T CD8"
durante la infeccion por HIV, sugieren que la habilidad de estas células de mediar control
viral es multifactorial. Uno de estos factores es el fenotipo celular, en términos de las
subpoblaciones de memoria involucradas y la expresién de marcadores de agotamiento

4952 | as células T CD8" comprenden una poblacién celular que, en el contexto de la

celular
infeccién por HIV, presentan una complicada ruta de diferenciacién. En este sentido, en un
trabajo recientemente publicado por nuestro grupo se demostréo que la maduracidon de

células T CD8" totales y HIV-especificas a diferentes subpoblaciones de memoria se

encuentra alterada en individuos recientemente infectados, aunque en niveles menos
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draméaticos a los observados durante la etapa crénica de la infeccion. Y, mas importante
aun, la magnitud de estas alteraciones en la maduracion se tradujo en una menor capacidad
de mediar mecanismos antivirales por parte de las células T CD8", lo cual se asocio con una
progresiéon temprana a enfermedad®®. Por otro lado, la expresiéon aumentada del marcador
de muerte celular programada 1 (PD-1, programmed cell death 1) en células T CD8"
especificas para HIV ha sido consistentemente asociada con el agotamiento celular®*>®. El
andlisis de la expresion de PD-1 en células T CD8" totales y HIV-especificas en individuos

recientemente infectados revel6 una asociacién no sélo con la progresién a enfermedad sino

también con la diferenciacién de células T CD8* de memoria®3.

Otro factor involucrado en el control viral por parte de células T CD8" es su
especificidad, en términos de los antigenos virales que son blanco de la respuesta. A pesar
de que la respuesta TCD8" se caracteriza por ser sumamente amplia, la predominancia de
la respuesta frente a una u otra proteina viral varia dependiendo de la etapa de la
infeccion®’*°. Reportes recientes muestran que aquellos individuos capaces de reconocer
ciertos epitopes presentan set points virales mas bajos. Mas auln, la preservacion de esta
respuesta temprana ha sido asociada con una progresion lenta a la enfermedad y con un
recuento de células T CD4" estable®®. Los individuos EC presentan una respuesta T CD8"
dirigida ampliamente contra Gag y con una gran capacidad de mediar actividad antiviral®®®°.
En este sentido, un trabajo recientemente publicado por nuestro grupo demostré que,
durante la infeccion aguda/temprana, la presencia de mayores proporciones de células T
CD8* que reconocen el antigeno Gag (inmunodominancia temprana frente a Gag) se
asociaba con la preservacion del recuento de células T CD4", en consonancia con una
inmunodominancia de células T CD8" Gag-especificas en individuos ECs y controladores

virémicos®!, relacionando de este modo la respuesta T CD8" antiviral con el control natural

de la progresion a enfermedad.

Finalmente, la calidad y funcionalidad de la respuesta T CD8" HIV-especifica constituyen
factores determinantes en la capacidad de estas células de mediar control viral. Las

propiedades mayormente asociadas con capacidad antiviral incluyen tanto la avidez de la
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respuesta como su capacidad de mediar la supresion de la replicacién viral, de proliferar y

426265 yna forma de evaluar la

secretar un amplio espectro de citoquinas y quimioquinas
potencia global de la respuesta antiviral consiste en medir la capacidad de células T CD8" de
suprimir la replicacién viral en células T CD4" autélogas in vitro (VIA, Viral Inhibitory
Activity). Trabajos previos han evaluado VIA en células T CD8" provenientes de individuos

62,64-66

ECs, pacientes crénicamente infectados e incluso en estudios de vacunas en humanos

65,67

y en simios . En esos estudios se demostré que VIA se correlaciona, por un lado, con la

magnitud de la respuesta T CD8" HIV-especifica®®®®

y, por otra parte, con mayores
frecuencias de células T CD8" capaces de degranular y producir simultaneamente
mediadores como IFN-y y MIP-13%57° En concordancia con lo reportado por otros autores,
nuestro grupo de trabajo demostro que las células T CD8" de individuos EC son capaces de
mediar una respuesta VIA de mayor magnitud en comparacion a lo observado en pacientes

cronicamente infectados. A su vez, se demostré que es posible detectar VIA a tiempos muy

tempranos p.i en pacientes PHI y que esta actividad persiste en el tiempo®®.

Las células T CD8" poseen una gran capacidad de ejercer multiples funciones,
produciendo un amplio espectro de moléculas efectoras las cuales pueden afectar la
replicacién del virus. La polifuncionalidad se define como la habilidad de una célula de
producir simultdneamente dos o mas moléculas efectoras y ha sido asociada con la
capacidad de células T CD8* de mediar control viral*>®® 7%, También ha sido demostrado que
los individuos que poseen altos porcentajes de células polifuncionales presentan altos

niveles de perforinas y un mayor recuento de células T CD4""

En otros importantes
estudios, se observo que la capacidad de células T CD8" de degranular (evaluado mediante
citometria de flujo por la movilizaciéon de las moléculas CD107, y CD107g) se asociaba con

su actividad antiviral®®°,

Los marcadores CD107,5 se expresan en la superficie celular
cuando se produce la descarga de granulos liticos durante la lisis de células blanco, y su
deteccién en células T CD8* se correlaciona fuertemente con su actividad citotéxica’>.
Notablemente, en un trabajo previo de nuestro grupo, una mayor capacidad de células T

CD8" Gag-especificas de expresar los marcadores CD107,g Yy secretar [FN-y

simultaneamente, se correlaciond con una mayor magnitud de VIA®L.
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. 6. CELULAS TH17 Y T REGULATORIAS EN LA INFECCION POR HIV-1
I. 6. 1. CELULAS TH17

La subpoblacién de linfocitos T CD4" Th17 (T helper 17 cells) se caracteriza por producir
predominante IL-17A e IL-17F. En humanos, la generaciéon de células Thl7 a partir de
linfocitos T naive requiere de la estimulacion con IL-6, IL-1B e IL-21 en presencia de TGF-
B’*7* y su posterior expansién y estabilizacién se encuentran mediadas por 1L-23"%78, todo
ello en virtud de la expresion de los factores de transcripcién “huérfanos” relacionados a

RAR (RORyt y RORa, RAR-related orphan receptors jt and @) que caracterizan a este linaje

celular’ (Figura 7).

Difesenciacion

‘ Expansion
i TGFB. IL-6 h-23
21, W-1p

CélulaT Th 17

nare

IL-17A, IL-17F,
IL-21, IL-22

Figura 7. Esquema general de la diferenciacion y fenotipo de células Th1l7. Se indica el proceso de diferenciacién a
partir de una célula T CD4" naive y su posterior expansion y estabilizacion. Se indican las citoquinas requeridas
para la generacién de estas células a partir de linfocitos T CD4" naive (azul) y las mayormente secretadas por la
subpoblacién Th17 (rojo). Adicionalmente se indican los marcadores moleculares que caracterizan a esta
subpoblacion (gris). Adaptado del sitio oficial de BioLegend.

Mediante la producciébn de IL-17, las células Thl7 participan de la respuesta
proinflamatoria en mucosas frente a infecciones bacterianas y flangicas. Por un lado
contribuyen al mantenimiento de las barreras de mucosas (ya que migran hacia tejido
intestinal®®), donde promueven el reclutamiento de neutréfilos, el incremento en la

81.82 y e| fortalecimiento de las uniones estrechas entre las células

expresion de quimioquinas
epiteliales de la mucosa®®. Asimismo, son capaces de inducir la produccién de

metaloproteinasas de matriz y péptidos antimicrobianos®.
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I. 6. 2. CELULAS T REGULATORIAS ( TREG)

La subpoblacién particular de células T, conocidas como Treg, poseen una capacidad
regulatoria/supresora “profesional”, la cual previene la activacién y la funciéon efectora de

células T autorreactivas que han escapado a otros mecanismos de tolerancia®®®’

. Las Treg
se caracterizan por la expresion de los marcadores de superficie CD4" CD25" y el factor de
transcripcion caracteristico FoxP3 (Forkhead box P3), el cual es critico para la diferenciacion

y desarrollo de este linaje y para su funcién regulatoria/supresora®®®°

. A grandes rasgos,
pueden diferenciarse dos tipos de Treg que expresan FoxP3: las Treg naturales que derivan
del timo, de donde emigran expresando el factor de transcripcién, y las Treg inducibles que
son inducidas en periferia®® (Figura 8). Las citoquinas TGF- e IL-2 son cruciales tanto para
la diferenciacion de células T naive hacia el perfil Treg como para su posterior

91,92

expansion Numerosos estudios han identificado a las células Treg como importantes

93-95 L os mecanismos

inmunomoduladores en enfermedades autoinmunes e inflamacién
supresores identificados incluyen: la secrecién de citoquinas anti-inflamatorias, la expresion
de receptores inhibitorios y la privacién de citoquinas®®. Las dos citoquinas cominmente

96,97

asociadas al perfil Treg son IL-10 y TGF-B

TGF-B participa, principalmente, en la generaciéon y mantenimiento de las Treg®®°. La
IL-10 posee efectos inmunosupresores mediados por su influencia sobre células
presentadoras de antigeno, en las cuales regula negativamente la expresion de moléculas

del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) tipo 11

y de las moléculas co-
estimulatorias CD80/CD86 y CD28'°'. Adicionalmente, reduce la liberacion de citoquinas
proinflamatorias por parte de mastocitos y macrofagos, y suprime su funcionalidad y
activacion® 1%, Mediante la utilizacién de todos los mecanismos de supresién mencionados,
las Treg juegan un rol preponderante en la recuperacion de la homeostasis inmune tras la

eliminacion de los patdgenos, protegiendo al hospedador de inmunopatologias causadas por

infecciones cronicas.
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Figura 8. Esquema general de la diferenciacion, fenotipo y funcién de células Treg. Hacia la izquierda se indican los
marcadores de los fenotipos de “reposo” y “activacion” de células Treg naturales, y las citoquinas méas importantes
involucradas en su funcién supresora. Hacia la derecha se indican los marcadores del fenotipo de células Treg
inducidas en periferia y las moléculas involucradas en su diferenciacion y funcionalidad. Adaptado del sitio oficial de
BioLegend

. 6. 3. RELACION TH17/ TREG

Las subpoblaciones de linfocitos Thl7 y Treg han ido reemplazando al paradigma
Th1/Th2 que domind el campo de la inmunologia durante més de 20 afios. Las células Th17
y Treg desempefian roles opuestos en la respuesta frente a patégenos y sus caminos de
diferenciacién se encuentran reciprocamente modulados. TGF-B es una citoquina critica para
la diferenciacion de ambos perfiles ya que, por si sola, induce FoxP3’>'%* y RORyt!%. En
presencia de sefales de infeccion para cuya eliminacion se requiere de la subpoblacién
Th17, las citoquinas IL-6 o IL-21 se encontrarian presentes. En este escenario, se ha
descripto que la expresion de FoxP3 inducida por TGF-B se reduce y la expresion de RORyt

es aumentada’®1%,

En el escenario opuesto, en ausencia de estimulos inflamatorios
adecuados, TGF-pB promueve la diferenciacion de Treg capaces de mantener la tolerancia
inmune. Este efecto se debe a la inhibicion de RORyt mediada por FoxP3, que resulta en la

inhibicion de la expresion de IL-17 e IL-23'°° (Figura 9).
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Figura 9. Esquema ilustrativo de la regulacion del balance Th17/Treg*"".

Estos mecanismos cruzados de control de la diferenciacion celular tienen como
consecuencia el establecimiento de un balance entre ambas subpoblaciones que influencia
de forma determinante la respuesta inmune resultante. La relacién Th1l7/Treg provee la
base para esclarecer mecanismos inmunoldégicos que inducen y regulan procesos de
autoinmunidad e inflamacidon cronica, asi como también la resolucidon/contencidon de

infecciones!®8199,

. 6. 4. RoL DE LAS CELULAS TH17 Y DE LA RELACION TH17/ TREG EN LA PROGRESION A

ENFERMEDAD DURANTE LA I NFECCI ON POR HI V-1

Estudios recientes han demostrado que las infecciones con SIV 'y HIV conducen a una
deplecién de las células Thl7, y que ésta disminucion es predictiva de progresion a
enfermedad. Por un lado se ha reportado la deplecién selectiva de esta subpoblaciéon de
células T tanto en GALT como en sangre periférica, en individuos infectados con HIV*?1 A
su vez, en modelos de infeccion de simios con SIV, tanto en las especies de monos con
infecciones no patogénicas como en aquellos con infeccién patogénica pero con un buen
control de la replicacién viral, se ha descripto que mantienen valores normales de Th17 en

112113 Se postula que la deplecion de las células

mucosa intestinal y en sangre periférica
Th17 de la mucosa intestinal atentaria contra la integridad de la mucosa favoreciendo la

translocacion de productos microbianos al torrente sanguineo generando la activacion
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inmune sistémica caracteristica, observada en la inmunodeficiencia asociada a HIV***. En
publicaciones recientes se describe que individuos LTNP poseen poblaciones normales de

linfocitos T CD4* en mucosa intestinal, incluyendo la subpoblacién Th17'®

, Y que, en
contraste, existen relaciones inversas entre CV y la proporciéon de células Thl7 o la
expresion del receptor de IL-17 en sangre periférica''® en los individuos que muestran una
progresién tipica a enfermedad. Estos hallazgos avalan una asociacién entre la preservacion

de la subpoblacién Th17 tanto en mucosa intestinal como en periferia con la no progresién a

enfermedad.

A su vez, diferentes trabajos recientes destacan la importancia del balance relativo
entre las subpoblaciones Th1l7 y Treg en la inmunopatologia de la enfermedad progresiva
causada por HIV y SIV'’. Estudios realizados en distintas cohortes de individuos con
infeccion crénica, demuestran que la pérdida del balance entre Th1l7 y Treg esta asociada
con la progresién a enfermedad, en contraste a lo observado en individuos ECs en los cuales
el mantenimiento de dicho balance a lo largo del tiempo y un bajo nivel de células Treg*®
estuvieron asociados con el control natural de la infeccién. Cabe destacar que la mayor
parte de los estudios descriptos hasta el momento en los que se ha analizado la relacion
existente entre la inmunopatogénesis de HIV y la subpoblacién celular Th17, se han llevado
a cabo en grupos de pacientes con infeccion crénica ya sea virémicos o ECs*'?. Sin embargo
es escasa la informacion en relacion a éstos parametros [Th17 versus (vs.) CV y recuento

de células T CD4"] evaluados a tiempos cortos p.i con HIV (durante infeccion aguda).

. 6. 5. RELACION ENTRE LA SUBPOBLACION DE CELULAS TH17 Y EL BALANCE TH17/ TREG Y LA

RESPUESTA CELULAR T ADAPTATIVA ANTIVIRAL

Recientemente se ha demostrado, en el modelo de infeccion de macacos con SlV, la
estrecha relacién que existe entre el tamafio de la poblacién celular Th17 pre-existente (en
sangre y tejido intestinal) y el grado de replicacién viral post-desafio'?°. Los autores de ese
trabajo muestran que aquellos animales que poseian mayores niveles de Thl7 previos a la
infeccién, mostraban una menor CV en el periodo de set point en comparacién con los

animales que tenian menores proporciones de Th17 inicialmente. Otro hallazgo interesante
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descripto en ese estudio es la correlacion que observan entre la inmunidad adaptativa
antiviral y los niveles de Th17, observando una correlacion directa entre mayores niveles de
ésta subpoblacién y la induccion de respuestas T CD8" y CD4"* especificas mas potentes.
Incluso detectan una mayor polifuncionalidad en las células T CD4" especificas en los

animales con mayor proporcion de Th17.

Otro estudio demostré que, tras el inicio de TARV, sélo en aquellos casos en los que la
terapia lograba la efectiva restauracion de los niveles de células T CD4" en GALT, esto se
asociaba con un aumento tanto en la subpoblacién de células Thl7 como en la

polifuncionalidad de la respuesta T adaptativa especifica frente a HIV*?,

Sin embargo alun no existen reportes en los que se haya hecho un estudio en
profundidad analizando la posible relacion entre la poblacion Th17 y el balance Thl7/Treg
con la respuesta T adaptativa antiviral en la infeccion por HIV. A su vez, el analisis de estos
aspectos durante la infeccion aguda/temprana, resulta fundamental para evaluar el grado

de influencia de la respuesta Th17 sobre la respuesta adaptativa antiviral.

. 6. 6. EFECTO DE LA TERAPIA ANTIRRETROVIRAL SOBRE EL REESTABLECIMIENTO DE LAS

SUBPOBLACI ONES DE CELULAS TH17 Y TREG

Dada la importancia que poseen las interacciones entre las subpoblaciones celulares
Th17 y Treg en el desarrollo de la infeccion por HIV, resulta relevante la evaluaciéon del
restablecimiento de la proporcién de células Thl7 y la normalizacion de la relacion
Th17/Treg tras el inicio del TARV. Se ha reportado que aln luego de conseguir una
inhibicién total de la CV tras el tratamiento, la restauracion de la respuesta Thl7 no se

consigue en todos los pacientes'?* %2,

En un estudio publicado recientemente, los autores
encuentran que la relacion Th17/Treg esta significativamente disminuida en las pacientes
HIV antes de iniciar tratamiento mientras que luego de la terapia dicha proporcién se

123 Un trabajo realizado recientemente con un modelo in vitro***

normaliza parcialmente
demuestra que, durante la infeccidn con HIV permanecen células T CD4" capaces de
generar una respuesta Thl7, proponiendo el uso de potenciales terapias

inmunoterapéuticas en conjunto con el TARV para ayudar a restaurar la respuesta Th1l7 en
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los pacientes HIV*® crénicamente infectados. Cabe destacar que la mayoria de los estudios
se han centrado en la evaluacion del grado de restauracion de células Th1l7 y de la relacion
Th17/Treg alcanzado tras el inicio de TARV en periferia y GALT, mientras que aln no se ha
estudiado lo que sucede con estas subpoblaciones en el tracto genital femenino (sitio donde

ocurre el primer contacto con el virus tras su transmision heterosexual).

. 7.INMUNIDAD EN EL TRACTO GENITAL FEMENINO

El tracto genital (TG) femenino esta compuesto por el tracto reproductivo superior, que
incluye trompas de falopio, Gtero y endocervix, y el tracto reproductivo inferior, compuesto
por el exocervix y el tracto vaginal (Figura 10). El tracto superior se encuentra delimitado
por una capa simple de células epiteliales columnares unidas entre si mediante uniones
estrechas mientras que el tracto inferior estd compuesto de un epitelio escamoso

estratificado'?®

, Y ambos constituyen barreras de proteccion frente a la invasion microbiana.
La lamina propia, que se encuentra por debajo del epitelio, tanto en tracto inferior como
superior, estd compuesta principalmente de fibroblastos, vasos endoteliales y una variedad
de células inmunes. El sistema inmune del TG femenino forma parte del sistema inmune
comUn de mucosas y, como tal, posee muchas caracteristicas en comun con otros sitios,
como la expresién de marcadores de reclutamiento o homing, inmunoglobulinas secretorias

6

y células de la inmunidad innata residentes en los tejidos*?®. Pero, adicionalmente, posee

adaptaciones Unicas y ha desarrollado mecanismos de proteccién del feto semi-alogeneico
del reconocimiento por parte del sistema inmune confiriendo, al mismo tiempo, proteccién
contra patdgenos transmitidos por via sexual durante todo el ciclo menstrual. Las hormonas
sexuales son los reguladores clave de las células inmunes y de las respuestas generadas en
el TG femenino y son las responsables de los cambios ciclicos de la inmunidad en este

127,128

sitio . Adicionalmente al microbioma de la mucosa, el TG cuenta con la secrecién de

péptidos antimicrobianos e IFN de tipo 1'%°.
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Figura 10. Componentes anatémicos e inmunolégicos del tracto genital femenino*®.

Las células T CD4" y CD8" se encuentran a lo largo de todo el tracto genital. El
endometrio uterino contiene agregados linfoides organizados que se localizan en el estrato

de la capa basal (Figura 10)*3*

. Estudios inmunohistolégicos han permitido determinar que
la mayoria de las células T se encuentran en el tracto inferior en la interfase
estromalepitelio (llamada “zona de transformacion”) mientras que nimeros significativos de
células T CD8" se encuentran esparcidas en el epitelio escamoso de la vagina y el
exocervix'*2, El hallazgo de que existe una mayor cantidad de células T en la zona de
transformacién es importante a la luz de que esta zona es particularmente susceptible a la

infeccion por HIV. Estudios recientes han demostrado la presencia tanto de células Treg

como Th17 en el TG femenino®®2.

. 7. 1. INFECCION POR HIV-1 EN EL TRACTO GENITAL FEMENINO

Las mujeres representan un 50% del total de individuos infectados por HIV-1 a nivel
mundial. A pesar de que la via de transmisién vaginal tiene una tasa baja de riesgo de

exposicion por cada evento de riesgo, estimaciones recientes muestran que un 40% de las

133

infecciones por HIV se inician en el TG femenino="°, la cual puede ocurrir tanto en el tracto
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superior como inferior*3*13

. En modelos experimentales con macacos se ha visto que, tras
la inoculacién del virus, se genera una respuesta proinflamatoria con produccién de
citoquinas y reclutamiento de linfocitos T CD4", necesarios para la expansion del virus
localmente y la posterior diseminacién hacia el compartimiento sistémico**®*3” (Figura 5).
Asimismo, se ha sugerido que existe una relacion entre la proporcion de las distintas
subpoblaciones de linfocitos T CD4" presentes en el TG femenino, y que la interaccion entre
estos podria jugar un rol importante influyendo sobre la susceptibilidad a la infeccién. La
adquisicion de HIV-1 luego de la transmisidn sexual podria aumentar debido a una mayor
proporcién de células Thl7 susceptibles y/o a una mayor proporcion de células T activadas
en mucosas™®*®**° Por todo esto, resulta de interés el poder analizar la proporcién de células
Th17 y/o la produccidon de la citoquina IL-17 en el TG femenino y su impacto sobre la
infeccion con HIV y la progresién a enfermedad. A pesar de existir algunas evidencias, la

caracterizacion de la poblacién Th1l7 en mucosa cervical y su implicancia en la

inmunopatogénesis de HIV es un tépico en el que aun queda mucho por dilucidar.

Por otro lado, muchas de las citoquinas y quimioquinas halladas en el tracto genital
pueden interferir en la infecciéon viral, como la quimioquina CXCL12 (capaz de inhibir cepas
X4 de HIV) y las B-quimioquinas MIP-1a y MIP-1p (ligandos naturales del co-receptor viral
CCR5 que pueden prevenir la infeccion por cepas R5). Mientras que se ha reportado que las
concentraciones plasméaticas de citoquinas durante la infeccién aguda pueden predecir los
valores de set point**°, otros estudios recientes indican que un ambiente inflamatorio a nivel
de mucosa genital durante la infeccion aguda estd asociado con valores de CV plasmaética

+141

mas altos y menores recuentos de células T CD4 . En este sentido, se ha descripto que

en mujeres altamente expuestas no infectadas (HESN, HIV-1-expossed seronegative), hay
menores niveles de IL-17/1L-22 y de citoquinas proinflamatorias en mucosa cervical'*?.
Dado que la mayoria de los estudios mencionados han utilizado muestras de cohortes de
pacientes de Sudafrica, la realizacion de estudios con pacientes pertenecientes a nuestra
region (de distintas etnias y que poseen un background genético diferente al de las cohortes

ya reportadas) aportara datos relevantes al conocimiento de la inmunopatogénesis de HIV-1

en el entorno de la mucosa genital.
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A pesar de la relevancia de las subpoblaciones de células Th1l7 y Treg en la infeccién por
HIV-1 y la progresiéon a SIDA, aun quedan ineludibles interrogantes. En este contexto se

plantean la hip6tesis y objetivos de este trabajo de tesis:

II. 1. HIPOTESIS GENERAL DE TRABAJO

La preservacion de la poblacion celular Th1l7, tanto en mucosas como en periferia, y
también de la relacion Th17/Treg, constituyen factores inmunes determinantes en la
funcionalidad de la respuesta inmune antiviral especifica mediada por células T y en el

desarrollo de una menor tasa de progresion de la enfermedad.

1. 2. OBJETIVO GENERAL |

Analizar la proporcion de células Thl7 y el balance Th17/Treg en individuos que se
encuentran cursando diferentes estadios de la infeccién por HIV-1 y su potencial relacién
tanto con la funcionalidad de la respuesta celular T HIV-especifica como con los niveles de
activaciéon inmune. En particular, establecer la asociacién de estos parametros en el

contexto de la infeccién aguda/temprana por HIV-1 y el curso del primer afio de infeccion.

Il. 2. 1. OBJETIVOS ESPECI FICOS |
B OFE1: cuantificar las subpoblaciones celulares Thl7 y Treg en células mononucleares

de sangre periférica (PBMCs, peripheral blood mononuclear cells) y caracterizar la

relacion Th17/Treg.

OE2: Evaluar el nivel de activacién celular en PBMCs y el perfil inflamatorio de

(!

citoquinas/quimioquinas en plasma y analizar la relacién de estos parametros con los

niveles de las subpoblaciones Th17, Treg y su balance.

W OE3: Estudiar la relacién entre los niveles de las subpoblaciones Th17 y Treg con
parametros de seguimiento de la infeccidon y progresion a SIDA.
8 OE4: Analizar la relacién de los niveles de las subpoblaciones Th17, Treg y su balance

durante la infeccion aguda/temprana por HIV-1 con parametros asociados a la calidad

de la respuesta T CD8" antiviral: (i) la proporcion de células T CD8" bifuncionales
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capaces de degranualar (CD1074g8") Yy secretar IFN-y simultaneamente, y (ii) la
capacidad de células T CD8" de inhibir la replicacion viral en células T CD4" aut6logas

(ensayo de VIA).

(!

OE5: Analizar la relacion entre los niveles de la subpoblacidon de células Thl7 durante
el primer afio de la infeccion por HIV-1 y las proporciones de células T efectoras de los

perfiles Th1 (CD4* IFN-y*), Tcl (CD8* IFN-y") y Tcl7 (CD8* IL-17%).

1. 3. OBJETIVO GENERAL I

Evaluar el impacto del TARV en el restablecimiento y funcionalidad de las
subpoblaciones de células Thl7, Treg y la relacion Th1l7/Treg en sangre periférica y en
mucosa del tracto genital femenino. Asimismo, analizar la relacién de estos pardmetros con

los niveles de inflamacion del tracto genital y de activacién inmune celular a nivel sistémico.

Il1. 3. 1. OBJETIVOS ESPECiFICcOs ||

M OE1: cuantificar las subpoblaciones celulares Thl7 y Treg y su balance en PBMCs en

el contexto de la infeccidén crénica por HIV-1 en presencia y ausencia de TARV.

(!

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

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

B OE3: Analizar el impacto del TARV en los niveles de células T precursoras de la
subpoblacion Th17 que migran a intestino (T CD4" CD161%) en muestras de sangre

periférica.

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

(!

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

W OE5: Evaluar el perfil inflamatorio de citoquinas en mucosa del TG y analizar su
relacién con los niveles sistémicos de activacién inmune celular y de las

subpoblaciones Th17 y Treg en individuos bajo TARV.
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[11. 1. POBLACION EN ESTUDIO

Un total de 132 individuos participaron de los estudios presentados en las Partes | y Il
de este trabajo de tesis: 34 dadores sanos seronegativos para la infeccion por HIV-1 (DSs)
y 98 pacientes infectados por HIV-1, de los cuales 40 se encontraban cursando la etapa
aguda/temprana de la infeccion (PHI), 26 eran individuos crénicamente infectados naive de
TARV (Cronicos o TARV'), 19 eran pacientes cronicamente infectados bajo TARV (TARVY) y
13 eran individuos definidos como ECs. Una parte de las muestras de los DSs fueron
obtenidas del banco de sangre del Sanatorio Dr. Julio Méndez (Buenos Aires, Argentina), y
todas provenian de individuos mayores de 18 afios que completaron una encuesta sobre
donacion de sangre y fueron examinados para marcadores seroldégicos previo a su
aceptacion como donantes. La otra parte de las muestras fue obtenida en el Hospital
General de Agudos “Dr. Juan A. Fernandez” (Buenos Aires, Argentina) y su serologia
negativa para HIV-1 fue confirmada mediante dos técnicas de acuerdo al algoritmo
aprobado para diagndstico [prueba rapida VIKIA HIV1/2 (bioMérieux SA) seguida de la
técnica de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay)
Genscreen ULTRA HIV Ag-Ab (BIO-RAD) para la deteccion de anticuerpos y antigenos
especificos de HIV-1 y HIV-2]. Los pacientes del grupo PHI fueron reclutados por el Grupo
Argentino de Seroconversién bajo los siguientes criterios de inclusion®*3: (i) una serologia
negativa seguida por una serologia positiva para HIV-1, confirmada por Western Blot (WB),
dentro de los 6 meses; (ii) serologia positiva, WB indeterminado y niveles detectables de
ARN viral en plasma 6 (iii) sintomas de infeccibn aguda con serologia negativa o
indeterminada y posterior confirmacion de infeccién. Para algunos andlisis, los individuos de
la cohorte PHI fueron divididos en 2 subgrupos de acuerdo a si sus recuentos de células T
CD4" decaian, o no, por debajo de 350 células/pl en cualquier momento durante el primer
afio de infeccién, y fueron denominados progresores rapidos (PRs) y tipicos (PTs),
respectivamente. Los Cronicos fueron definidos como individuos con infeccion por HIV-1
establecida por mas de 3 afios, CV plasmatica detectable (entre 500 y 500.000 copias de
ARN/mI plasma), y naive de TARV al momento de ser reclutados. Los pacientes del grupo

TARV™ se definieron como individuos con infeccion por HIV-1 establecida por méas de 3 afios,
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y que se encuentran desde hace al menos 2 afios bajo algin régimen de terapia HAART, con
supresién efectiva de la CV plasméatica (menor a 50 copias de ARN/ml plasma). Los ECs se
definieron como personas con infeccion por HIV-1 establecida por mas de 5 afios capaces de
controlar la viremia en ausencia de intervencion terapéutica con CV indetectable (menor a
50 copias de ARN/mI plasma), naive de TARV, recuento de células T CD4" mayor a 450
células/ul y sin historial de infecciones oportunistas y/o enfermedades marcadoras
relacionadas a HIV/SIDA. En la Tabla 1 se detallan las caracteristicas mas importantes de

cada uno de los individuos HIV".

Tabla 1: Caracteristicas de los individuos HIV" incluidos en este trabajo de tesis

Carga Viral (CV)°
. Edad Estadiode Dias post- Copi?s de Recu’ento
Paciente  Sexo . . s . .. » ARNviral/ml Log,, decélulas TARV®
(afios) la infeccion® infeccidn v
de plasma TCD4A /ul
Infeccién aguda/temprana por HIV (PHI; n=40)
PTO1 F 25 \ 90 1810 3,26 499 NO
PT 02 F 21 Vi 120 9018 3,96 587 NO
PT 03 M ND \ 180 <50 <1,70 786 NO
PT 04 M 41 Vi 60 236570 5,37 496 NO
PT 05 M 23 Vv 30 >500000 >5,70 734 NO
PT 06 M 23 Vi 60 37169 4,57 505 NO
PT 07 M 26 VI 150 256051 5,41 797 NO
PT 08 M 34 Vi 60 >500000 >5,70 851 NO
PT 09 M 19 VI 90 67660 4,83 387 NO
PT 10 M ND Vi ND 46211 4,66 633 NO
PT 11 M 22 Vv 30 32918 4,52 748 NO
PT 12 M 31 Vi 90 318838 5,50 655 NO
PT 13 M 35 VI 120 32473 4,51 500 NO
PT 14 M 33 Vi 150 53303 4,73 393 NO
PT 15 M 24 Vv 60 16926 4,23 801 NO
PT 16 M 41 Vi 120 61045 4,79 595 NO
PT 17 M 67 VI 120 13962 4,14 577 NO
PT 18 M 39 \Y, 90 <50 <1,70 902 NO
PT 19 M 34 VI 90 8613 3,94 778 NO
PT 20 M 41 \Y, 60 104 2,02 602 NO
PT 21 M 37 Vv 30 19522 4,29 525 NO
PT 22 F 29 Vv 30 >500000 >5,70 603 NO
PT 23 F 36 VI 150 28260 4,45 670 NO
PT 24 M 25 \Y, 45 455417 5,66 698 NO
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PT 25 F 20 Vi 60 17420 4,24 685 NO
PT 26 F 31 Y 75 9532 3,98 590 NO
PT 27 F 23 Vi 60 116129 5,06 671 NO
PT 28 F 30 Vi 90 64454 4,81 391 NO
PT 29 M ND Vi 90 412 2,61 577 NO
PR 01 F ND Vi ND 199754 5,30 252 NO
PR 02 M 38 Vi 150 255240 5,41 399 NO
PR O3 M ND Vi 120 283825 5,45 282 NO
PR 04 M 34 ND 60 1315 3,12 504 NO
PR 05 F 36 Vi 90 3662 3,56 303 NO
PR 06 M 44 Vi 50 145002 5,16 308 NO
PR 07 M 48 n 30 >500000 >5,70 117 NO
PR 08 M 37 Vi 50 98684 4,99 256 NO
PR 09 M 21 Vi 60 242199 5,38 161 NO
PR 10 F 41 vV 30 >500000 >5,70 379 NO
PR 11 F 24 Vi 30 102297 5,01 222 NO
Crdnicos naive de tratamiento antirretroviral (Cronicos o TARV'; n=26)
co1 F 37 Crénico - 22475 4,35 143 NO
co02 F 28 Crénico - 14784 4,17 139 NO
co3 F 23 Crénico - 253164 5,40 5 NO
co4a F 43 Crénico - 36399 4,56 555 NO
Cco05 M 35 Crénico - 4718 3,67 441 NO
C06 F 34 Crénico - >500000 >5,70 4 NO
co7 M 22 Crénico - 2889 3,46 606 NO
cos8 M 26 Crénico - 34395 4,54 4 NO
co09 M 34 Cronico - >500000 >5,70 13 NO
c10 M 46 Crénico - 72888 4,86 29 NO
c11 M 32 Crénico - 139439 5,14 348 NO
c12 M 48 Crénico - >500000 >5,70 44 NO
c13 M 42 Crénico - 23643 4,37 ND NO
ci14 F 44 Crénico - 159858 5,20 ND NO
Cc15 M 28 Crénico - 2002 3,30 353 NO
C16 M ND Crénico - 21260 4,33 380 NO
c17 F ND Cronico - 477541 5,68 ND NO
C18* F 36 Crénico - 3887 3,59 222 NO
C19* F 36 Crénico - 650 2,81 820 NO
C 20* F 49 Crénico - 1576 3,20 429 NO
C21* F 19 Crénico - 10576 4,02 341 NO
C 22%* F ND Crénico - 2372 3,38 793 NO
c23 M ND Cronico - 140288 5,15 341 NO
c24 M 45 Crénico - 15874 4,20 465 NO
C25 M 30 Crénico - 228020 5,36 698 NO
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C26 M 37 Crénico - >500000 >5,70 952 NO
Controladores Elite (EC; n=13)
ECO1 M 48 Crénico - <50 <1,70 566 NO
EC 02 F 35 Cronico - <50 <1,70 912 NO
ECO03 M 30 Crénico - <50 <1,70 456 NO
EC 04 F 43 Cronico - <50 <1,70 602 NO
EC 05 F 54 Cronico - <50 <1,70 570 NO
EC 06 F 37 Cronico - <50 <1,70 817 NO
EC 07 M 38 Cronico - <50 <1,70 549 NO
EC 08 M 33 Cronico - <50 <1,70 595 NO
EC 09 F 50 Cronico - <50 <1,70 612 NO
EC10 F 32 Cronico - <50 <1,70 562 NO
EC11 F 43 Crénico - <50 <1,70 1261 NO
EC12 F 28 Cronico - <50 <1,70 888 NO
EC13 F 37 Cronico - <50 <1,70 1100 NO
Crénicos bajo tratamiento antirretroviral (TARV"; n=19)
TARV' 01* F 32 Crdnico - <50 <1,70 479 Sl
TARV' 02* F ND Cronico - <50 <1,70 376 Sl
TARV' 03* F 37 Crdnico - <50 <1,70 553 Sl
TARV' 04* F 23 Cronico - <50 <1,70 568 Sl
TARV' 05* F 37 Crdnico - <50 <1,70 595 Sl
TARV' 06* F 26 Cronico - <50 <1,70 570 Sl
TARV' 07* F 42 Crdnico - <50 <1,70 1199 Sl
TARV' 08* F 48 Cronico - <50 <1,70 141 Sl
TARV' 09* F 45 Crdnico - <50 <1,70 292 Sl
TARV' 10* F 38 Cronico - <50 <1,70 220 Sl
TARV" 11* F 49 Crdnico - <50 <1,70 389 Sl
TARV"' 12* F 35 Cronico - <50 <1,70 564 Sl
TARV" 13* F 46 Crdnico - <50 <1,70 596 Sl
TARV' 14* F 40 Cronico - <50 <1,70 643 Sl
TARV" 15* F 53 Cronico - <50 <1,70 917 Sl
TARV' 16* F 47 Cronico - <50 <1,70 534 Sl
TARV" 17* F 43 Crdnico - <50 <1,70 758 Sl
TARV' 18* F 69 Cronico - <50 <1,70 556 Sl
TARV" 19* F 37 Crdnico - <50 <1,70 564 Sl

?: Los individuos de la cohorte PHI fueron clasificados de acuerdo a los estadios de Fiebig'**. Las siglas PR y PT distinguen a los individuos de la cohorte

PHI que experimentaron, o no, una caida en sus recuentos de células T CD4" por debajo de las 350 células/ul en cualquier momento durante el primer
afio p.i.

®. S6lo aplicable al grupo de individuos de la cohorte PHI.

‘: Versant HIV-1 RNA 3.0 assay, Siemens. Los limites de deteccién negativo y positivo son 50 y 500.000 copias de ARN viral/ml de plasma,
respectivamente (1.7 y 5.7 logso).

4. Para los individuos de la cohorte PHI los datos corresponden a las muestras basales. Para los pacientes de los grupos C, TARV' y EC, los datos
corresponden a los obtenidos al momento de la toma de muestra.

©: Respecto a los individuos de la cohorte PHI, se refiere a la ausencia de tratamiento durante el primer afio de infeccidn. En relacién a los pacientes de
los grupos C y EC, los datos representan si los pacientes recibieron tratamiento alguna vez. Para los individuos TARV’, los datos indican si los pacientes
se encuentran hace al menos 2 afios bajo tratamiento antirretroviral con supresion efectiva de la CV plasmatica.

*: Indican pacientes de las que fueron obtenidas muestras de tracto genital femenino. F: femenino. M: masculino. ND: Datos no disponibles.
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Los resultados presentados en las Partes | y Il del presente trabajo de tesis forman
parte de un estudio que fue evaluado y aprobado por los comités de ética de las siguientes
instituciones: el Comité de Bioética y Docencia e Investigaciéon del Hospital General de
Agudos “Dr. Juan A. Fernandez” (Buenos Aires, Argentina; protocolo CODElI 201115,
22/09/2014) y el Comité de Bioética de Fundacion Huésped (Buenos Aires, Argentina).
Todos los pacientes infectados por HIV-1, y los DSs reclutados en el Hospital General de
Agudos “Dr. Juan A. Fernandez”, firmaron un consentimiento informado aceptando
participar del estudio, y las metodologias fueron aplicadas de acuerdo a las guias

aprobadas.

[11. 2. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE SANGRE PERI FERI CA

De cada individuo, al momento del reclutamiento, se obtuvo una muestra de sangre
periférica (entre 20 y 80 ml) en tubos conteniendo acido etilendiaminotetraacético (EDTA,
ethylenediaminetetraacetic acid). Luego se obtuvieron muestras adicionales a una mediana
de 330 dias p.i de aquellos individuos del grupo PHI que alun no habian iniciado TARV. Las
muestras de sangre se centrifugaron a 2500 revoluciones por minuto (rpm) durante 10
minutos. El plasma asi obtenido se separ6 y conservé a -80°C hasta su utilizacién. Luego,
PBMCs fueron aisladas mediante una centrifugacién en gradiente de densidad en Ficoll-
Hypaque (GE Healthcare) y posteriormente criopreservadas en nitréogeno liquido, en una
solucion de suero fetal bovino (SFB, Gibco BRL) suplementada con 10% de dimetilsulféxido
(DMSO, Sigma-Aldrich), tomando todos los recaudos necesarios para conservar su

viabilidad.

A todos los individuos HIV® y los DSs reclutados en el Hospital General de Agudos “Dr.
Juan A. Fernandez”, se les determind de forma rutinaria la CV plasmética 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, FACSCanto, BD Biosciences).
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Para la realizacion de los ensayos funcionales, PBMCs de cada individuo fueron
descongeladas y lavadas 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 pg/ml estreptomicina (Gibco BRL), 10 mM acido 2-[4-(2-hidroxietil) piperazin-1-
iljetansulfonico (HEPES, Gibco BRL) (en adelante, medio RPMI completo) con el agregado
de 50 U/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 himeda con 5% de CO, durante toda la noche. La viabilidad celular se evalué
mediante el método de exclusion de las células muertas por tincion con azul tripan tanto
luego del descongelado como de la incubacién durante toda la noche. Solamente las

muestras con un 95% de viabilidad celular fueron utilizadas para los ensayos.

I11. 3. ESTIMULOS UTI LI ZADOS EN LOS DIFERENTES ENSAYOS
I11. 3. 1. ANTICUERPOS

Para la estimulacién policlonal de PBMCs descongeladas y la posterior identificacion por
citometria de flujo de: (i) las subpoblaciones de linfocitos T CD4" y T CD8" productores de
IL-17A e IFN-y y (ii) células T CD4" CD161", se utiliz6 una mezcla de los anticuerpos anti-
CD3 y anti-CD28 (BD Biosciences) a una concentracion final de 10 ng/ml cada uno. El
objetivo de la utilizacién de estos anticuerpos es que se realice una activacion policlonal por
entrecruzamiento del receptor de células T (TCR, T-cell receptor) en condiciones que se
asemejan a lo que ocurre fisiolégicamente, a diferencia de los mecanismos de activaciéon
celular inducidos por mitégenos tales como el forbol 12-miristato 13-acetato (PMA, phorbol
myristate acetate) que estimula a las células T mediante la activacién directa de la proteina

145

C quinasa (PKC, protein kinase C)

La estimulacion de células T CD8" se realiz6 en presencia de péptidos especificos (ver
seccion 111.3.2 a continuaciéon) y de los anticuerpos co-estimulatorios anti-CD28 y anti-
CD49d (BD Biosciences) a una concentracion final de 1 ug/ml cada uno, a fin de potenciar la

respuesta HIV-especifica.
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I11. 3. 2. PEPTIDOS

Todos los péptidos empleados se obtuvieron a través del programa de provision de
reactivos (AIDS Reference and Reagent Program) de los Institutos Nacionales de Salud de
EEUU (NIH, National Institutes of Health). En aquellos ensayos cuyo objetivo consistié en la
identificacion de células T CD8" especificas frente a HIV, se utilizaron como estimulos
péptidos correspondientes a las proteinas Gag, Env y Nef de HIV-1. Los péptidos que se
utilizaron [HIV-1 PTE (potential T-cell epitopes)] presentan 15 aminoacidos (aa) cada uno e
incluyen a todos los potenciales epitopes de células T descriptos para diferentes variantes
de HIV-1 circulantes a nivel mundial, permitiendo maximizar la deteccién de respuestas
positivas**®. Los péptidos se agruparon 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=
95 péptidos), y cinco pooles correspondientes a la proteina Env (Gpl120Al= 73 péptidos, aa
1 al 154; Gpl20A2= 73 péptidos, aa 157 al 284; Gpl20B= 105 péptidos, aa 287 al 511;
Gp41A= 114 péptidos, aa 513 al 689; y Gp41B= 115 péptidos, aa 689 al 842). Estos pooles
de péptidos y las mezclas de los mismos se utilizaron para la estimulacion de PBMCs

descongeladas a una concentracion final de 2 ug/ml.

También, se utiliz6 el pool de péptidos virales CEF (Citomegalovirus, Epstein Barr e
Influenza; Cytomegalovirus, Epstein Barr and Flu), el cual es una mezcla de péptidos
derivados de los mencionados virus'’ que se utiliz6 como control positivo a una
concentracion final de 2 pg/ml. Este pool de péptidos es utilizado como control positivo, ya
gue permite maximizar la deteccién de células virus-especificas presentes en las muestras,
debido a que la mayoria de las personas poseen clones reactivos para al menos uno de los

tres patogenos (y una buena parte para dos o incluso los tres).

Todos los péptidos liofilizados fueron cuidadosamente resuspendidos en DMSO en una

concentracion final de 40 pg/ul, alicuotados y mantenidos a -20°C hasta su utilizacion.
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1. 3. 3. MITOGENOS

Dos mitdégenos “tradicionales” fueron utilizados en este trabajo para generar una fuerte
y rapida activacion de linfocitos requerida en tres ensayos. Uno de ellos, que permitié
evaluar la capacidad de las células T CD8" de suprimir la replicacién viral en células T CD4"
autologas (VIA), requiere de la activacion de las células T CD4" para optimizar su posterior
infeccion con cepas de laboratorio de HIV-1. Para ello se utiliz6 1ug/ml de fitohemaglutinina
(PHA, phytohemagglutinin, Sigma-Aldrich). Ademas, la estimulacién combinada con 10
ng/ml de PMA (Sigma-Aldrich) y 500 ng/ml de ionomicina (Sigma-Aldrich) se utiliz6 como
segundo control positivo en los ensayos de estimulacion de PBMCs para la deteccion de
células HIV-especificas mediante citometria de flujo, a fin de observar la méaxima produccién
de citoquinas. Este estimulo también fue utilizado para conseguir una fuerte y rapida
activacion de CMCs extraidas de citocepillos endocervicales, a fin de maximizar su
produccion de citoquinas las cuales serian posteriormente cuantificadas en el sobrenadante

de los cultivos.

1. 4. MARCACI ONES CELULARES Y ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO
I11. 4. 1. PROCEDIMIENTO GENERAL Y REACTIVOS UTILIZADOS

El fenotipo y la funcionalidad de las diferentes subpoblaciones de células T evaluadas en
el presente trabajo fueron caracterizadas mediante el marcado de moléculas de superficie,
intracelulares e intranucleares, por citometria de flujo. Para ello, PBMCs descongeladas
(como se describié en la secciéon |11.2) se dispensaron en placas de 96 pocillos con fondo en
U a una densidad de 5x10° a 10° células/pocillo dependiendo del ensayo y la disponibilidad
de muestra. Luego de los periodos de estimulaciéon, en los casos en los que correspondia,
las células fueron traspasadas a placas de 96 pocillos de fondo en V para la realizacion de
las marcaciones. Todos los anticuerpos utilizados en el trabajo, tanto los especificos
conjugados a fluorocromos, como los isotipos y los co-estimulatorios, fueron obtenidos de la
empresa BD Biosciences. Los fluoréforos utilizados fueron los siguientes: isotiocianato de

fluoresceina (FITC, fluorescein isothiocyanate), ficoeritrina (PE, phycoerythrin), proteina
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pteridininclorofila (PerCP, peridininchlorophyll protein), aloficocianina (APC,

allophycocyanin), PE-cianina 7 (PE-Cy7, phycoerythrin cyanine 7) y APC-Cy?7.

I11. 4. 2. ANALISISINICIAL COMUN A TODOS LOS ENSAYOS

Tras las marcaciones, todas las muestras fueron adquiridas en un citébmetro de flujo
FACSCanto | (BD Biosciences) de 2 laser y 6 colores, y para los analisis se utilizé el software
FACSDiva version 6.1.3 (BD Biosciences). La calibracion del instrumento y la compensacién
de la fluorescencia se realizaron para cada dia de ensayo utilizando muestras marcadas con
los fluorocromos individuales y muestras sin marca. En todos los ensayos se aplico
inicialmente la misma estrategia de seleccién de poblaciones (en adelante gating) la cual se
ilustra en la Figura 11. Primero, se seleccionaron los linfocitos en un gréafico (en adelante
dot plot) que representa los valores de dispersion frontal y refraccion del laser [forward
(FSC) vs. side (SSC) scatter], adquiriendo entre 80.000 y 250.000 eventos por muestra a
fin de robustecer las frecuencias obtenidas de las subpoblaciones de interés. Luego, un dot
plot del area y la altura de la dispersion de la luz frontal (FSC-A, forward scatter area vs.
FSC-H, forward scatter height) fue construido para excluir del analisis a los “dobletes”
(células que pasan juntas por el punto de interrogacién del laser). Las células muertas
fueron excluidas del andlisis por su fluorescencia en el canal del APC-Cy7 dada por el
marcador de exclusiéon vital LIVE/DEAD Fixable NEAR-IR (Invitrogen). A continuacion, los

eventos CD3"CD4* y CD3"CD8" fueron seleccionados en dot plots de CD3 vs. CD4 6 CDS8.

Estrategia inicial de sedeccion de poblaciones, utilizada en todos los ensayos, para laidentificacion de célutas CD3° CD4* v CO3° CDE*
i 2 3 L

‘_ ”~ é_‘ §'j..'-.

FSC FSC-A Marcador de o3 "
exclusién vital

%

FSC-H
Eventos

Figura 11: Estrategia inicial utilizada para la seleccién y andlisis por citometria de flujo de las poblaciones
linfocitarias T CD4" y T CD8".
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I11. 4. 3. ENSAYOS REALIZADOS PARA LA IDENTIFICACI ON DE LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES

LINFOCITARIAS DE INTERES

A continuacion se describen detalladamente los protocolos y analisis de datos

particulares de cada uno de los ensayos realizados en este trabajo de tesis.

I11.4.3.1. I dentificacion de células T CD4 * y T CD8" productoras de IL-17A e IFN- y

tras una estimulacion policlonal

Las células Th17 (definidas como CD4* IL-17") fueron identificadas mediante una
marcacion intracitoplasmatica luego de 6 horas de incubacién a 37°C en atmosfera himeda
con 5% de CO, en presencia de una mezcla de los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 (10
ng/ml cada uno) junto al inhibidor del transporte intracelular monensina (0.7 ul/ml;
GolgiStop, BD Biosciences). Este ensayo permitid, adicionalmente, la detecciéon simultanea
de las siguientes subpoblaciones de células T efectoras: Thl (CD4" IFN-y"), Tcl7 (CD8" IL-
17%) y Tcl (CD8" IFN-y"). La marcacién de superficie consistiéo en la incubacién durante 30
minutos a 4°C en oscuridad con una mezcla conteniendo el marcador de exclusién vital,
anti-CD3-PE-Cy7, anti-CD4-PerCP y anti-CD8-APC. Luego de realizar dos lavados con
solucién tamponada de fosfato (PBS, phosphate buffer saline) se procedié a la fijacién y
permeabilizacién simultanea, mediante la utilizacion de la solucién comercial provista en el
kit Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences), incubando 20 minutos a 4°C en oscuridad.
Finalmente, se realizaron dos lavados con la solucion comercial de lavado Perm Wash, la
cual preserva la permeabilidad de las células, para la posterior marcaciéon
intracitoplasmatica de citoquinas con una mezcla conteniendo anti-1L-17A-PE y anti-l1FN-y—
FITC, durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Finalmente, las células fueron lavadas dos
veces, fijadas en paraformaldehido (PFA) al 0,5% y guardadas a 4°C (por no mas de 24

horas) hasta su adquisicién en el citbmetro de flujo.

Durante la etapa de analisis, en primer lugar se aplico la estrategia de gating inicial,
comun a todos los ensayos, descripta detalladamente en la seccion I11.4.2. (Figura 11).
Finalmente, para la seleccidon de las células Th1l7 (asi como también de las subpoblaciones

Thl, Tcl7 y Tcl) se construyeron los correspondientes dot blots [CD4 (o CD8) vs. IL-17 (o
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IFN-y)]. Ejemplos del analisis realizado se ilustran en la Figura 12. En estos ensayos se
incluyeron controles de PBMCs no estimuladas (cultivadas en medio completo con
monensina) y las frecuencias reportadas en las figuras corresponden a los resultados
obtenidos para cada paciente luego de la sustraccion del valor inespecifico (en adelante
background) obtenido del pocillo control. Las muestras con un background mayor al 0.05%

fueron re-ensayadas utilizando un nuevo vial de células congeladas, cuando fue posible.

Seleccion de la sub-poblacion de célulasTh17 {andlogo para Ta1 7, Th1 y Tel)
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Figura 12: Estrategia de seleccion utilizada para la deteccion de células Th17. Se muestran graficos representativos
obtenidos de un paciente de cada uno de los grupos analizados en la Parte | de este trabajo de tesis a modo de
ejemplo. DS: dador sano. EC: controlador elite. PHI: individuo del grupo de infeccién aguda/temprana.

Durante la etapa de analisis, adicionalmente, se obtuvo una medida indicativa de la
funcionalidad de las células Th17. Se evalud la expresion de IL-17A en células Th17 [valores
de intensidad media de fluorescencia (IMF) en una escala logaritmica] relativa a la IMF de
IL-17A en la poblacion total de células T CD4" para cada muestra, utilizandose la siguiente

formula: IMFr de IL-17 = PE |MFTh17/ PE IMFTCD4+ totales-
[11.4.3.2. I dentifi cacion de células T reg

Las células Treg (definidas como CD4" CD25" FoxP3") fueron evaluadas en PBMCs sin
estimular. Para ello 10° células fueron lavadas (todos los lavados fueron realizados con una

solucién de PBS suplementado con 2% SFB) y posteriormente marcadas durante 30 minutos
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a temperatura ambiente en oscuridad con una mezcla conteniendo el marcador de exclusiéon
vital, anti-CD3-PerCP, anti-CD4-FITC y anti-CD25-APC. Luego de realizar dos lavados, se
utilizé el kit para tincién de FoxP3 Humano (Human FoxP3 Staining Kit, BD Biosciences)
para la marcacién intranuclear, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. En primer
lugar se procedié a la fijacion durante 10 minutos a temperatura ambiente con la solucién A
provista en el kit. Luego se realizaron dos lavados y se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad con la solucién comercial C. Luego de los pasos de
fijacion y permeabilizacion, las células se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad con anti-FoxP3-PE. Finalmente, las células fueron lavadas dos veces, fijadas en
PFA al 0,5% y guardadas a 4°C (por no mas de 24 horas) hasta su adquisicion en el

citometro de flujo.

Seleccian de células Treg
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Figura 13: Estrategia de seleccion utilizada para la deteccién de células Treg. Hacia la derecha se muestran gréaficos
representativos obtenidos de un paciente de cada uno de los grupos estudiados en la Parte | de esta tesis a modo
de ejemplo. DS: dador sano. EC: controlador elite. PHI: paciente de infeccion aguda/temprana. La herramienta
“derived gate” disponible en el software FACSDiva fue utilizada para determinar precisa y automaticamente la
poblacién doble positiva CD25* FoxP3*, en contraste a la seleccion manual/visual, ilustrada en la figura.

Para el andlisis, nuevamente se aplicé la estrategia de gating inicial, comun a todos los
ensayos, descripta detalladamente en la seccion I11.4.2. Para la evaluacion especifica de la
subpoblacién de Treg, se armaron dot plots de CD4 vs. CD25 y CD4 vs. FoxP3 vy

posteriormente se utilizé la herramienta “derived gate” disponible en el software FACSDiva
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gue permite realizar la interseccion matematica de los gates seleccionados, determinando
de forma precisa y automatica la poblacion doble positiva CD25" FoxP3*. Para cada muestra
se utilizaron los isotipos conjugados a APC y PE con el fin de identificar de forma precisa las

poblaciones negativas para los marcadores CD25 y FoxP3, respectivamente (Figura 13).
I111.4.3.3. Evaluacién de los niveles de activacion inmune celu lar

Los niveles de activacion inmune se definieron como el porcentaje de células T CD4" o
CD8" dobles positivas para los marcadores CD38 y HLA-DR. Para ello, alicuotas de PBMCs
fueron marcadas durante 30 minutos a 4°C en oscuridad con una mezcla conteniendo el
marcador de exclusion vital, anti-HLA-DR-FITC, anti-CD4-PerCP, anti-CD38-APC, anti-CD3-
PE-Cy7 y anti-CD8-PE. Luego de la incubacién, las células se lavaron dos veces con PBS, se
fijaron con PFA al 0,5% y se guardaron a 4°C en oscuridad (por un maximo de 24 horas)

hasta su adquisicion en el citobmetro de flujo.

Para el analisis, nuevamente se aplicé la estrategia de gating inicial mencionada en las
secciones previas, seguida de la confeccién de dot plots de CD4 o CD8 vs. CD38 y HLA-DR.
Para cada muestra se incluyd un control de isotipos utilizando anticuerpos inespecificos
conjugados a los fluorocromos FITC y APC para determinar de forma fehaciente las
poblaciones negativas para los marcadores HLA-DR y CD38, respectivamente. Asimismo, se
utilizé la herramienta “derived gate” disponible en el software FACSDiva para determinar
automaticamente las poblaciones doble positivas CD38" HLA-DR* (de modo similar a lo

ilustrado para la deteccidon de células Tregq).

I11.4.3.4. | dentificacion de la subpoblacién de células T CD4 " CD161", precursoras de

células Th1l7 que migran a intestino, tras una estim ulacion policlonal

En la Parte Il de este trabajo de tesis, en funcion de la cantidad maxima de fluor6foros
gue podian ser evaluados simultdneamente y de la disponibilidad de muestra, una parte de
las células estimuladas para la determinacion de células Th1l7 se utilizaron para la
identificacion de células T CD4" CD161" mediante una marcacién de superficie tras una
estimulacion policlonal idéntica a la descripta en la seccion 111.4.3.1. La marcacién de

superficie consistié en la incubacion durante 30 minutos a 4°C en oscuridad con una mezcla
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conteniendo el marcador de exclusion vital, anti-CD3-PE-Cy7, anti-CD4-PerCP y anti-
CD161-APC. Luego, las células fueron lavadas dos veces, fijadas en PFA al 0,5% vy

guardadas a 4°C (por no mas de 24 horas) hast a su adquisicion en el citémetro de flujo.

Para el analisis, luego de aplicar la estrategia de gating inicial, se realizé un dot plot de
CD4 vs. CD161. Para cada muestra se incluyé un control de isotipo utilizando un anticuerpo
inespecifico conjugado al fluorocromo APC para determinar de forma fehaciente la poblacién

negativa para el marcador CD161.

I11.4.3.5. Evaluacion de la polifuncionalida d de la poblacion celular T CD8 * especifica
frente a HIV-1: capacidad de degranulacion (expresi 6én de los marcadores CD107 4/

en membrana) y secreciéon simultdnea de |FN- vy

Se evalué la capacidad de células T CD8" HIV-especificas de secretar IFN-y y degranular
(evidenciado por la movilizacién de los marcadores de granulos citotéxicos CD107,8)
simultaneamente, luego de su estimulacién con péptidos de HIV como ha sido previamente
publicado®. Brevemente, a fin de proceder con la estimulacién de las células, en cada
pocillo se agregaron anticuerpos co-estimulatorios (anti-CD28 y anti-CD49d, 1 ug/ml),
monensina (0,7 ul/ml), brefeldina A (10 pg/ml; Sigma-Aldrich) y una mezcla de los pooles
de péptidos de HIV (2 pg/ml). Luego se agregd una mezcla de anticuerpos anti-CD107 x-
FITC y anti-CD1075-FITC. Se procedio a incubar las células durante 6 horas a 37°C en
atmosfera humeda con 5% de CO,. Luego de interrumpir la estimulacién mediante el lavado
de las células, se procedié al marcado de las moléculas de superficie con una mezcla
conteniendo el marcador de exclusién vital, anti-CD3-PerCP y anti-CD8-APC. El marcado se
realizd durante 30 minutos en oscuridad a 4°C. Luego, las células se lavaron dos veces con
PBS, se fijaron y permeabilizaron utilizando las soluciones comerciales contenidas en el kit
Cytofix/Cytoperm previamente descriptas. Finalizada la fijacion y permeabilizacién, las
células se lavaron 2 veces utilizando la solucion comercial Perm Wash y se procedié al
marcado intracelular con IFN-y-PE-Cy7 (30 minutos, 4°C, en oscuridad). Luego, las células
se lavaron 2 veces con Perm Wash, se fijaron con PFA al 0,5% y se guardaron a 4°C (por no

mas de 24 horas) hasta su adquisicién en el citdbmetro de flujo.
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Figura 14: Ejemplos de la estrategia de seleccién utilizada para la evaluacion de la poblacién T CD8" HIV-especifica
bifuncional IFN-y* CD10748". Se muestran graficos representativos obtenidos de un paciente de infeccion
aguda/temprana (PHI) a nivel basal y al afio p.i. La herramienta “derived gate” disponible en el software FACSDiva
fue utilizada para determinar automaticamente la poblacién doble positiva IFN-y* CD107 5"

La Figura 14 esquematiza la estrategia utilizada para la seleccion y analisis de las
poblaciones. Luego de aplicar la estrategia de gating inicial (ver seccion [11.1.4.2.), a fin de
identificar las células T CD8" HIV-especificas, se estudid la expresion de la citoquina IFN-y y
la degranulacion (CD107,5) mediante la construccién de los dot plots CD8 vs. IFN-y y CD8
vs. CD107,5. Luego, se utilizé la herramienta “derived gate” disponible en el software
FACSDiva para determinar automaticamente la poblacion doble positiva. Para cada individuo
evaluado, se incluyé un control negativo (medio RPMI completo mas DMSO y los
anticuerpos co-estimulatorios) y dos controles positivos (10 ng/ml de PMA méas 500 ng/ml
de ionomicina y 2 pg/ml del pool de péptidos CEF). Las muestras que mostraron un
background inespecifico (valor en el control negativo) mayor al 0,05% para cualquiera de
las funciones estudiadas, fueron re-analizadas a partir de una nuewva alicuota de PBMCs,

cuando fue posible.

I11.4.3.6. Evaluacion del f enotipo d e agotam iento (evidenciado por la pr esencia d el

marcador de su perficie P D-1) en la poblacié n T CD8" HIV-especifica

Se evalud la expresion del marcador agotamiento celular PD-1 en la poblacién de células

T CD8" HIV-especificas mediante una estimulacion idéntica a la detallada en la seccién
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anterior (ver seccion 111.4.3.5.%%), luego de lo cual se procedi6 en primera instancia al
marcado de superficie con una mezcla conteniendo el marcador de exclusiéon vital, anti-
CD3-PE-Cy7, anti-CD8-APC y anti-PD-1-PE. Se incub6 durante 30 minutos a 4°C en
oscuridad. Luego, las células se lavaron dos veces con PBS, se fijaron y se permeabilizaron
utilizando las soluciones Cytofix/Cytoperm como ha sido previamente descripto. Luego, se
procedié con el marcado intracelular de las moléculas IFN-y, IL-2 y TNF-o mediante tres
anticuerpos especificos todos conjugados a FITC, durante 30 minutos a 4°C en oscuridad.
Luego del marcado, las células se lavaron dos veces con la solucién Perm Wash, se fijaron
con PFA al 0,5% y se guardaron a 4°C (por no mas de 24 horas) hasta su adquisicion en el

citobmetro de flujo.

PD-1’

lrecuencia

PD-1

Figura 15: Estrategia de seleccién utilizada para la identificacion de células T CD8" HIV-especificas (productoras de
citoquinas y con actividad citotéxica) que expresan el marcador de agotamiento PD-1.

En este caso, luego de aplicar la estrategia de gating inicial, se identificaron las células T
CD8" HIV-especificas (células con capacidad citotoxica y productoras de citoquinas en
respuesta a la estimulacidon con el antigeno) mediante un dot plot de CD8 vs. fluorescencia
en el canal que detecta FITC. Cabe destacar que tanto las citoquinas como los marcadores
de degranulacion CD107,g se marcaron con el mismo fluorocromo para optimizar la
deteccion de las células T CD8" HIV-especificas, independientemente de su funcién. Se
considerd una respuesta positiva cuando la poblacion FITC® en los pocillos estimulados con
péptidos fue al menos el doble que el background, mayor a un 0,05%. Finalmente, el
analisis de la expresion de PD-1 se realizé mediante un histograma sobre la poblacion CD8"

FITC' (Figura 15).
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[11. 5. 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" auto6logas, se puso a punto la metodologia basada en el
trabajo de Saenz-Cirion y colaboradores®*®, con algunas modificaciones menores (Figura
16). Luego de la incubaciéon a 37°C post-descongelacion, se procedié a la separacion de las
células CD4* y CD8" a partir de PBMCs mediante el uso de un kit de separacién magnética
(BD Biosciences) por seleccion positiva. En primer lugar, se lavaron las células con una
solucion de PBS suplementado con 0,5% de seroalbimina bovina (BSA, bovine serum
albumine), 2mM EDTA y 0,09% azida (en adelante, solucién S). Luego, se procedié a la
separacion de las células CD4" mediante la utilizacién 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 3 ml apropiados para la separacion
magnética. Se mezclaron 50 pl de nanoparticulas por cada 10’ PBMCs y se los incub6
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalizada la incubacién, se diluyé la muestra
con solucion S y se incubé durante 10 minutos depositando el tubo en el iman magnético
para de esta manera poder aislar las células que interactuaron de forma especifica con las

nanoparticulas.
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Figura 16: Esquema del ensayo de supresién viralt*®.
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Luego, sin retirar el tubo del iman, se aspir6 el sobrenadante en su totalidad (el cual se
reservé para la posterior separacion de las células CD8"), se retird el tubo del iméan y se
respuspendieron las células en solucion S, se colocé nuevamente el tubo en el iman y se
realizo el procedimiento dos veces mas a modo de lavado. La fraccion depletada de células
CD4" fue nuevamente sometida a separacion magnética para recuperar las células CD8".
Para ello, se procedi6 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 fraccidn recuperada, donde se
encuentran las células CD4" se resuspendié a una densidad de 10° células/m| en medio
RPMI completo suplementado con 1 pg/ml de PHA (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 centrifugé y se retiré el
sobrenadante para proceder con la infeccion 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 multiplicidad de infeccién
(moi) de 0,001 y en un volumen final de 100 pl. Para una mejor eficiencia de infeccion, se
sometid a las placas a una espinoculacion. Para ello, las placas fueron centrifugadas a 1200
g durante una hora a 22°C. Luego, se procedié con la adsorcién viral durante una hora mas
a 37°C en atmosfera himeda con 5% de CO,. Finalizada la adsorcién, se realizaron dos
lavados y se cultivaron las células en medio RPMI completo suplementado con 10 U/ml de
IL-2 (BD Biosciences) durante 7 dias a 37°C en una atmosfera humeda con 5% de CO,. Al
tercer dia p.i, se reemplazé la mitad del sobrenadante de los co-cultivos por medio fresco.
Al dia siete p.i, se recolectaron los sobrenadantes y se evalu6 la replicacion viral mediante
la cuantificaciéon de antigeno p24 en sobrenadante por la técnica de ELISA (Vironostika kit

de antigeno p24 para HIV-1; bioMérieux)], siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para cada sujeto se incluyé un control negativo (células CD4" sin infectar) y un control

de 100% de produccion viral (células CD4" infectadas sin el agregado de células efectoras
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CD8"). Todas las condiciones se ensayaron por triplicado. La inhibicion de la replicacién viral

(VIA) se calculé con la siguiente féormula:

-

nedia de " ol 4/ mil (maedido en < ity e catlulas T CDd= infectadas i witio)

|_|q o -
- media de ng p24/mi [medide en €l co-cultivo de calulas T CDE* -.CDB° infectadas in wvitro [1:1])

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

pierde cuando las células T CD8" estan presentes en el cultivo.

[11. 6. CUANTIFI CACI ON DE FACTORES SOLUBLES EN PLASMA

La determinacion de la concentracion plasmatica de 39 citoquinas y quimioquinas se
llevé a cabo mediante la técnica de Luminex (MILLIPLEX MAP Human Cytokine/Chemokine;
Millipore) en el Southwest National Primate Research Center (Texas, USA) por el grupo de
trabajo del Dr. Luis Giavedoni. La técnica de Luminex permite la determinacion simultanea
de todos los factores a partir de un pequefio volumen de muestra. Las 39 moléculas
evaluadas fueron: EGF, eotaxina, FGF-2, Flt-3, fractaquina, G-CSF, GM-CSF, CXCL1-3/GRO,
I[FN-02, IFN-y, IL-1a, IL-18, IL-1Re, 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, CXCL10/IP-10, MCP-1, MCP-3, MDC/CCL22, MIP-
la, MIP-1B, sCD40L, sIL-2Ra, TGF-a, TNF-a, TNF-B, VEGF (el listado de nombres completos
se detalla en la seccién de Abreviaturas). Las muestras fueron procesadas y analizadas

como ha sido descripto previamente por Giavedoni y colaboradores®*®.

[11. 7. OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE TRACTO GENITAL

FEMENINO

Para la realizacion de la Parte Il de este trabajo de tesis, se obtuvieron dos tipos de
muestras de tracto genital femenino: un hisopado de exocervix y dos cepillos

150151 Ambos tipos de

endocervicales, siguiendo la metodologia previamente descripta
muestra fueron tomadas por médicos ginecélogos durante las consultas anuales de control
de las pacientes. Todas las muestras fueron mantenidas en hielo hasta su procesamiento en

el laboratorio, dentro de las 4 horas. El esquema general de toma de muestras de tracto

genital femenino se ilustra en la Figura 17.
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Figura 17. Esquema general de toma de muestras de cérvix.

II1. 7. 1. OBTENCION DE MEDIADORES SOLUBLES DE INFLAMACION MEDIANTE LA TOMA DE UN

HI SOPADO DE EXOCERVI X

Con la ayuda de un espéculo, el hisopo se introdujo en la zona de fornix o fondo del
saco vaginal y se roté 360°, para ser depositado inmediatamente en un tubo de 15 ml
conteniendo 3 ml de PBS estéril suplementado con un cocktail de inhibidor de proteasas
(Sigma-Aldrich; 30 ul del inhibidor de proteasas cada 3 ml de PBS) frio. Para la obtencién
de los mediadores solubles, el hisopo fue sometido a una agitacion extensiva (30 segundos
de agitacion en vortex seguidos de 30 segundos de agitacion manual) en el medio de
transporte y luego fue descartado. A continuacién se centrifugd el tubo 10 minutos a 1500
rpm a fin de clarificar el sobrenadante de restos celulares, mucus y células epiteliales, el

cual fue guardado a -80°C hasta su utilizacion.

[11. 7. 2. OBTENCION DE CELULAS MONON UCLEARES DE CERVIX (CMCS) MEDIANTE LA TOMA DE DOS

CITOCEPILLOS ENDOCERVICALES

Para la obtencién de CMCs se siguié la metodologia previamente utilizada®®®*'°*. Cada
uno de los citocepillos se introdujo, secuencialmente, en el canal endocervical hasta la zona
de transformacidn, se rotaron una vez 360° y ambos se depositaron inmediatamente en el
mismo tubo de 15 ml conteniendo 3 ml de medio de transporte frio, [RPMI-1640
suplementado con 1% de ATB, 1% de glutamina, 1% de HEPES y 2 mg/ml de fungizona
(Invitrogen)]. Una vez en el laboratorio, las CMCs se recuperaron mediante agitacion
manual y lavado extensivo de los citocepillos endocervicales con una pipeta pasteur en el

medio de transporte, teniendo particular cuidado de evitar la formacion de espuma y
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disgregando el mucus presente. En caso de contener cantidades excesivas de mucus,
células epiteliales y/o restos de tejido, fueron adicionalmente filtradas con un filtro de 100
um (BD Biosciences). Finalmente, se descartaron los citocepillos y se realiz6 una
centrifugacién durante 10 minutos a 1500 rpm para obtener el pellet de CMCs. Las células
fueron resuspendidas en medio de transporte suplementado con 10% de SFB (medio
completo), contadas mediante la utilizaciéon del colorante de exclusién vital azul tripan y
ajustada su concentracion a 1-2x10°> CMCs/200 ul (segun la disponibilidad de células) para

su inmediata utilizacion. 138152

I11. 7. 3. DETECCION DE CITOQUINAS CARACTERISTICAS DE LOS PERFILES CELULARES TH17 Y TREG

EN SOBRENADANTES DE CMCS ESTIMULADAS

Se midieron los niveles de las citoquinas caracteristicas de cada perfil a fin de tener una
estimacion de la funcionalidad de las células Th17 y Treg presentes entre las CMCs aisladas
de los citocepillos. Para ello, las CMCs obtenidas y resuspendidas fueron plagueadas en
placas de 96 pocillos de fondo en U, en una cantidad de 2x10° a 10° CMCs por pocillo en
200 pl, dependiendo de la disponibilidad de células. Posteriormente se les agreg6 5 ul de
una mezcla concentrada 40 veces de PMA/lonomicina (concentraciéon final en el pocillo 10
ng/ml y 500 ng/ml, respectivamente) y fueron incubadas durante 8 horas a 37°C en
atmosfera hiumeda con 5% de CO,. Una vez finalizado el periodo de incubacion, la placa fue
centrifugada 3 minutos a 4000 rpm y los 200 ul de sobrenadante asi separados se

guardaron a -80°C hasta su utilizacién.

[11.7.3.1. Cuantificacién de IL-17A, IL-17F, IL-2 1 e IL-10 mediante una matriz de
nanoparticulas fluorescentes acopla das a anticuerpos especificos (CBA, cytokine

bead array, BD Biosciences)

El ensayo de CBA permite el analisis de multiples analitos en una misma muestra,
resultando de gran utilidad cuando se dispone de una cantidad pequefia o limitada de
sobrenadante, maximizando la cantidad de proteinas que pueden ser detectadas en un
volumen minimo (entre 25 y 50 ul). El principio del ensayo (ilustrado en la Figura 18) se

basa en: 1) la propiedad de las nanoparticulas que pueden ser individualizadas mediante

47



MATERIALES Y METODOS

citometria de flujo por su intensidad de fluorescencia en canales predeterminados y su
tamafo; 2) la capacidad de individualizar analitos de una mezcla mediante la utilizacion de
anticuerpos monoclonales especificos acoplados a cada tipo de nanoparticula (anticuerpo de
captura) y 3) la cuantificacién de las proteinas, utilizando anticuerpos monoclonales
conjugados a un fluorocromo (anticuerpos de deteccién) que es detectado en un canal
diferente al de las nanoparticulas, y que interactGan de modo especifico con los analitos
capturados: asi se hace posible la determinacion de la IMF de cada proteina de la matriz la

cual, al ser interpolada en las curvas standard, permite obtener las concentraciones.
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Figura 18. Esquema general de los pasos del ensayo de CBA. El ultimo paso ilustra el tipo de analisis automatico
que realiza el software FCAP Array (BD Biosciences). Ab/s: anticuerpo/s. Adaptado del sitio oficial de BD
Biosciences.

En este trabajo se utilizd6 la combinacién de los siguientes sets conteniendo las
nanoparticulas, los anticuerpos de captura y deteccién y los standards liofilizados (CBA
Human Flex Set, BD Biosciences) especificos para la deteccién de cada una de las siguientes
cuatro citoquinas: |IL-17A, IL-17F, 1L-21 (caracteristicas del perfil Thl7) e IL-10

(caracterisitica del perfil Treg).

En primer lugar se procedié a preparar las mezclas de los reactivos: 1) se mezclaron los
cuatro standards liofilizados en un tubo de 15 ml y se reconstituyeron y homogeneizaron en
4 ml del diluyente comercial provisto en los sets. Luego se realizaron diluciones seriadas de
la mezcla standard y se conservaron los tubos en oscuridad a temperatura ambiente hasta
su utilizacion (los rangos de cada una de las curvas fueron los siguientes: 2500 a 9.8 pg/ml

para IL-17A, IL-17F e IL-10 y 10000 a 39.1 pg/ml para IL-21); 2) los sobrenadantes de

48



MATERIALES Y METODOS

CMCs fueron descongelados, clarificados de posibles remanentes de debris celular mediante
una centrifugacion a 14000 rpm durante 30 segundos, traspasados a tubos nuevos y
conservados en oscuridad a temperatura ambiente hasta su utilizacién; 3) se realizé la
dilucion y mezcla de las nanoparticulas de captura (concentracién inicial 50X), utilizando el
diluyente comercial. Se mezclaron 25 ul de nanoparticulas de captura 1X de cada uno de los
sets por cada muestra a analizar y la mezcla se dej6 reposar 15 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad; 4) se realizé la dilucion y mezcla de los anticuerpos de deteccién
(concentracion inicial 50X), utilizando el diluyente comercial. Se mezclaron 25 pul de los
anticuerpos de deteccion 1X de cada uno de los sets por cada muestra a analizar y se

conservo esa mezcla a temperatura ambiente en oscuridad hasta su utilizacion.

Una vez preparadas todas las mezclas de reactivos, standards y las muestras, se
sembraron 25 ul de las diluciones de la mezcla de standards y de cada sobrenadante en
pocillos de una placa de 96 pocillos de fondo en U. A continuacién se agregaron 25 ul de la
mezcla de nanoparticulas de captura a cada pocillo, se homogeneizé e incubé durante 1
hora a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 25 pul de la mezcla de
anticuerpos de deteccion a cada pocillo, se homogeneizé y se incubd por 2 horas mas a
temperatura ambiente. Finalmente, se realiz6 un lavado mediante el agregado de 125 ul de
la solucién de lavado comercial, posterior centrifugacion de la placa durante 3 minutos a
4000 rpm y descarte del sobrenadante. Una vez resuspendidas en 300 pl de solucién de
lavado, las muestras fueron adquiridas en un citémetro de flujo FACSCanto | (BD
Biosciences) y posteriormente analizadas mediante la utilizacion del software especifico
FCAP Array (BD Biosciences). Este software utiliza los archivos exportados del citobmetro de
flujo y realiza automéaticamente las curvas de calibracion de cada analito, arrojando los
valores finales de concentracion de cada citoquina en tablas. La calibracién del instrumento
se realiz6 en cada dia de determinacién mediante la utilizacion de nanoparticulas destinadas

a tal fin siguiendo las instrucciones del fabricante.
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IIl. 7. 4. DETECCION DE CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS EN SOBRENADANTE DE HISOPADOS

EXOCERVICALES

I11.7.4.1. Cuantificacion simultanea de seis mediadores solubl es en muestras de

exocervix mediante la técnica de CBA

Con el fin de obtener el perfil inflamatorio en mucosa cervical de las pacientes incluidas
en la Parte |l de la tesis, se cuantificaron citoquinas proinflamatorias en los sobrenadantes
obtenidos a partir del procesamiento de los hisopados exocervicales. Para ello se recurrié a
la técnica de CBA previamente descripta (ver secciéon 111.7.3.1) que permitid determinar
multiples analitos en cada muestra mediante un solo ensayo. Para ello se utilizé6 un kit
comercial (CBA Human Inflammatory Cytokines Kit, BD Biosciences) especialmente
disefiado para detectar la combinacion de las siguientes seis citoquinas: IL-8, IL-1B, IL-6,
IL-10, TNF y la subunidad p70 de IL-12. Tanto el protocolo para la cuantificacion de estos
mediadores inflamatorios como la metodologia de analisis y la calibracion del citobmetro de

flujo, son idénticos a lo detallado en la seccién anterior.

I11.7.4.2. Cuantificacién de proteinas totales en muestras de hisopado de exocervix

mediante el ensayo de acido bicinconinico (BCA, bicinchoninic acid)

Con el fin de determinar la concentracion de proteinas totales en los sobrenadantes
obtenidos a partir del procesamiento de los hisopados exocervicales de las pacientes
incluidas en la Parte Il de la tesis, se utiliz6 el kit comercial Micro BCA Protein Assay
(Thermo Scientific) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, los
sobrenadantes de hisopados exocervicales fueron descongelados y clarificados de posibles
remanentes de debris mediante una centrifugacién durante 15 segundos a 14000 rpm, y se
prepararon las diluciones apropiadas. Se realizé la curva estandar mediante diluciones
seriadas a partir de una solucion madre de la proteina BSA contenida en el kit (rango de la
curva: 0.5-200 pg/ml). Luego se prepard la mezcla de solucién de trabajo con BCA de la
siguiente forma: 25 partes de reactivo A, 24 partes de reactivo B y 1 parte de reactivo C
(todas soluciones comerciales). Finalmente se dispusieron 150 ul de las muestras y las

diluciones de standard por duplicado en placas de 96 pocillos de fondo plano, se les agrego6
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150 ul por pocillo de la solucién de trabajo con BCA y se incub6 durante 60 minutos a 60°C
en un incubador ET 5 (Werfen Medical). Al finalizar este periodo se dejo que la placa llegara
a temperatura ambiente durante 10 minutos en oscuridad y posteriormente fue leida en un

lector Multiskan GO (Thermo Scientific) a 562 nm.

I11. 8. ANALI SIS ESTADI STICO

Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el programa Graph-Pad Prism 5
(Graph-Pad Software). Todos los datos excepto el Logio de la CV se analizaron utilizando
test estadisticos no paramétricos. Se utilizaron las pruebas de Kruskal-Wallis seguida de la
prueba a posteriori de Dunn, Mann-Whitney y Wilcoxon de dos colas para realizar las
comparaciones de las variables entre y dentro de los grupos, respectivamente. Para todas
las correlaciones se aplicé la prueba de correlacion de Spearman. Todas las pruebas fueron
consideradas estadisticamente significativas cuando el valor de p obtenido era menor a

0.05.
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RESULTADOS

IV. 1. PARTE 1: ESTUDIO DE LAS SUBPOBLACIONES TH17, Tres Y SU BALANCE EN
MUESTRAS DE SANGRE PERI FERI CA DURANTE LA INFECCION
AGUDA/ TEMPRANA POR HIV-1 Y SU RELACION CON LA RESPU ESTA T

ANTIVIRAL PROTECTI VA
IV. 1. 1. CARACTERI STICAS DE LOS INDIVIDUOS HIV* SELECCIONADOS

Los diferentes grupos de individuos HIV® seleccionados para realizar esta parte del
estudio fueron: un grupo de 40 personas diagnosticadas durante la infeccién
aguda/temprana o PHI (durante la seroconversién o dentro de los primeros 6 meses desde
la fecha estimada de infeccién, el 95% de ellos corresponden a los estadios de Fiebig V y
VI***), 17 individuos crénicamente infectados que se encontraban en estadios avanzados de
la enfermedad (Cronicos), y un grupo de 13 pacientes infectados definidos como ECs. Los
dos udltimos grupos mencionados se incluyeron como grupos control con el objetivo de
comparar los diferentes parametros evaluados en relaciéon a lo que ocurre en la cohorte de
PHI. Todos los individuos reclutados eran naive de TARV al momento de recoleccién de la
muestra, lo cual permitié evaluar lo que ocurre durante la historia natural de la infeccidn
(una descripcion detallada de los criterios de inclusién de los pacientes de cada grupo se

puede consultar en la seccion I11.1 de Materiales y Métodos).

Una descripcién de las caracteristicas de los diferentes grupos de individuos infectados
se resume en la Tabla 2. Dentro de la cohorte de PHI, la mediana (IQ, rango intercuartil o
interquartile range) del tiempo estimado p.i fue de 75 dias [(50-120) dias; momento en el
cual se obtuvo la muestra basal], mientras que la mediana del tiempo de toma de la
muestra de seguimiento al afio fue de 330 dias [(300-360) dias]. Para algunos anélisis, los
individuos PHI fueron divididos en dos sub-grupos considerando si sus recuentos de células
T CD4" caian, o no, por debajo de las 350 células/ul, en cualquier momento durante el
primer afio p.i, llamados progresores rapidos (PRs) y tipicos (PTs), respectivamente. Al
comparar estos sub-grupos, se hallaron diferencias a nivel basal: los progresores tipicos
evidenciaron tanto mayores recuentos de células T CD4" (p<0.0001) como relacidn

CD4/CD8 (p<0.0001). Ambas determinaciones constituyen parametros bien establecidos de
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seguimiento de la enfermedad, y por lo tanto mayores valores se relacionan directamente

con un mejor estado clinico del paciente.

Tabla 2. Caracteristicas de los individuos infectados por HIV-1 reclutados para la Parte |

Recuento de Recuento de

Muestra Estimacion de ) ) Relacién
G uestra 2 Edad (afios), LOg1oCV®, células T CD4°, células T CDS",
rupo (ne de los dpi?, mediana (1Q)  mediasDs ) o ) . CD4/CDS8,
individuos) mediana (1Q) x mediana del n2 de mediana del n2 de mediana (1Q)
células/ul (1Q) células/ul (1Q)
Basal 75 (50-120) 32(23-37) 4.52+1.10 577 (388-681) 1099 (767-1593) 0.50(0.27-0.79)
Cohorte (n=40)
PHI Ano
(n=22) 330 (300-360) 4.27+0.84 480 (396-660) 845 (594-1200) 0.57 (0.35-0.91)
(Efjall) 55 (30-98) 37 (27-40) 4.98+0.85 282 (222-379) 1324 (930-1771) 0.23(0.12-0.33)
PHI PRs an
(n—;’) 300 (230-370) 4.01+1.14 316 (178-358) 961 (540-1219) 0.27 (0.25-0.41)
(Ef;agl) 90 (60-120) 30(23-36) 4.35+1.14 603 (515-741) 1021 (634-1420) 0.60 (0.40-0.87)
PHI PTs an
(n_107) 330 (300-360) 4.34+0.63 575(443-680) 769 (592-1217) 0.70(0.44-0.94)
> 5 afios
Ecs (n=13) 37 (33-44) <1.70 599 (559-894) 618 (287-802) 1.54 (0.61-2.38)
L. >3 afios
Cronicos (n=17) 34 (25-36) 4.71%0.70 141 (11-395) 1009 (540-1265) 0.19 (0.03-0.37)

PHI: cohorte de individuos de infeccién aguda/temprana. PRs: progresores rapidos. PTs: progresores tipicos. ECs: controladores elite. dpi: dias post-
infeccidn. CV: carga viral. IQ: rango intercuartil. DS: desvio standard. PRs y PTs distinguen individuos de la cohorte PHI que tuvieron recuentos de células T
CD4" por debajo o encima de 350 células/ul durante el primer afio post-infeccion, respectivamente.

®: En pacientes sintomaticos, se estimé como 14 dias anteriores a la aparicion de los sintomas. En pacientes asintomaticos, se estimé como el punto medio
entre la Gltima determinacion negativa y la primer determinacién positiva o un mes anterior a la fecha de un WB indeterminado o negativo™®.

®. Versant HIV-1 RNA 3.0 assay, Siemens. Los limites de deteccidn negativo y positivo son 50 y 500.000 copias de ARN viral/ml de plasma, respectivamente
(1.7 y 5.7 logao).

“: Citometria de flujo doble plataforma, FACSCanto, BD Biosciences.

Ademas, la media del Log;, de la CV de los individuos con progresién rapida evidencié
una tendencia a ser mayor a la observada en progresores tipicos (p=0.0713). Al afio p.i. se
observaron las mismas tendencias, aunque en este caso los analisis deben ser interpretados
con cautela debido a la limitacion impuesta por el bajo nUmero de muestras de progresores
rapidos obtenidas al afio p.i (debido a que la mayoria de los individuos de progresién rapida
ya se encontraban bajo tratamiento, motivo por el cual fueron excluidas de estos anélisis).
Todos los individuos de la cohorte PHI (tanto a nivel basal como al afio p.i), evidenciaron
mayores recuentos de células T CD4" y relacion CD4/CD8 comparados con los Crénicos
(valores de p<0.001). Tal como se esperaba, los ECs preservan sus recuentos de células T

CD4" en relacion a los Croénicos (p<0.001) y poseen una mayor relacién CD4/CDS8
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comparados tanto con los Crénicos (p<0.001) como con los individuos de la cohorte PHI

(tanto a nivel basal como al afio p.i; valores de p<0.03).

IV. 1. 2. LA RELACION TH17/ TREG SE ENCUENTRA DISMINUIDA DESDE TIEMPOS TEMPRANOS POST-
INFECCION, MIENTRAS QUE LAS FRECUENCIAS DE CELULAS TREG Y TH17 SE ENCUENTRAN
SEVERAMENTE ALTERADAS EN ESTADIOS AVANZADOS DE LA INFECCION POR HIV-1 EN

COMPARACION A LO OBSERVADO EN INDIVIDUOS HIV"

El primer objetivo del presente estudio consisti6 en analizar los cambios que ocurren
tanto en la subpoblacién de células Th17 como en la relacion Th17/Treg durante la infeccion
aguda/temprana, contrastando estas variaciones con las observadas en DSs y en pacientes
cronicamente infectados en estadios avanzados de la enfermedad, definidos como Crénicos,

e individuos capaces de controlar naturalmente la infeccion, catalogados como ECs.

La Figura 19A muestra que la mediana del porcentaje (IQ) de células Th1l7 presentes en
los individuos de la cohorte PHI (tanto en la muestra basal como en la de seguimiento al
afio p.i.) resulté significativamente mayor en comparaciéon a lo que se observa en el grupo
de Crénicos [0.17% (0.06-0.35) a nivel basal y 0.07% (0.05-0.22) al afio p.i en PHIs vs.
0.03% (0.01-0.07) en Cronicos; valores p 0.0002 y 0.0145, respectivamente]. Dentro de la
cohorte de infeccion aguda/temprana, se observd una tendencia a la disminucién de los
niveles de Thl7 a medida que la infeccion avanza [0.17% (0.06-0.35) a nivel basal vs.
0.07% (0.05-0.22) al afio p.i; p=0.11]; sin embargo, estas diferencias no alcanzaron la
significancia estadistica debido, probablemente, a la gran dispersién de los datos obtenidos.
Es interesante destacar que no fueron halladas diferencias significativas entre las muestras
basales de los individuos PHI y lo observado tanto en DSs [0.14% (0.07-0.28)] como en
ECs [0.11% (0.07-0.15)]. Como se esperaba, los Cronicos evidenciaron los niveles mas
bajos de células Th1l7. Cuando los mismos analisis fueron realizados utilizando los valores
de recuentos absolutos de células Thl7 (numero de células/ul) los resultados hallados

fueron similares a los descriptos anteriormente.

En contraste a lo observado en la subpoblacion de células Th1l7, en el compartimento de

las células Treg se observ6é que el porcentaje resulté mayor en el grupo de individuos
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Crbnicos en comparacién tanto con ECs como DSs [2.07% (0.97-2.52) en Cronicos vs.
0.96% (0.20-1.81) en ECs y 0.94% (0.41-1.70) en DSs; valores p 0.0356 y 0.0392,
respectivamente; Figura 19B]. A pesar de que los individuos de la cohorte PHI mostraron
frecuencias de células Treg similares a las observadas en DSs y ECs [1.13% (0.56-1.93) en
las muestras basales de PHIs y 0.92% (0.59-1.68) al afio p.i.], no se hallaron diferencias

significativas al ser comparados con los Croénicos.
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Figura 19: Alterac iones en la s subpoblaci ones de células Thl7 y Treg y en la relacién Thl17/ Treg en
difere ntes estadio s de la infec cién por HI V-1. PBMCs fueron estimuladas durante 6 horas en presencia de una
mezcla de anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 o en medio completo solo (control de produccién inespecifica de
citoquinas o background) previo a su marcacién intracelular. Se muestran los valores de frecuencia de células CD3"*
CD4"productoras de IL-17 (Th17) luego de sustraer el background (A). Tincidn intranuclear para la deteccion de
células CD3* CD4" CD25" FoxP3" (Tregs, B). La relacién Th17/Treg fue calculada para cada individuo (C). La linea
dentro de las cajas indica el valor de la mediana, mientras que sus limites delimitan los percentiles 25-75 y las
barras indican los valores maximo y minimo. Cada simbolo representa pacientes individuales: Dadores sanos (A,
DSs), Crénicos (<), controladores elite (o, ECs) y cohorte de infeccion aguda/temprana por HIV (PHI) a nivel basal
y al afio p.i. (o, progresores tipicos o PTs con recuentos de células T CD4* mayores a 350 células/pl durante el
primer afio de infeccion; e, progresores rapidos o PRs con recuentos de células T CD4* por debajo de las 350
células/pl durante el primer afio p.i). Se indican los valores de p obtenidos: * p<0.05, ** p<0.01y *** p<0.001.

Cuando se analizé la relacion Th17/Treg (Figura 19C), se observdé que todos los
individuos infectados por HIV evidenciaban diferencias significativas comparados con los
valores normales hallados en DSs [0.70 (0.28-1.17); todos los valores p<0.02], incluyendo
a los individuos catalogados como ECs. Cabe destacar que son pocos los reportes que
comparan la relacion Th17/Treg entre ECs y DSs. La relacion entre estas dos
subpoblaciones de células T CD4" se encontré severamente reducida en el grupo de
pacientes Croénicos [0.02 (0.01-0.05)], no s6lo en comparacion a los valores normales

hallados en el grupo de DSs como ha sido previamente descripto®!'!, sino también
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respecto a lo observado en el grupo de ECs [0.11 (0.06-0.18); p=0.0054] y la cohorte PHI
tanto a nivel basal [0.18 (0.08-0.30); p=0.0004] como al afo p.i [0.12 (0.03-0.22);
p=0.0058]. En relaciéon a la cohorte de PHI, tanto a tiempos tempranos como tardios p.i, la
relacion Th17/Treg resulté significativamente menor respecto a lo observado en DSs,
evidenciando que la proporciéon entre estas dos subpoblaciones se ve afectada

tempranamente en la infeccién por HIV.

En resumen, los resultados descriptos anteriormente indican que la infeccién por HIV
tiene un impacto negativo sobre la relacion Th17/Treg desde tiempos muy cortos p.i, incluso
en individuos capaces de controlar naturalmente la infeccion (ECs). También se pudo
corroborar que las frecuencias de células Thl7 y Treg se encuentran severamente alteradas
en pacientes crénicamente infectados que se encuentran en estadios avanzados de la

enfermedad.

IV. 1. 3. LOS NIVELES BASALES DE CELULAS TH17 SE CORRELACIONAN TANTO CON LA ACTIVACION

INMUNE DE CELULAS T CD8" COMO CON LA TASA DE PROGRESION A LA ENFERMEDAD

La activacion inmune constituye un evento caracteristico en la infeccién por HIV, y ha
sido reportado que ocurre desde tiempos tempranos p.i'>3, por lo tanto el siguiente objetivo
del presente trabajo consisti6 en analizar la relacion entre la activacion inmune y las
subpoblaciones Thl7 y Treg a tiempos tempranos (75 dias p.i) de la infeccién por HIV,
comparando individuos que evidencian distintas tasas de progresion y deterioro de su

sistema inmunitario.

En primer lugar, se compararon tanto las proporciones como los recuentos de células
Th17 presentes en las muestras basales de los individuos de la cohorte PHI con un rapido
deterioro de su sistema inmune (PRs) en comparacién con aquellos individuos cuyo patrén
de progresién era tipico (PTs). Asi, se evidencié una tendencia a menores proporciones de
células Th1l7 en progresores rapidos [0.13% (0.04-0.25) vs. 0.22% (0.06-0.40) en PTs;
p=0.13; Figura 20A eje y izquierdo], para los cuales también se detectaron menores
recuentos absolutos de células Th1l7 a nivel basal [0.33 (0.10-0.63) células/ul vs. 1.47

(0.40-3.14) células/pul en PTs; p=0.0040; Figura 20A eje y derecho].
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Figura 20: Evaluacién de las subpoblaci ones de células Thl17 y Treg en pa cientes de la cohorte de
infecci 6n aguda/t emprana qu e muestran distintos p atrones de activacién i nmune y p rogresién a la
enfermedad. Comparacion de las frecuencias (ejes y derechos) y los recuentos absolutos (ejes y izquierdos) a
nivel basal de células Th17 (A) y Treg (B) entre progresores tipicos (PTs) y rapidos (PRs). La frecuencia basal de
células T CD3* CD8" positivas para los marcadores de activacion CD38" y HLA-DR" se determind en los subgrupos
PT y PR dentro de la cohorte de PHI mediante citometria de flujo (C). La frecuencia de células T CD8" activadas fue
determinada en todos los grupos de pacientes (D). La linea dentro de las cajas indica el valor de la mediana,
mientras que sus limites delimitan los percentiles 25-75 y las barras indican los valores maximo y minimo. Cada
simbolo representa pacientes individuales. Se indican los valores de p obtenidos: * p<0.05, ** p<0.01 y ***
p<0.001.

Cuando se extendieron los mismos andlisis al compartimento de las células Treg, no
fueron halladas diferencias significativas [ej., recuentos absolutos de células Treg: 6.92
(2.26-13.17) células/pul en PTs vs. 3.27 (1.43-5.53) células/ul en PRs; p=0.24; Figura 20B].
Es importante destacar que, cuando los niveles de activacion de células T CD8" fueron
analizados en estos dos sub-grupos, se observaron mayores proporciones de células T CD8"
con un fenotipo de activacidon (presencia de las moléculas HLA-DR y CD38 en la superficie
celular) en el sub-grupo de progresores rapidos [30.1% (23.8-36.3) vs. 13.5% (6.5-23.8)

en PTs; p=0.0450; Figura 20C].
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También se pudo corroborar que, como se esperaba, la infeccién por HIV resulta en
altos niveles de activacion de células T CD8" desde tiempos tempranos p.i. [15.2% (7.1-
30.6) en muestras basales de la cohorte PHI] en comparacion tanto con ECs [8.2% (3.2-
12.8); p=0.0460] como con los valores normales hallados en DSs [0.38% (0.18-2.19);
p=0.0007; Figura 20D]. Al afio p.i., aunque no se encontraron diferencias significativas, los
niveles de activacién inmune mostraron una tendencia a disminuir [6.5% (3.2-11.3) en

muestras de un afio p.i.].

Los resultados de esta seccién indican que, no solo los individuos Crénicos sino también
los ECs poseen mayores niveles de activacion inmune en comparacion a los DSs (Figura

20D), en concordancia con su disminucién en la relacion Th17/Treg (Figura 19C).

IV. 1. 4. LA PRESERVACION DE LA SUBPOBLACION DE CELULAS TH17 SE CORRELACIONA
POSITIVAMENTE CON MEJORAS EN LOS PARAMETROS DE SEGU IMIENTO DE LA INFECCION Y
PROGRESION A LA ENFERMEDAD, MIENTRAS QUE LOS NIVELES DE CELULAS TREG SE

CORRELACI ONAN CON MAYORES CARGAS VI RALES Y ACTIVACI ON DE CELULAS T CD8"

El siguiente objetivo consistié en analizar las correlaciones entre las subpoblaciones de
células Thl7 y Treg con variables de seguimiento de la infecciébn y progresion a la
enfermedad en los diferentes grupos de individuos. Con el fin de realizar un analisis mas
exhaustivo de la subpoblacion Th1l7, no solo se determinaron su frecuencia y nimeros
absolutos, sino que adicionalmente se evalué la IMFr de IL-17 y los niveles de IL-17

plasméticos (como parametros de funcionalidad de la subpoblacién de células Th17).

Al analizar las muestras basales de los individuos de la cohorte PHI, se observd una
correlacién positiva entre los niveles de células Th17 y los recuentos de células T CD4"
(p=0.0091 r=0.4288; Figura 21A), en concordancia con la correlacion directa entre los
niveles plasmaticos de IL-17 y los recuentos de células T CD4* (p=0.0308 r=0.4960; Figura
21B). Es interesante destacar la correlacion positiva hallada entre el porcentaje de células
Th17 y los niveles plasméaticos de la B-quimioquina MDC (del inglés, macrophage-derived
chemokine; p=0.0101 r=0.5747; Figura 21C), reforzada a su vez por otra correlacién

positiva entre esta quimioquina con la IMFr de IL-17 (p=0.0361 r=0.4964; Figura 21D).
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Cabe destacar que se ha descripto previamente que MDC posee una actividad supresora
sobre la replicacién de HIV***. Por otro lado, el porcentaje de células T CD4"* activadas se
correlaciond inversamente con la IMFr de IL-17 (p=0.0304 r= -0.5780; Figura 21E) y, por

el contrario, se asoci6 directamente con el porcentaje de células Treg (p=0.0246 r=0.595;

Figura 21F).
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Figura 21: Correla ciones entr e las subpo blaciones T hl7 y Treg con paramet ros de seg uimiento de la
infecci 6n halladas dentro de la cohorte de individuos PHI en muestras basales . Log del recuento de células
T CD4" vs. Log del recuento de células Thl7 (A) y niveles plasmaticos de IL-17 (B); niveles plasmaticos de la
quimioquina MDC (macrophage-derived chemokine) vs. % de células Th17 (C) e intensidad media de fluorescencia
relativa (IMFr) de IL-17 (D); % de células T CD4" activadas vs. IMFr de I1L-17 (E) y % de células Treg (F). Los
niveles de mediadores solubles en plasma fueron determinados mediante la técnica de Luminex, detallada en
Materiales y Métodos. Los simbolos distinguen pacientes individuales de los subgrupos indicados en la figura. PHI:
cohorte de infeccion aguda/temprana. Todos los valores de r y p indicados corresponden a correlaciones de
Spearman.

Un escenario similar emergio al evaluar lo que ocurria al afio p.i. dentro de la cohorte de
individuos PHI, evidenciado por la asociacion de altos niveles de células Thl7 y un mejor
estatus inmune de los pacientes (recuento de células T CD4"; p=0.0070 r=0.5963; Figura

22A), y la relacion directa observada entre células Treg y la activacion de células T CD8"
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(p=0.0333 r=0.5914; Figura 22C). Para destacar, los niveles de células Th1l7 presentes a
tiempos tardios p.i. se correlacionaron de forma inversa con los niveles plasmaticos basales
del mediador inflamatorio llamado ligando de CD40 soluble (sCD40L, soluble CD40 lingand;
p=0.0165 r= -0.6484; Figura 22B), un biomarcador asociado con progresion a la

enfermedad en HIV/SIDA®®®,

Cohorte PHI al afio post-infeccion
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Figura 22: Correla ciones entr e las subpo blaciones T hl7 y Treg con paramet ros de seg uimiento de la
infecci 6n halladas dentro de | a cohorte de individuos PHI en muestras de seg uimiento al afio p.i. Log del
recuento de células T CD4" vs. Log del recuento de células Th17 (A); niveles plasméticos basales del ligando de
CD40 soluble (sCD40L, soluble CD40 ligand) vs. recuento de células Th17 al afio p.i (B); Log del % de células T
CD8* activadas vs. Log del % de células Treg (C). Los niveles de mediadores solubles en plasma fueron
determinados mediante la técnica de Luminex, detallada en Materiales y Métodos. Los simbolos distinguen
pacientes individuales de los diferentes subgrupos indicados en la figura. PHI: cohorte de infeccion
aguda/temprana. Todos los valores de r y p indicados corresponden a correlaciones de Spearman.

Cuando todos los individuos crénicamente infectados fueron incluidos en los anélisis
(Crénicos, ECs y muestras del afio p.i. de la cohorte de individuos PHI), la CV se
correlacioné negativamente con los recuentos de células Thl7 (p=0.0041 r= -0.4294;
Figura 23A) y positivamente con los niveles de células Treg (p= 0.0174 r=0.3995; Figura
23B). Esta ultima observacién concuerda con las asociaciones halladas entre altos niveles de

Treg con menores recuentos de células T CD4" (p=0.0100 r= -0.4423; Figura 23C).
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Etapa cronica de la infeccion por HIV
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Figura 23: Correla ciones entr e las subpo blaciones Th17 y Treg con paramet ros de seg uimiento de la
infecci 6n halladas en etapas crénicas d e la infecci 6n por HIV. Los andlisis incluyen las muestras de
pacientes de los grupos de Crénicos, ECs y PHIs al afio p.i: Log de la CV vs. Log del recuento de células Th17 (A) y
% de células Treg (B); Log del recuento de células T CD4" vs. % de células Treg (C). Los simbolos distinguen
pacientes individuales de los diferentes grupos indicados en la figura. ECs: controladores elite. PHI: cohorte de
infeccion aguda/temprana. Todos los valores de r y p indicados corresponden a correlaciones de Spearman.

En suma, estos resultados sugieren que la preservacién de la subpoblacién de células
Th17 se encuentra positivamente relacionada con una mejora en el estatus inmunolégico y
virolégico de los pacientes (en base al andlisis del recuento de células T CD4", la CV
plasmatica, marcadores solubles de progresién a la enfermedad y los niveles de activacién
inmune). Por el contrario, la expansion de la subpoblacién Treg se asocié directamente con
niveles incrementados de activacion inmune, replicacion viral y menores recuentos de

células T CD4".

IV. 1. 5. MAYORES NIVELES BASALES DE CELULAS TH17 SE CORRELACI ONAN CON UNA MAYOR

FUNCI ONALI DAD DE LA RESPUESTA T CD8" ESPECIFICA FRENTEA HI V-1

Uno de los principales y novedosos aportes del presente trabajo de tesis constituye el
analisis del potencial impacto que pudieran tener las alteraciones en las proporciones y
balance de células Th17 y Treg sobre las respuestas T CD8" especificas con relevancia en la
inmunidad antiviral protectiva en la infeccién por HIV. En consecuencia, el siguiente objetivo

consistié en analizar la relacién entre los niveles basales de células Th17 con funciones de la
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respuesta HIV-especifica T CD8" previamente asociadas con un mejor pronostico clinico en

la infeccién por HIV®:,

Niveles de Th17 vs. funcionalidad de la respuesta HIV-especifica a nivel BASAL
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Figura 24: Correla ciones entr e los niveles basales de células Thl 7 y respuest as T CD8" HIV-especific as
previa mente asoci adas con pr oteccion. Correlaciones positivas halladas dentro de la cohorte de individuos PHI
en muestras basales: % de células Th17 vs. % de células T CD8" HIV-especificas CD1078" IFN-y" (A) y niveles
plasmaticos de IL-2 (C); recuento de células Th1l7 vs. niveles plasmaticos de MIP-1B8 (B). Los niveles de
mediadores solubles en plasma fueron determinados mediante la técnica de Luminex. La funcionalidad de la
respuesta T CD8" especifica frente a HIV fue determinada mediante un ensayo que permitié evaluar, por citometria
de flujo, las células T CD8" con la capacidad de degranular y secretar IFN-y simultdneamente tras su estimulacién
con péptidos de HIV. El protocolo se encuentra descripto detalladamente en Materiales y Métodos®®*%!. Los simbolos
distinguen pacientes individuales de los diferentes subgrupos indicados en la figura. Todos los valores de r y p
indicados corresponden a correlaciones de Spearman.

Se observd una correlacion positiva con significancia estadistica entre la frecuencia de
células Th17 y la proporcién de células T CD8" HIV-especificas capaces de degranular y
producir IFN-y simultaneamente (células T CD8" bifuncionales CD107 5" IFN-y"; p=0.0161
r=0.6749; Figura 24A). Cabe destacar que, en concordancia con la hip6tesis propuesta, que
enuncia que se encontrara una mejor inmunidad celular en aquellos pacientes con mayores
niveles basales de Th1l7, se observaron asociaciones entre la preservacién de esta
subpoblacién con mayores niveles plasmaticos de MIP-18 (B-quimioquina producida por
células T asociada con propiedades antivirales; p=0.0165 r=0.5563; Figura 24B) y también
se observd una tendencia a mayores niveles plasmaticos de IL-2 (citoquina involucrada en

la homeostasis de células T; p=0.0537 r=0.4617; Figura 24C).
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También se observdé que los recuentos basales de células Thl7 se correlacionan
positivamente con la proporcién de células T CD8" HIV-especificas bifuncionales a tiempos
tardios (p=0.0370 r=0.6055; Figura 25A). Esto sugiere que los niveles basales de células
Th17 podrian tener un valor prondstico para la funcionalidad de la respuesta T antiviral
detectada a tiempos tardios p.i. Asimismo, aunque no resulté estadisticamente significativa,
se observé una correlacion positiva entre los recuentos basales de células Thl7 y la
capacidad de células T CD8" de suprimir la replicacién viral en células T CD4" autdlogas in
vitro (VIA) en muestras de un afio p.i. (p=0.0655 r=0.5727; Figura 25B). Notablemente,
también se observo que los niveles basales de células Th1l7 se correlacionan negativamente
con el porcentaje de células T CD8" especificas contra HIV que expresan la molécula PD-1 a

tiempos tardios p.i (p=0.0440 r= -0.6150; Figura 25C).
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Figura 25: Correla ciones entr e los niveles basales de células Th1l 7 y respuest as T CD8"* HIV-especific as
previa mente asociadas con p roteccion d etectadas al afio p.i. Correlaciones entre los niveles basales de
células Th17 y las respuestas especificas frente a HIV detectadas a tiempo tardios p.i dentro de la cohorte de
individuos PHI: recuento basal de células Th17 vs. % de células T CD8" HIV-especificas CD107 8" IFN-y" (A), VIA
(B) y % de células T CD8" HIV-especificas PD-1* (C), todas funciones determinadas en muestras de un afio p.i. La
funcionalidad de la respuesta T CD8" especifica frente a HIV fue determinada mediante diferentes ensayos: uno de
ellos permiti6 evaluar, mediante citometria de flujo, las proporciones de células T CD8" con la capacidad de
degranular y secretar |IFN-y simultdneamente tras su estimulacion con péptidos de HIV; otro de los ensayos
permitié medir la capacidad global de células T CD8" de inhibir la replicacion de HIV-1 en células T CD4" aut6logas
in vitro (VIA); el Gltimo evalué la expresion del marcador de agotamiento celular PD-1 en células T CD8" HIV-
especificas tras su estimulacion con péptidos de HIV por citometria de flujo. Los protocolos se encuentran
descriptos detalladamente en la seccién Materiales y Métodos®*®. Los simbolos distinguen pacientes individuales
de los diferentes subgrupos indicados en la figura. Todos los valores de r y p indicados corresponden a
correlaciones de Spearman.
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Es importante remarcar que todas las correlaciones mencionadas resultaron especificas
de la subpoblacion Th17, dado que no se observaron relaciones entre la respuesta T CD8"

antiviral y los niveles de células Thl (Figura 26).
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Figura 26: Los niv eles de la subpoblacion de células Thl no se correlaciona n con la res puesta T CD 8"
HIV-especifica. Células Thl (definidas como CD4" IFN-y") fueron identificadas por citometria de flujo luego de
una estimulacion policlonal, como se describe en Materiales y Métodos. Se muestra que no existen correlaciones
entre las frecuencias de células Thl y la respuesta T CD8" HIV-especifica, tanto a nivel basal (A y B) como al afio
p.i (Cy D) dentro de la cohorte PHI. En particular, se muestran a ambos tiempos tanto el % basal de células Thl
vs. la capacidad de supresion viral (VIA, A'y C) como el % de células T CD8" CD107,5s" IFN-y" HIV-especificas (B y
D). Lo mismo se observa cuando se analizan los recuentos absolutos, tanto basales como al afio p.i, de células
Th1l. Los simbolos distinguen pacientes individuales de los diferentes subgrupos indicados en la figura. Todos los
valores de r y p indicados corresponden a correlaciones de Spearman.

Los resultados descriptos en esta seccidn sugieren que existe una relacién directa entre
los niveles basales de células Th17 y la funcionalidad de la respuesta T CD8" antiviral
protectiva (tanto a tiempos tempranos como tardios de la infeccion por HIV), resaltando el
potencial impacto que la preservacién de esta subpoblacion podria tener sobre el desarrollo

de una inmunidad antiviral efectiva.
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IV. 1. 6. LA FUNCIONALIDAD DE LAS CELULAS TH17 Y LA RELACION TH17/ TREG DETECTADAS A
TIEMPOS TARDI OS POST-INFECCION TAMBIEN INFLUENCIAN LA CALIDAD DE LAS RESPUESTAS

T CD8" ESPECiFICAS FRENTEA HI V-1

A continuacién, se analizaron, dentro de la cohorte de individuos PHI, las posibles
relaciones entre: los niveles de células Th17, su funcionalidad (IMFr de IL-17) y la relacién
Th17/Treg con la funcionalidad de las células T CD8" HIV-especificas a tiempos tardios p.i.
La importancia de evaluar la actividad antiviral ex vivo mediante el ensayo de VIA se ve
reflejado por reportes previos que han demostrado que este parametro puede predecir la

velocidad de decaimiento del recuento de células T CD4" durante la infeccién por HIV*®®,

Cuando los individuos de la cohorte PHI fueron sub-divididos en funcion de los niveles
de su respuesta VIA, se observd que aquellos que poseian una mayor magnitud de VIA a
nivel basal (>25%) mostraban también una relacion CD4/CD8 significativamente mayor en
comparacion con individuos PHI cuyo VIA basal era méas bajo (<25%) tanto a nivel basal
como al afio p.i. [0.57 (0.42-1.26) CD4/CD8 basal en VIA>25% vs. 0.25 (0.13-0.36)
CD4/CD8 basal en VIA<25%, p=0.0270; 0.92 (0.66-1.07) CD4/CD8 al afio p.i. en
VIA>25% vs. 0.35 (0.26-0.52) CD4/CD8 al afio p.i. en VIA<25%, p=0.0159; Figura 27A].
Estos resultados resaltan el valor prondstico de esta funcion T CD8" antiviral tal como ha
sido reportado para otras cohortes de pacientes en las que VIA se correlaciona con mayores

recuentos de células T CD4*1%®

y con menores valores de CV*®'. A continuacién, resulté
interesante la observacién de que la funcionalidad de las células Thl7 (evaluada como la
IMFr de IL-17, indicador del nivel de produccion de IL-17) se correlacion6 positivamente con
VIA (p=0.0062 r=0.7636; Figura 27B). Y en este caso, cuando las muestras fueron sub-
divididas en funcién de sus niveles de VIA (>25% o <25%), se observaron diferencias
significativas entre sub-grupos, encontrando mayor IMFr de IL-17 en aquellos pacientes con
mayor VIA [25.8 (21.8-31.5) en VIA>25% vs. 17.9 (12.9-19.8) en VIA<25%; p=0.0206;

Figura 27C]. Finalmente, también se encontré una correlacion directa entre la relacion

Th1l7/Treg y VIA (p=0.0120 r=0.8649; Figura 27D). De este modo, individuos de la cohorte
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PHI con una relacion Th17/Treg maéas preservada mostraron poseer células T CD8"

especificas contra HIV con mayor capacidad de suprimir la replicacién de HIV in vitro.

Relacion Th17/Treg v funcionalidad de Th17 vs. funcionalidad de la respuesta T antiviral
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Figura 27: Influe ncia de los niveles de células Th 17 y la relacibn Thl7/ Treg en la calidad de la
respuesta T CD8" especifica f rente a HIV a tiempos tardios p.i. Diferencias entre individuos de la cohorte
PHI que poseen una magnitud de VIA mayor o menor al 25% (> y <25%, respectivamente) en cuanto a su
relacion CD4/CD8 tanto a nivel basal como al afio p.i (A). Correlaciéon hallada entre VI A vs. la intensidad media de
fluorescencia relativa (IMFr) de IL-17 dentro de la cohorte de individuos PHI al afio p.i (B). Comparacién entre
pacientes de la cohorte PHI con un VIA > y <25% al afio p.i en cuanto a su IMFr de IL-17 también evaluada al afio
p.i (C). Correlacion hallada entre la actividad de VIA vs. la relacion Th17/Treg dentro de la cohorte PHI en
muestras de un afio p.i (D). Los simbolos distinguen pacientes individuales de los diferentes subgrupos indicados
en la figura. PHI: infeccion aguda/temprana por HIV. La linea dentro de las cajas indica el valor de la mediana,
mientras que sus limites delimitan los percentiles 25-75 y las barras indican los valores maximo y minimo. Se
indican los valores de p obtenidos: * p<0.05 (A y C). Los valores de r y p indicados corresponden a correlaciones
de Spearman (B y D).

Los resultados de esta seccibn muestran que, a tiempos tardios p.i, tanto la
funcionalidad de las células Th17 como la relacién Th17/Treg se relacionaron con una mayor
funcionalidad de las células T CD8" HIV-especificas capaces de inhibir la replicacion viral

(VIA).
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IV. 1. 7. LOS NIVELES DE CELULAS TH17 TAMBI EN SE CORRELACIONAN CON OTRAS SUBPOBLACIONES

DE CELULAS T EFECTORAS

A la luz de los resultados anteriormente expuestos, que sefialan la existencia de una
correlaciéon entre la subpoblacion de células Th17 y las células T CD8" HIV-especificas,
también se considerd interesante evaluar la posible relacién entre los niveles de células
Th1l7 y otras subpoblaciones de células T que ejercen diferentes funciones efectoras
potencialmente protectivas frente a otros patdgenos. Para ello, diferentes poblaciones de
células T efectoras fueron fenotipificadas, luego de una estimulacion policlonal de sus TCRs,

como Th1l (CD4" IFN-y"), Tcl (CD8" IFN-y") y Tcl7 (CD8" IL-17") siguiendo el protocolo

descripto en Materiales y Métodos.
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Figura 28: Correlaciones ent re la subpo blacién de células Th 17 y otras poblaciones de células T
efectoras evaluad as tras una estimulacié6 n policlonal . Correlaciones positivas halladas entre los niveles de
células Th17 y otras poblaciones de células T efectoras dentro de la cohorte de individuos PHI: % de células Th17
vs. recuento de células Thl (CD4" IFN-y"; A) y % de células Tcl7 (CD8" IL-17*; B) ambos a nivel basal; % de
células Th17 vs. % de células Thl (C) y % de células Tcl (CD8" IFN-y*; D) ambos al afio p.i. Las subpoblaciones
de células T efectoras fueron determinadas mediante citometria de flujo tras una estimulacion de 6 horas con una
mezcla de anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 como se describe en Materiales y Métodos. Los simbolos distinguen
pacientes individuales de los diferentes subgrupos indicados en la figura. Todos los valores de r y p indicados
corresponden a correlaciones de Spearman.
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La Figura 28 muestra que, dentro de la cohorte de infeccién aguda, la frecuencia de
células Th17 a nivel basal se correlacion6 directamente con los recuentos de células con un
perfil Thl (p=0.0085 r=0.4504; Figura 28A) y también con las proporciones de células Tcl17
(p=0.0002 r=0.5980; Figura 28B) ambas en muestras basales. Cuando los mismos andlisis
se realizaron en las muestras de un afio p.i, también se hall6 una correlacién directa entre
las células Th1l7 y la frecuencia de células Thl (p=0.0009 r=0.7458; Figura 28C) y Tcl

(p=0.0169 r=0.6047; Figura 28D).

Un analisis mas profundo, revelé que las proporciones de las subpoblaciones celulares
Thl y Tcl7 tendian a sufrir una reduccion durante el primer afio de infecciéon y que, en
estos tiempos tardios, los niveles se encontraban significativamente reducidos en
comparacion a los valores normales hallados en DSs [1.59 (0.94-2.73) % de células Thl en
DSs vs. 0.33 (0.12-1.56) % de células Thl en PHIs al afic p.i, p=0.0192, Figura 29A; 0.22
(0.02-0.49) % de células Tcl7 en DSs vs. 0.02 (0.01-0.03) % de células Tcl7 en PHIs al
afio p.i, p=0.0104, Figura 29C]. En contraste, la subpoblacion Tcl evaluada al afio p.i, no se
encontrd disminuida ni en relacion a lo observado en DSs ni frente a los valores basales
(Figura 29B). Estos resultados refuerzan el concepto de que, durante la infeccién por HIV,
no so6lo la subpoblacion de células Thl7 sino otros perfiles de células T efectoras que

ejercen importantes funciones se encuentran dafiadas.

A B C
i 10 - - o " L
("]
g E W E 3
E " 3 4 T g b
SEX PRl IR iR A
@ o qo- ] B ™
- = C o
= - a1 £ o ....:l.‘...
s Easal Aﬁn DSs Basal Afo Basal
Cohorte PHI Cohorte PHI Cohorte PHI

Figura 29: Evaluacién de las s ubpoblacion es de célula s T efectoras Thl, Tcly Tcl7 durante la infecci én
aguda por HIV. PBMCs fueron estimuladas durante 6 horas con anti-CD3/anti-CD28 o medio solo (control de
background) previo a su marcacion intracelular. Se muestran los valores de la frecuencia obtenidos luego de
sustraer el background para: células Thl (CD4" IFN-y"; A), Tcl (CD8" IFN-y"; B) y Tcl7 (CD8" IL-17"; C). La linea
dentro de las cajas indica el valor de la mediana, mientras que sus limites delimitan los percentiles 25-75 y las
barras indican los valores maximo y minimo. Cada simbolo representa pacientes individuales de los grupos
indicados en la figura. DSs: dadores sanos. PHI: cohorte de infeccién aguda/temprana a nivel basal y al afio p.i. Se
indican los valores de p obtenidos: * p<0.05.
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En conclusion, los resultados presentados en los parrafos precedentes, indican que la
proporcion de células Th17 se correlaciond no solo con respuestas T CD8" especificas frente
a HIV sino también con los niveles de otras subpoblaciones de células T efectoras con

potencial importancia en la respuesta frente a diferentes patdgenos.

IV. 2. PARTE 11: ESTUDIO DEL IMPACTO DEL TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRA L
SOBRE LA RESTAURACION DE LAS SUBPOBLACI ONES DE CELU LAS TH17, Tgee Y

SU BALANCE EN SANGRE PERIFERI CA Y TRACTO GENI TAL FEMENINO

Un importante aspecto que debe ser considerado es el efecto del TARV en el
restablecimiento de las proporciones de células Thl7 y del balance Th1l7/Treg durante la
infeccion crénica causada por HIV-1. Diferentes trabajos han demostrado que lo que se
observa a nivel de periferia no necesariamente se ve reflejado en lo que ocurre en sitios de
mucosas™?123158 fyndamentalmente en GALT, donde han sido realizados la mayoria de los
estudios. Por ello, el segundo objetivo de la presente tesis se centra en la evaluacidon de la
dinamica de las subpoblaciones mencionadas tanto en periferia como en el tracto genital
femenino (primer sitio de contacto con el virus tras su transmision heterosexual), en el

contexto de la implementacién del TARV.
IV. 2. 1. CARACTERI STICAS DE LOS INDIVIDUOS SELECCIONADOS

Los diferentes grupos de individuos seleccionados para realizar esta segunda parte del
estudio fueron: un grupo de 20 dadores seronegativos para la infeccion por HIV-1 (DSs), 22
individuos créonicamente infectados naive de TARV (TARV’), y un grupo de 19 pacientes
cronicamente infectados que se encuentran bajo TARV, durante al menos 2 afios, con
supresion efectiva de su CV plasmatica (TARV'). Los dos primeros grupos mencionados se
incluyeron como grupos control con el objetivo de comparar los diferentes pardmetros
evaluados en relacién a lo que ocurre en individuos bajo tratamiento (una descripcién

detallada de los criterios de inclusién de los pacientes de cada grupo se puede consultar en
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la seccion I11.1 de Materiales y Métodos). La Tabla 3 resume las principales caracteristicas

de los grupos de individuos infectados incluidos en esta segunda parte de la tesis.

Tabla 3. Caracteristicas de los individuos cronicamente infectados con HIV-1 seleccionados para la Parte Il

Recuento de Recuento de

Muestr Tiempo bajo A Relacién
G uoes 3 Edad (afios),  LogyoCV?, " células TCD4°, células T CD8",
rupo (ne de . - HAART (afios), . . CD4/CD8,
individuos) mediana (1Q) mediatDS diana (1Q) medianadeln2de  mediana del n2 de diana (1)
mediana células/ul (1Q) células/ul (1Q) mediana
TARV n=22 36 (28-43) 4,52+0.91 - 348 (44-555) 959 (540-1243)  0.25 (0.05-0.44)
TARV* n=19 41 (37-47) <1.70 7 (4-16) 556 (376-596) 709 (458-787) 0.73 (0.53-0.99)

TARV: individuos crénicamente infectados por HIV-1 naive de tratamiento antirretroviral. TARV': individuos crénicamente infectados por HIV-1 bajc
tratamiento antirretroviral. HAART: tratamiento antirretroviral de alta eficacia. CV: carga viral. IQ: rango intercuartil. DS: desvio standard.

®: Versant HIV-1 RNA 3.0 assay, Siemens. Los limites de deteccién negativo y positivo son 50 y 500.000 copias de ARN viral/ml de plasma, respectivamente
(1.7 y 5.7 logao).

®. Citometria de flujo doble plataforma, FACSCanto, BD Biosciences.

Puede observarse que el TARV resulta en la disminucién de la CV plasmética a niveles
indetectables en todos los individuos TARV® mientras que el grupo TARV  presenta altos
valores de CV. Los individuos del grupo TARV" presentan largos periodos de tiempo bajo
distintos esquemas de tratamiento, con un minimo de 2 afios. En concordancia con su
supresion efectiva y prolongada de la CV plasmatica, los individuos del grupo TARV*
presentan mayores recuentos de células T CD4" y relacion CD4/CD8 comparados a los

pacientes del grupo TARV (valores de p 0.0338 y 0.0001, respectivamente).

IV. 2. 2. EL TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL RESTAURA TANTO EL BAL ANCE TH17/ TREG COMO LA

PROPORCION Y FUNCIONALIDAD DE CELULAS TH17 EN SANGRE PERI FERI CA

Con el objetivo de estudiar el impacto del tratamiento antirretroviral sobre la potencial
restauracion de las subpoblaciones Thl7 y Treg en sangre periférica, en primer lugar se
procedié a determinar las proporciones de estas subpoblaciones y su balance en PBMCs
mediante citometria de flujo, como ha sido previamente descripto (secciones 111.4.3.1 y

I11.4.3.2 de Materiales y Métodos).

Pudo observarse que las proporciones de células Thl7 (% de células Th1l7) resultaron
mayores en el grupo TARV® en relacion a lo observado en individuos TARV  [0.45% (0.30-
0.61) en TARV"' vs. 0.05% (0.02-0.08) en TARV'; p=0.001; Figura 30A] y, asimismo, los

niveles de Th1l7 de pacientes TARV' resultaron similares a los hallados en DSs [0.18%
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(0.14-0.31); Figura 30A]. Cabe destacar que, como se observa en la Figura 30B, el
tratamiento restablecidé tanto las proporciones como la funcionalidad de esta subpoblacion
(en relacién a la capacidad de cada célula de producir IL-17), siendo similar la IMFr de IL-17
en individuos TARV® [21.06 (12.86-34.39)] en relacién a la observada en DSs [13.48 (9.07-
19.43)] y ambos significativamente mayores a lo observado en pacientes TARV" [8.16
(4.41-9-86); vs. TARV" p=0.0001 y vs. DSs p=0.0013; Figura 30B]. Del mismo modo, al
estudiar lo que ocurria con la relacion Th17/Treg se pudo observar que, tras el tratamiento,
la misma aumenta llegando a valores normales [0.37 (0.17-1.66) en TARV® vs. 0.18 (0.12-
0.70) en DSs; Figura 30C], en contraste a lo observado en individuos TARV™ cuya relacion
Th17/Treg resultd significativamente menor comparada con ambos grupos [0.03 (0.01-

0.09) vs. TARV' p=0.0001y vs. DSs p=0.003; Figura 30C].
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Figura 30: Restauraciéon de | a proporcié n y funcion alidad de la subpoblaci 6n Th1l7 y de la relacién
Th17/ Treg en individuos cr énicamente infectados bajo trata miento anti rretroviral. PBMCs fueron
estimuladas durante 6 horas en presencia de una mezcla de anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 o en medio completo
solo (control de background) previo a su marcacion intracelular. Se muestran los valores de frecuencia de células
Th17 luego de sustraer el background (A) y de intensidad media de fluorescencia relativa (IMFr) de IL-17 (B).
Tincién intranuclear para la deteccidn de células Treg (D). La relacién Th17/Treg fue calculada para cada individuo
(C). La linea dentro de las cajas indica el valor de la mediana, mientras que sus limites delimitan los percentiles
25-75 y las barras indican los valores maximo y minimo. Cada simbolo representa pacientes individuales: Dadores
sanos (A, DSs), individuos crénicos naive de tratamiento antirretroviral (¢, TARV') y bajo tratamiento (-, TARV").
Se indican los valores de p obtenidos: * p<0.05, ** p<0.01y *** p<0.001.
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Por el contrario, al analizar el compartimento de la subpoblacién de células Treg, pudo
observarse que en individuos crénicamente infectados por HIV, el tratamiento no tiene un
efecto sobre las proporciones de estas células, las cuales se mantienen en niveles similares
a lo observado en pacientes TARV [0.97% (0.81-2.46) en TARV vs. 1.08% (0.84-1.57) en
TARV"; Figura 30D], y ambos grupos muestran mayores valores de Treg en relacion a DSs

[0.65% (0.40-1.10) vs. TARV p=0.012 y vs. TARV® p=0.03; Figura 30D].

En resumen, esta seccién muestra que el tratamiento antirretroviral con supresién
efectiva de la CV plasmaética resulta en la restauracion de la subpoblacién de células Thl7 y
del balance Th17/Treg en muestras de sangre periférica, a pesar de que no logra revertir las

altas proporciones de células Treg en pacientes infectados.

I1V. 2. 3. EL TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL NO LOGRA RESTAURAR LA ACTIVACION DE CELULAS T
CD4* A LOS VALORES OBSERVADOS EN DADORES SANOS . UNA MAYOR ACTIVACI ON CELULAR
SE CORRELACIONA CON MENORES NIVELES DE CELULAS TH17 Y DE LA RELACION

TH17/ TREG Y CON MAYORES NIVELES DE CELULAS TREG

Los resultados descriptos en la primera parte de esta tesis evidenciaron que, tanto
durante la infeccién aguda como en la fase cronica de la infeccion por HIV-1, los niveles de
las subpoblaciones Th1l7 y Treg se correlacionan diferencialmente con distintos parametros
de seguimiento de la infeccién. En base a estos hallazgos, se consideré importante
investigar el impacto del tratamiento sobre los niveles de activacion inmune en muestras de
sangre periférica en los distintos grupos de pacientes y analizar su relacidon con los niveles

de células Thl7 y Treg y su balance.

Se pudo observar que, en individuos TARV", las proporciones de células T CD8" y CD4"
activadas es menor en relacion a lo observado en el grupo de pacientes TARV [4.56%
(2.13-6.19) de células T CD8" activadas en TARV' vs. 12.29% (9.78-19.74) de células T
CD8" activadas en TARV, p=0.0001, Figura 31A panel izquierdo; 1.61% (0.73-2.68) de
células T CD4" activadas en TARV® vs. 2.72% (1.91-7.12) de células T CD4" activadas en
TARV', p=0.012, Figura 31A panel derecho] pero, a pesar de encontrarse bajo supresion

efectiva y prolongada de su CV plasmatica, sus valores permanecen elevados comparados a

73



RESULTAD OS

los hallados en DSs [2.79% (0.51-3.54) de células T CD8" activadas, Figura 31A panel

izquierdo; 0.80% (0.24-1.40) de células T CD4" activadas, Figura 31A panel derecho].
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Figura 31: Niveles de activa cion inmune vy correlaci ones entre las subpobl aciones Th 17 y Treg con
pardm etros de seguimiento de la infeccién hallada s dentro d el grupo de individuos crénicamen te
infect ados bajo t ratamiento antirretrovi ral. La frecuencia de células T CD8* (A, izquierda) y CD4" (A,
derecha) activadas (HLA-DR® CD38") fue determinada en todos los grupos de pacientes mediante citometria de
flujo utilizando PBMCs. Correlaciones halladas dentro del grupo de pacientes bajo tratamiento: relacién Th17/Treg
vs. % de células T CD4" (B) y CD8" (C) activadas; % de células Treg vs. % de células T CD8" activadas (D); Log
del recuento de células Th17 vs. Log del recuento de células T CD4* (E). Los simbolos distinguen pacientes
individuales de los diferentes grupos. TARV®: individuos crénicamente infectados por HIV que se encuentran bajo
tratamiento antirretroviral. TARV': individuos crénicamente infectados por HIV naive de tratamiento antirretroviral.
DSs: dadores sanos, seronegativos para la infeccion por HIV. La linea dentro de las cajas indica el valor de la
mediana, mientras que sus limites delimitan los percentiles 25-75 y las barras indican los valores méaximo y
minimo. Se indican los valores de p obtenidos: * p<0.05 ** p<0.01 y *** p<0.001 (A). Los valores dery p
indicados corresponden a correlaciones de Spearman (B-E).

Cabe destacar que, dentro del grupo de individuos TARV®, mayores niveles de

activacion de células T CD4" y CD8" se correlacionaron negativamente con la relacion
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Th17/Treg (p=0.0087 r=-0.5834, Figura 31B; p=0.0206 r=-0.5265, Figura 31C) vy
positivamente con los niveles de células Treg (p=0.0044 r=0.6228; Figura 31D). Por otro
lado, dentro de este mismo grupo de pacientes, mayores niveles de células Thl7 se

asociaron con mayores recuentos de células T CD4" (p=0.0097 r=0.5769; Figura 31E).

En resumen, en esta seccidon se observéd que el tratamiento antirretroviral con supresién
efectiva de la CV plasmatica no logra revertir los niveles de activaciéon inmune en relaciéon a
lo observado en DSs. Mas auln, los resultados sugieren que una mayor eficiencia en la
restauracion de la subpoblacion Th1l7 y del balance Th17/Treg parece estar correlacionada

con menores niveles de activacion inmune y la recuperacion del recuento de células T CD4".

IV. 2. 4. DURANTE LA INFECCION CRONICA CAUSADA POR HIV-1, AUN BAJO TRATAMIENTO
ANTIRRETROVIRAL, SE OBSERVA UNA RESTAURACION INCOMPLETA DE LA INMUN IDAD EN

SITIOS DE MUCOSAS, EN CONTRASTE A LO OBSERVADO EN SANGRE PERI FERI CA

Se ha establecido que las subpoblaciones Thl7 y Treg ejercen sus funciones
mayormente en sitios de mucosas, siendo el GALT el tejido linfoide mas estudiado*® 6121,
En este contexto, resulta de interés establecer comparaciones entre la potencial
restauracion de las subpoblaciones Thl7 y Treg circulantes en periferia y aquellas
encontradas en sitios relevantes para la transmision viral como el tracto genital femenino y
el GALT. La poblacién celular T CD4" CD161" ha sido identificada como una subpoblacién de
linfocitos T precursora de la poblaciéon Th17 que tiene la capacidad de migrar a intestino®®.
Algunos estudios han demostrado que no sélo la subpoblacién Th1l7 sino también la
poblacion precursora T CD4* CD161* se encuentra disminuida a nivel sistémico en la

infeccion crénica causada por HIV-1'*

. En este contexto, el siguiente objetivo consistié en
analizar el efecto del TARV sobre la subpoblacion de células T CD4" CD161" precursoras en
sangre periférica y sobre las principales citoquinas que ejercen funciones efectoras de las

subpoblaciones Th17 y Treg en el tracto genital femenino.

En la Figura 32A se muestra que el recuento de células T CD4" CD161" se encuentra
severamente disminuido en individuos HIV*, independientemente de si se encuentran o no

bajo tratamiento, en comparacion a lo observado en DSs [125.60 (64.85-175.50) células/pl
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en DSs vs. 28.60 (19.14-34.04) células/ul en TARV  p=0.001, y vs. 43.09 (34.14-103.10)
células/pl en TARV' p=0.001; Figura 32A], sugiriendo que, atn bajo supresion efectiva de la
CV plasmatica, la restauracién de la subpoblacién Th17 con capacidad de migrar a GALT es

incompleta.
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Figura 32: Niveles de la subpoblacion T CD4* CD161" en sangre perifé rica y prod uccién de | as
citoqu inas IL-17A, IL-17F, 1L-21 e IL-10 tras la estimulacion de células mononuclea res de cérv ix
(CMCs). La frecuencia de células T CD4" CD161" fue determinada en PBMCs estimuladas durante 6 horas con anti-
CD3 y anti-CD28 por citometria de flujo (A). Cuantificacién de la concentracion de IL-17A (B), IL-10 (C), IL-17F e
IL-21 (E) en sobrenadantes de CMCs estimuladas durante 8 horas con PMA/lonomicina. Correlacién positiva
hallada dentro del grupo de individuos TARV® entre: Log de la concentraciéon de IL-17F en sobrenadante de CMCs
estimuladas vs. recuento de células T CD4" CD161" en sangre periférica (D). Los simbolos distinguen pacientes
individuales de los diferentes grupos. TARV*: individuos crénicamente infectados por HIV que se encuentran bajo
tratamiento antirretroviral. TARV': individuos crénicamente infectados por HIV naive de tratamiento antirretroviral.
DSs: dadores sanos, seronegativos para la infeccion por HIV. La linea dentro de las cajas indica el valor de la
mediana, mientras que sus limites delimitan los percentiles 25-75 y las barras indican los valores méaximo y
minimo. Se indican los valores de p obtenidos: * p<0.05 ** p<0.01ly *** p<0.001 (A-Cy E). Los valoresderyp
indicados corresponden a una correlaciéon de Spearman (C).

Quizéas uno de los aportes mas novedosos de este trabajo de tesis consistié en analizar

la dindmica de estas subpoblaciones y su funcionalidad en el tracto genital femenino. Para
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ello se obtuvieron células mononucleares de cérvix (CMCs) mediante la utilizacion de
citocepillos endocervicales de algunas de las pacientes. Esta técnica no invasiva de toma de
muestra presenta una limitacion en la cantidad de células obtenidas, dificultando su
utilizacidon en ensayos de citometria de flujo (seccidon V.3 de la Discusién). Por este motivo
se decidid estudiar la funcionalidad de las células obtenidas mediante su estimulacion
durante 8 horas en presencia de una mezcla de los mitdgenos PMA/lonomicina para la
posterior deteccidon de las citoquinas IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-10 en el sobrenadante de
los cultivos. Las mismas constituyen los mediadores mas importantes secretados por las
subpoblaciones Th1l7 y Treg. Los detalles metodolégicos pueden consultarse en la seccién

11.7.3 de Materiales y Métodos.

Se pudo observar que, a pesar de encontrarse bajo supresion efectiva de la CV
plasmatica, las CMCs provenientes de los individuos del grupo TARV' no logran los niveles
de secrecion de IL-17A e IL-10 observados en DSs [32.88 pg/ml (9.09-131.80) de IL-17A
en DSs vs. 7.83 pg/ml (0.55-57.83) de IL-17A en TARV" p=0.031, Figura 32B; 8.10 pg/ml
(1.47-18.75) de IL-10 en DSs vs. 1.27 pg/ml (0.04-4.51) de IL-10 en TARV' p=0.013,
Figura 32C]. Cabe destacar que, aunque también se observaron diferencias entre DSs y
pacientes TARV  para ambas citoquinas [4.60 pg/ml (1.56-7.92) de IL-17A en TARV vs.
DSs p=0.048, Figura 32B; 0.62 pg/ml (0.31-0.90) de IL-10 en TARV vs. DSs p=0.038,
Figura 32C], estas diferencias deben ser interpretadas con cautela debido al bajo nimero de
muestras endocervicales de las cuales fue posible obtener CMCs en este grupo de pacientes
hasta el momento (su reclutamiento continla actualmente). Resulta interesante destacar
que, en aquellas pacientes del grupo TARV® para las cuales se encontraron niveles
detectables de produccion de IL-17F por CMCs estimuladas, esto se correlaciono
positivamente con mayores recuentos de células T CD4" CD161" en sangre periférica
(p=0.0333 r=0.8857; Figura 32D), aunque por el momento la cantidad de datos disponibles
es limitada (n=6). Por ultimo, no se detectaron diferencias entre los diferentes grupos de
pacientes en cuanto a los niveles de secrecibn de IL-17F e IL-21 por parte de CMCs

estimuladas (Figura 32E).
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Estos resultados sugieren que, en individuos crénicamente infectados por HIV bajo
TARV, la restauracién inmune en sitios de mucosas es mucho menos eficiente que la

observada en muestras de sangre periférica.

IV. 2. 5. EN INDIVIDUOS CRONICAMENTE INFECTADOS BAJO TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL ,
MAYORES NIVELES DE CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS DETE CTADAS EN EXOCERVIX SE
CORRELACI ONAN CON UNA MAYOR ACTIVACION INMUNE Y UNA MENOR FUNCIONALIDAD DE

CELULAS TH17 EN SANGRE PERIFERI CA

Por ultimo, se estudiaron los niveles de mediadores solubles de inflamacién en mucosa
cervical y su relacion con los niveles de activacion inmune y las subpoblaciones Th1l7 y Treg
en sangre periférica. Para ello se determinaron simultaneamente las concentraciones de
cinco citoquinas proinflamatorias [IL-12 (subunidad p70), IL-1B, IL-8, IL-6 y TNF] y un
mediador anti-inflamatorio (IL-10) en sobrenadantes de hisopados de exocervix, utilizando
la tecnologia CBA. Debido a que la cantidad de material proveniente de los hisopados puede
variar de muestra en muestra, para algunos analisis se optd por relativizar la concentracion
de cada una de las citoquinas determinadas en funciéon de la concentracién de proteinas
totales cuantificadas en los mismos sobrenadantes de hisopados de exocervix (ver detalles

en la seccion 111.7.4.2 de Materiales y Métodos).

Como puede observarse en la Figura 33, mayores niveles de la citoquina proinflamatoria
IL-1B en exocervix se correlacionaron positivamente con las proporciones de células T CD4"
y CD8" activadas en muestras de sangre periférica de individuos TARV" [pg de IL-1p/ug de
proteinas vs. % de células T CD4" activadas p=0.0256 r=0.5241, Figura 33A; pg de IL-1p/
ug de proteinas vs. % de células T CD8" activadas p=0.0238 r=0.5297, Figura 33B]. Cabe
destacar que IL-1p ha sido relacionada con un mayor estado inflamatorio en la mucosa

genital y un predictor de riesgo de infeccion por HIV'%1%L

Al analizar las potenciales
asociaciones entre los niveles inflamatorios detectados en mucosa genital y los niveles y
funcionalidad de la subpoblacion Th1l7 de sangre periférica, se pudo observar que niveles

altos de la citoquina proinflamatoria IL-13 en exocervix mostraron una tendencia a

correlacionarse negativamente con los recuentos de células Th1l7 de sangre periférica en
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todos los pacientes HIV", indistintamente de si se encontraban o no bajo TARV (p=0.0712
r=-0.3920; Figura 33C). Resulta interesante destacar que, dentro del grupo de individuos
TARV", mayores niveles de la citoquina proinflamatoria IL-12 en exocervix, se
correlacionaron negativamente con la IMFr de IL-17 en células Th1l7 periféricas (p=0.0368

r=-0.7665; Figura 33D).
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Figura 33: Correla ciones entr e los niveles de citoquin as proinfla matorias en exocervix y los niveles de
activacion inmun e y la subp oblacién de células Th 17 evaluadas en sangr e periférica . Correlaciones
positivas halladas entre pg de IL-1p/ug de proteinas en sobrenadante de hisopados de exocervix vs. % de células T
CD4" (A) y CD8" (B) activadas en individuos TARV*. Correlaciones negativas halladas entre: pg de IL-1p/pug de
proteinas en sobrenadante de hisopados de exocervix vs. recuento de células Th1l7 en sangre periférica en todos
los individuos HIV® (C) y Log de la concentracion de IL-12(p70) en sobrenadante de hisopados de exocervix vs.
intensidad media de fluorescencia relativa (IMFr) de IL-17 en células Th17 periféricas en individuos TARV" (D).
Cada simbolo representa pacientes individuales: individuos crénicos naive de tratamiento antirretroviral (¢, TARV")
y bajo tratamiento (*+, TARV*). Todos los valores de r y p indicados corresponden a correlaciones de Spearman.

Estos resultados sugieren que, durante la infeccion por HIV-1, ain en aquellas pacientes
gue se encuentran bajo TARV con supresion efectiva de la CV plasmatica, los niveles de
mediadores solubles de inflamaciéon en mucosa cervical se correlacionan positivamente con
mayores niveles de activaciéon inmune en periferia y con menores recuentos y funcionalidad

de la subpoblaciéon de células Th1l7.
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DISCUSION

V. 1. PARTE |

En la Parte | de este trabajo de tesis se analizaron los niveles de las subpoblaciones
Th1l7, Treg y su balance en cohortes de individuos que poseen distintos niveles de
proteccion natural y se encuentran en diferentes estadios de la infeccion por HIV-1.
Posteriormente se estableci6 su relacion con la funcionalidad de la respuesta celular T
antiviral y con los niveles de activacibn inmune, particularmente en el contexto de la

infeccién aguda/temprana por HIV-1 (PHI) y el curso del primer afio de infeccién.

V. 1. 1. SUBPOBLACIONES DE CELULAS TH17, TREG Y BALANCE TH17/ TREG Y SU RELACION CON

LOS NIVELES DE ACTIVACION CELULAR

Notablemente se observé que, en comparacién a DSs, la relacion Thl7/Treg se
encontraba significativamente reducida en todos los grupos de individuos infectados por
HIV-1, y dentro de la cohorte de PHI se hall6 una rapida reduccion de la relaciéon Th17/Treg
desde tiempos muy tempranos p.i (en muestras basales; Figura 19C). Este hallazgo resulta
de gran importancia al ser interpretado en el contexto de un estudio previo llevado a cabo
en el modelo de SIV*2 En ese trabajo se demostré que la infecciéon patogénica aguda
causada por SIV en macacos se caracteriza por una deplecion rapida y selectiva de células
Th1l7 y por una disminucion de la relacion Th17/Treg en sangre y multiples tejidos,
indicando que un desbalance temprano se relaciona con la progresion de la enfermedad en
la infeccion por SIV. El presente trabajo de tesis muestra que la relacion Thl7/Treg se
encuentra significativamente reducida incluso en individuos ECs, y que esta reduccién en la
relacion Th17/Treg coincide con mayores frecuencias de células T CD8" activadas en este
grupo (en comparaciéon a los niveles normales hallados en DSs; Figura 20D). En contraste a
lo reportado por algunos trabajos recientes que muestran evidencias de una activacion de la

inmunidad innata y de células T en individuos ECs*®**%*

, SOlo existe un reporte que compara
la relacion Th17/Treg entre ECs y DSs, el cual muestra una tendencia a una menor relacién
Th17/Treg en ECs™®. En este contexto, los resultados de la presente tesis sugieren que la

potencial asociacién entre el desbalance en la relaciéon Th17/Treg y los niveles de activacion
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inmune que en algunos casos se encuentran presentes en individuos ECs es un aspecto que

amerita futuros analisis en mayor profundidad.

Dentro de la cohorte PHI, se encontré una tendencia a una reducciéon en los niveles de
Th17 entre las muestras basales y al afio p.i, a pesar de ello no se alcanzé la significancia

estadistica, en concordancia con estudios previos'®®1°

Sin embargo, a nivel basal se
observd una clara diferencia entre progresores rapidos y tipicos en relacién a sus niveles de
activacion T CD8" y los recuentos de células Th1l7 (Figura 20). Lo observado en los
progresores rapidos concuerda con observaciones previas durante la infeccién avanzada por
HIV11%6 v 'més importante aln, con los factores asociados con una sintomatologia severa

durante la infeccién aguda previamente descripta en los pacientes del Grupo Argentino de

Seroconversion®*® y también en otras cohortes de pacientes infectados con HIV*®’.

V. 1. 2. SUBPOBLACIONES DE CELULAS TH17, TREG Y BALANCE TH17/ TREG Y SU RELACION CON LA
CONCENTRACION PLASMATICA DE CITOQUINAS/ QUIMIOQUINAS Y CON PARAMETROS DE

SEGUIMIENTO DE LA INFECCION Y PROGRESION A ENFERMED AD

A tiempos tempranos p.i, la preservacion de la subpoblacion de células Th1l7 (evaluada
de diferentes formas como los niveles de IL-17 en plasma, el porcentaje de células Thl7 y
la IMFr de IL-17) se correlaciondé con menores niveles de células T CD4" activadas y, por
otro lado, tanto con mayores recuentos de células T CD4" como niveles plasmaticos de MDC
(Figura 21). Ha sido previamente reportado que esta B—quimioquina posee actividades
protectivas en modelos de infeccion de PBMCs in vitro'®. Luego, a tiempos tardios p.i,
mayores niveles de células Th1l7 mantuvieron sus correlaciones positivas con los recuentos
de células T CD4" y se correlacionaron inversamente con los niveles basales de mediador
inflamatorio sCD40L (Figura 22), un biomarcador asociado con progresién a la

d155

enfermeda Estos resultados indican que existe una clara relacion entre un mejor

estatus clinico con mayores niveles de Th17 y a su vez con menores niveles de Treg.

A la luz de los reportes que demuestran que la subpoblacién Treg posee la capacidad de
suprimir respuestas T, se podrian esperar correlaciones negativas con los niveles de

activacion inmune. Sin embargo, el presente estudio revel6 la existencia de correlaciones
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directas con los niveles de activacion de células T CD8" y con la CV, y una relacién inversa
con los recuentos de células T CD4" (Figuras 21F, 22C y 23B y C). Estos resultados se
encuentran en concordancia con lo descripto en otros estudios recientes que muestran la
existencia de correlaciones directas entre los niveles de células Treg y activaciéon de células
T8 o progresién a la enfermedad'®®, y asociaciones negativas con la frecuencia de células T
CD4"!'8, Estos resultados pueden ser interpretados desde al menos dos perspectivas: por
un lado, pueden ser considerados evidencias a favor de la hip6tesis que postula que la
subpoblacién Treg jugaria un rol detrimental durante la infeccién por HIV*®® o, por otro lado,
podrian sugerir que la infeccion por HIV da lugar a una expansion de células Treg no

funcionales.

V. 1. 3. EVALUACION DE LAS RESPUESTAS T CD8" ANTIVIRALES PREVIAMENTE ASOCIADAS CON
CONTROL VIRAL: ESTUDIO DE SU RELACION CON LA SUBPOBLACION DE CELU LAS TH17 Y EL

BALANCE TH17/ TREG DURANTE LA SEROCONVERSION Y EL PRIMER ANO DE IN FECCI ON

Una de las mayores contribuciones aportada por la presente tesis esta dada por el
analisis del potencial impacto que podrian tener las alteraciones observadas en las
proporciones y la relacion entre las subpoblaciones Th17 y Treg en la respuesta T CD8"
especifica frente a HIV-1 con una relevancia documentada en la inmunidad antiviral durante
la infeccién aguda/temprana. Los resultados revelan la existencia de correlaciones directas
entre los niveles basales de células Th1l7 y la capacidad de ejercer VIA y también con otras
funciones clave (IFN-y"/CD107,3") de las células T CD8" HIV-especificas tanto a tiempos
tempranos como tardios p.i (Figuras 24 y 25), resaltando el potencial valor prondéstico de
esta subpoblacion en la preservacién de una inmunidad efectiva frente a HIV. Es importante
destacar que, al afio p.i, aln se detectaron correlaciones positivas entre la funcionalidad de
las células Th17 (IMFr de IL-17) y la relacién Th17/Treg con la capacidad de las células T

CD8" de ejercer VIA (Figura 27).

En concordancia con estos hallazgos, algunos trabajos previos ya habian sugerido la
potencial influencia que la subpoblacion Thl7 podia tener sobre la funcionalidad de la

respuesta T especifica frente a SIV/HIV. Uno de estos estudios analizé la restauracion de
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células T CD4" en GALT en pacientes infectados por HIV, demostrando que una restauracion
efectiva se asociaba con una mayor proporcion de células Thl7 y respuestas T especificas

para HIV de mayor polifuncionalidad*®*

. Otro estudio realizado en el modelo de SIV, no solo
demostr6 que la replicacion del virus se encuentra limitada por el tamafio del
compartimiento Th1l7 pre-existente a la infeccién y que la reducciéon de la relacién
Th17/Treg se asociaba con mayores CVs, sino que ademas mostraron que estas variables
podian interactuar y dar forma a las respuestas celulares contra el virus*?®. En
consecuencia, aquellos animales con mayores niveles de células Thl7 fueron los que
mostraron mayor respuesta especifica frente a SIV tanto T CD4* como CD8*, y mas

importante aln, la respuesta T CD4" evaluada en animales con mayor relacion Th17/Treg

resultaron ser mas funcionales.

Con la finalidad de ahondar en la posible relacién entre los niveles de Th17 y potenciales
funciones T efectoras, se decidi6 analizar los perfiles de células Thl, Tcl y Tcl7. Los
resultados sugieren que, la preservacién del compartimiento Thl7 se ve acompafiada por
mayores niveles de otros perfiles de células T efectoras que poseen la potencial capacidad

de confrontar infecciones por otros agentes patégenos (Figura 28).

V. 1. 4. POTENCIALES CAUSAS DE LAS RELACIONES OB SERVADAS ENTRE LOS NIVELES DE CELULAS

TH17 Y LA FUNCIONALI DAD DE LA RESPUESTA T CD8" ANTIVIRAL PROTECTI VA

La preservacion/deterioro de la subpoblacién de células Th1l7 y de la relacion Thl17/Treg
observadas en la primer parte del presente trabajo de tesis podrian tener distintas
consecuencias de importantes implicancias en la funcionalidad de la respuesta T CD8"
especifica frente a HIV-1. Una de ellas es la pérdida de células T CD4" la cual se encontré
positiva y negativamente correlacionada con las frecuencias de células Treg y Thl7,
respectivamente. El declive progresivo de los recuentos de células T CD4" en la infeccion
por HIV, asi como en otras infecciones virales, ha sido asociado con la disfuncionalidad de
células T CD8" justificado por la disminucién de la “ayuda” T CD4" necesaria para la
segunda expansién de las células T CD8" especificas*®®!’?. Ademas, los altos valores de CV

podrian tener un fuerte impacto en la disfuncionalidad celular, como ha sido sugerido*’®'"?,
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asi como la presencia de células T CD8" especificas frente al virus con un fenotipo de
activacion que carecen de sus funciones efectoras debido al agotamiento celular, un
mecanismo previamente descripto de evasién viral de la respuesta inmune'’. En relacién a
estos dos ultimos factores, en la presente tesis se muestra que, mientras que los niveles de
células Thl7 se correlacionaron inversamente con la CV, el porcentaje de células Treg se
correlacioné positivamente con la replicaciéon viral, en concordancia con su relacidon directa
con mayores frecuencias de células T CD8" activadas. Por otro lado, mayores proporciones
de células T CD8" HIV-especificas con un fenotipo de agotamiento (positivas para el
marcador PD-1) detectadas a tiempos tardios p.i se correlacionaron inversamente con los

niveles basales de células Th17.

Otra posible hip6tesis que podria explicar la correlacion directa observada entre los
niveles de células Th17 y la funcionalidad de la respuesta T CD8" HIV-especifica, es la
accién ejercida por IL-21, que es una citoquina pleiotropica secretada en altos niveles por
las células Th17 y otras células T CD4% activadas'’®. Esta citoquina ejerce multiples

funciones, como el mantenimiento a largo plazo tanto de poblaciones T CD8"

169,175-177 178,179

antivirales como de una subpoblacion de células Th1l7 plenamente funcionales
Asi, en un estudio publicado recientemente, la administracién de IL-21 a macacos
infectados con SIV fue acompafiada por una mayor expresiéon de perforina y granzima B en
células T CD8" totales y especificas contra SIV (mayor funcionalidad) y mayores niveles de
Th17 en intestino®®. Las relaciones positivas entre la respuesta T CD8" HIV-especifica y los
niveles y funcionalidad de la subpoblacion Th17 (IMFr de IL-17) observadas en este trabajo

de tesis, podrian ser explicadas infiriendo que mayores niveles de Th1l7 podrian traducirse

en niveles de producciéon de IL-21 mas altos.

V. 2. PARTE Il

En la Parte Il de este trabajo de tesis se evalué el impacto del TARV en el
restablecimiento y funcionalidad de células Th1l7, Treg y la relacion Th17/Treg en sangre

periférica y en mucosa del tracto genital femenino. Asimismo, se analizé la relacién de estos

85



DISCUSION

pardmetros con los niveles de inflamacidon en tracto genital y de activacion inmune en

periferia.

V. 2. 1. EFECTO DEL TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL SOBRE LAS SUB POBLACIONES DE CELULAS
TH17, TREG Y EL BALANCE TH17/ TREG Y SU RELACION CON LOS NIVELES DE ACTIVACION

CELULAR EN SANGRE PERI FERICA

Diferentes trabajos han reportado que, luego del TARV, el nimero y funcionalidad de las
células Th1l7 asi como la relacién Th1l7/Treg no se recuperan, o lo hacen solo parcialmente, en
sitios de mucosas (fundamentalmente en GALT), donde estas subpoblaciones ejercen sus

funciones efectoras!?!1%®

. Por otro lado, los resultados de la primera parte de este trabajo de
tesis demuestran que, en ausencia de TARV, los niveles de las subpoblaciones Thl17 y Treg se
correlacionan diferencialmente con distintos parametros de seguimiento de la infeccion. Por
ello, uno de los primeros objetivos de la segunda parte de esta tesis, consistiéo en analizar el
impacto del TARV sobre los niveles de activacion inmune en muestras de sangre periférica en
los distintos grupos de pacientes y analizar su relacion con los niveles de células Thl7, Treg y
su balance. Cabe destacar que todas las pacientes del grupo TARV" incluidas en el estudio
iniciaron el tratamiento tardiamente respecto al momento de la primoinfeccion y, a su vez, se
encontraban bajo distintos esquemas de TARV por periodos prolongados, con una mediana de
7 afios y un minimo de 2 afios.

Tras el tratamiento, los valores tanto de la proporcién y funcionalidad (IMFr de IL-17) de
células Th17 como de la relacion Th17/Treg resultaron similares a los hallados en la poblacion
de DSs, siendo ambos parametros significativamente mayores respecto a lo observado en el
grupo TARV" (Figura 30A, B y C). Estos resultados coinciden parcialmente con lo descripto en
un trabajo recientemente publicado, realizado con pacientes de China'®'. En ese trabajo los
autores encuentran que, tras un tiempo medio de tratamiento de 3 afios, la proporcion de
células Th1l7 en perifera se restablece. Sin embargo, en dicho trabajo la relacion Th17/Treg en
el grupo de individuos TARV™ no present6 diferencias significativas en relacion a DSs y TARV".
En el mismo estudio los autores observan que el porcentaje de células Treg en el grupo TARV

esta significativamente elevado en relacion a lo hallado en DSs, y tras el TARV los valores
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disminuyen a los niveles normales observados en dadores HIV'. Esto Ultimo se contrapone a lo
reportado en este trabajo de tesis donde, tras el TARV, los pacientes seguian presentando
altas proporciones de células Treg en relacion a lo observado en DSs (Figura 30D). En otro
trabajo en el que realizan un estudio longitudinal analizando los cambios producidos en la
dinamica de estas subpoblaciones celulares después del inicio de la terapia’®®, y en
coinicidencia con nuestros resultados, observan que tras 12 meses de TARV se restaura la
relacion Thl1l7/Treg, mientras que el porcentaje de células Th1l7 se incrementa respecto a los
valores detectados previo al inicio de TARV pero sin alcanzar los valores de DSs. Por su parte,
la proporcidon de células Treg se encontraba incrementada antes del inicio del TARV y a los 12
meses post-TARV disminuia en forma significativa pero sin alcanzar los valores normales
presentes en DSs, hallazgo similar al presentado en esta tesis. Los trabajos mencionados, en
conjunto con los resultados de esta tesis, demuestran que existe un efecto positivo de
diferentes esquemas de TARV sobre la restauracion de la subpoblacién Th1l7 y de la relacion
121,123

Th1l7/Treg en sangre periférica , reforzando el concepto general de que el TARV

contribuiria a la restauracién de la homeostasis inmune a nivel sistémico.

Por otro lado, el tratamiento no logrd restaurar los niveles de activacion de células T
CD4" a los observados en DSs. A su vez, se destacan las correlaciones halladas entre
mayores niveles de activacion, tanto de células T CD4* como CD8", con una menor relacion
Th1l7/Treg y con mayores niveles de células Treg (Figura 31). La activacibn inmune
sistémica persistente constituye una caracteristica de la infeccién crénica por HIV-1, siendo
un predictor independiente de progresién a enfermedad. Estudios previos ya habian
reportado la correlacion indirecta entre los niveles de células Th1l7 y la relacion Th17/Treg
en periferia con el grado de activacion celular en pacientes HIV' naive de tratamiento®®?.
Recientemente, Schuetz y colaboradores®®® han descripto que durante la infeccién aguda
por HIV-1 ocurre una rapida deplecion de células Th17 a nivel de intestino acompafada de
un incremento en la activacion inmune local y sistémica. Al analizar el impacto del inicio

temprano del tratamiento sobre estos eventos, observan que solamente el inicio del TARV

en los pacientes de infeccién aguda que se encuentran en los estadios de Fiebig I/11 (entre 7
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y 20 dias p.i) logra, tras 6 meses, reducir los niveles de activacion celular en intestino y
periferia a valores similares a los hallados en DSs. Sin embargo, si el TARV es iniciado
cuando los pacientes se encuentran ya cursando el estadio de Fiebig Ill (entre 20 y 25 dias
p.i), si bien los niveles de activacion celular disminuyen respecto a los valores basales pre-
TARV, estos no alcanzan los valores normales presentes en DSs. Por otro lado observan
gue, si bien el inicio de TARV en el estadio de Fiebig Ill restaura las proporciones de Th17
en intestino, su funcionalidad no se recompone, lo que se podria correlacionar con los altos
niveles de activacion inmune aln presentes en esos pacientes. Este dltimo resultado se
encuentra en concordancia con lo hallado en este trabajo de tesis en relacion a los valores
de activacion celular observados en las pacientes TARV® (con inicio tardio de tratamiento) y
también con las correlaciones indirectas halladas con los niveles de células Thl7 y la

relacion Th17/Treg.

V. 2. 2. EFECTO DEL TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL SOBRE LA RECONSTITUCION INMUNE EN

SITIOS DE MUCOSAS

La poblacién celular T CD4" CD161" ha sido identificada como una subpoblacién de
linfocitos T precursora de la poblacién Th1l7 que tiene la capacidad de migrar a intestino y
qgue, junto a las células Th1l7, se encuentra disminuida a nivel sistémico en individuos
crénicamente infectados por HIV*'%° En este contexto, consideramos relevante analizar el
efecto del TARV sobre esta subpoblacion precursora en sangre periférica. Los resultados
mostraron que los numeros absolutos de células T CD4" CD161" se encontraban
significativamente disminuidos, en relacién a los valores hallados en DSs, en individuos
HIV* independientemente de si se encontraban o no bajo TARV (Figura 32A). Esto indicaria
gue el tratamiento prolongado (mediana de 7 afios) no logra restaurar la subpoblacion de
células T CD4" CD161" precursora de Th17 con capacidad de migrar a la mucosa intestinal.
En concordancia con estos hallazgos, un trabajo recientemente publicado describe que, en
los pacientes HIV", existe un desbalance en las poblaciones de células T CD4" que migran a
intestino [definidas en ese trabajo como células T CD4" de memoria (RO") que expresan

181

04p7 integrina] ~°*. Concretamente observan que, a nivel sistémico, los individuos bajo TARV
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experimentan incrementos en la frecuencia y en los nimeros absolutos de células T CD4"
totales, pero cuando analizan tanto los recuentos absolutos de células T CD4" a4p7* RO"
como de Th1l7 a4B7" RO", no observan diferencias con el grupo de individuos TARV,
hallazgos similares a los presentados en esta tesis. Tanto las células precursoras de células
Th17 (T CD4" CD161") descriptas en esta tesis como los linfocitos Th17 de memoria con un
fenotipo de migracion a intestino'®' serian las principales subpoblaciones involucradas en la

restauracion deficiente de linfocitos T CD4" en intestino y ganglios linfaticos®®

aln post-
TARV*?2185 por otro lado Macal y colaboradores*?* ya habfan descripto que, en pacientes
TARV*, la magnitud de la restauracién de células T CD4" en GALT (en los casos en los que
esta ocurre) se encuentra asociada con el grado de funcionalidad de estas células y su
capacidad de ejercer respuestas HIV-especificas. Considerando estos datos previos y los
resultados de la primera y segunda parte de la presente tesis, sera importante evaluar, en
el futuro, el potencial impacto del inicio temprano del TARV en la restauracién de las células

Th1l7 y de la relacién Th17/Treg y su influencia sobre los niveles de activacién celular y el

restablecimiento y calidad de las respuestas T CD8" antivirales protectivas.

Uno de los aportes mas novedosos de este trabajo de tesis consistid6 en analizar la
funcionalidad de las células Th17 y Treg en el tracto genital femenino. Ya se ha mencionado
que esta bien establecida la cinética de la pérdida de linfocitos T CD4" en GALT tras la
infeccién con SIV y HIV, mientras que lo que ocurre en otros sitios de mucosas ha sido
menos estudiado. En un trabajo recientemente publicado se analizé por primera vez el
impacto de la infeccion aguda/temprana por HIV-1 sobre las poblaciones de linfocitos T
CD4" en cérvix*®®. Los resultados sugieren que la infeccién por HIV tiene un profundo
impacto en la frecuencia y balance de las poblaciones de células T CD4" de la mucosa
cervical desde tiempos tempranos p.i y, aunque el nimero de muestras analizadas es bajo
(n=6), detectan que la frecuencia de células Th17 en cérvix (definidas como CCR6" CCR10"
CD4") es de 10 a 15 veces menor en relacion a lo observado en DSs. Sin embargo, es
importante destacar que aun no ha sido analizada la potencial restauracion de las

subpoblaciones de células Thl7 y Treg en mucosa cervical tras la aplicacion de TARV.
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Los resultados presentados en esta tesis demuestran que, tras una estimulacién
policlonal, las CMCs provenientes de pacientes HIV" bajo TARV evidencian menores niveles
de secrecion de IL-17A (Th17) e IL-10 (Treg) en relacién a lo observado en DSs (Figura 32B
y C). Este hallazgo sugiere que existen menores niveles de las células productoras de estas
citoquinas y/o una menor funcionalidad de las mismas en las pacientes de este grupo. Es
interesante destacar que, en las pacientes del grupo TARV" cuyos niveles de secrecion de la
citoquina IL-17F por parte de CMCs resulté detectable, se hall6 una correlacion positiva
entre este parametro y la cantidad de células T CD4" CD161" en periferia (Figura 32D).
Estos resultados sugieren que existe un paralelismo en la restauracién de células Thl7 en
ambos sitios de mucosas, dado que una mayor funcionalidad de las células Th17 en tracto
genital se correlaciona con mayores niveles de la subpoblacion precursora de células Th17
gue migraran a intestino. Cabe aclarar que este Gltimo constituye un resultado preliminar
(n=6) y que se continuaran realizando estas determinaciones en un mayor numero de
muestras. La importancia de la preservacion/restauracion de la funcionalidad de las células
Th17 en el contexto de la infeccion por HIV-1 ha sido previamente analizada en GALT. Ha
sido demostrado que la funcionalidad de las células Th1l7 de la mucosa intestinal se
encuentra alterada y que esta disfuncionalidad constituye un predictor independiente de la
activacion inmune®®. A su vez, otro estudio indic6 que el rol de la coproduccién de
citoquinas especificas por parte de estas células resulta critico para que puedan ejercer su
accion defensiva en las mucosas'®’. Sin embargo, los resultados de la presente tesis
constituyen los primeros en evaluar la funcionalidad de las subpoblaciones de células Thl7 y
Treg en mucosa genital durante la infeccidn cronica causada por HIV-1 en el contexto de la

implementacién del TARV.

V. 2. 3. RELACION ENTRE LOS NIVELES DE INFLAMACION EN EXOCERVIX Y LA ACTIVACION CELULAR

SISTEMI CA EN PACIENTES BAJO TRATAMIENTO ANTIRRETROV | RAL

Existen pocos estudios en los que se hayan realizado determinaciones de mediadores
solubles de inflamacion en la mucosa del tracto genital femenino en mujeres HIV® tras la

aplicacién del TARV y, ademas, el analisis de las correlaciones entre los marcadores de

90



DISCUSION

respuesta inflamatoria en periferia en relacion a lo detectado en mucosa genital en estas
pacientes es escasa. Los resultados de la presente tesis muestran que, en mujeres bajo
TARV, mayores niveles de la citoquina proinflamatoria IL-13 en exocervix se correlacionan
positivamente con las proporciones de células T CD4" y CD8" activadas en muestras de
sangre periférica (Figura 33A y B). Estos resultados indicarian que la deteccién de mayores
niveles sistémicos de células T con un fenotipo de activacién aumentaria la probabilidad de
encontrar mayores niveles de activacion en tracto genital femenino, lo cual podria tener
como consecuencia un aumento en la susceptibilidad de adquisicion de co-infecciones y/o de

la liberacion de virus a nivel del tracto genital'®®.

Asimismo, otros trabajos demostraron
qgue, en mujeres HIV' en las que se evidenciaba liberacién de virus en mucosa genital,
poseian mayores niveles de IL-1B, IL-6 e IL-8'°. La citoquina IL-1B ha sido identificada
como un mediador proinflamatorio primario secretado en inflamasomas en respuesta a
infecciones bacterianas y virales'® y ha sido reportado que, aunque el TARV disminuye la
CV en plasma y mucosa genital, no altera los niveles de IL-6 e IL-1B de mucosa genital en
individuos de Sudafrica'®’. En varios de los trabajos que analizan estos parametros, al igual
gue en el presente trabajo de tesis, no pudo ser evaluada la presencia de otras infecciones
genitales en los pacientes estudiados, por lo que los autores sugieren que la secrecion de

IL-1B podria estar mas fuertemente relacionada con infecciones genitales o inflamacion

asociada a eventos no infecciosos!®!.

Finalmente, en la presente tesis se muestran, por primera vez, correlaciones entre
mayores niveles de citoquinas proinflamatorias en mucosa genital (IL-1p e IL-12) con
menores recuentos (Figura 33C) y menor funcionalidad (Figura 33D) de células Thl7
periféricas, respectivamente. Hallazgos recientes indican que el inicio temprano del TARV es
fundamental para preservar la funcionalidad de la subpoblacion de células Th1l7 (evaluada
como la capacidad de secrecion de IL-17, IL-22 e IFN-y) y que la preservacion de los
numeros y funcionalidad de estas células en GALT es importante para revertir los niveles de
activacion sistémica y en mucosas*®. Estos resultados serian anéalogos a las observaciones
preliminares presentadas en este trabajo de tesis en tracto genital femenino, en las cuales

la IMFr de IL-17 (una medida de la funcionalidad de células Th17) se correlacion6
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inversamente con los niveles de la citoquina proinflamatoria IL-12 en exocervix (Figura
33D). Cabe resaltar lo novedoso de este tipo de analisis en tracto genital femenino, los
cuales son escasos en la bibliografia. Finalmente, en un trabajo de reciente publicacién

realizado en una cohorte de mujeres sudafricanas®*

se observo que, tras un afo de
implementacion de TARV, la CV en plasma y en mucosa genital se suprimia pero, sin
embargo, los niveles de citoquinas inflamatorias en mucosa genital permanecieron
elevados. Esto podria traducirse en un aumento del riesgo de la liberacién de virus en
mucosa genital y la consecuente transmisién de HIV-1 en pacientes con CV plasmatica
indetectable. Los autores del trabajo describen que la liberacién de virus en tracto genital
depende, principalmente, de la CV en plasma pero también se ve influenciada por otros
factores, como la concentracién local de citoquinas proinflamatorias como MIP-18. En este
contexto, consideramos que seria de gran importancia la futura evaluacion de la CV genital

en estas pacientes y el estudio de su potencial correlacion con los niveles y funcionalidad de

células Th17.

V. 3. LIMITACIONES Y ALCANCES DEL ESTUDIO

Cabe destacar que, a pesar de constituir hallazgos muy novedosos, una de las
limitaciones del presente estudio se encuentra dada por la cantidad limitada de muestras
disponibles para la realizacién de las multiples evaluaciones. De este modo, aunque en la
primera parte se reclutaron 40 individuos PHI, no todas las muestras permitieron obtener
suficiente niumero de células para realizar todos los ensayos descriptos. Del mismo modo,
en la Parte Il, no fue posible obtener suficiente cantidad de CMCs de todas las pacientes de
las cuales se tomaron muestras ginecolégicas y, hasta la fecha, s6lo se han podido obtener
5 muestras de pacientes naive de TARV en las cuales la calidad de la muestra era la
adecuada para la realizacion del ensayo de estimulacion de CMCs. Por este motivo el
reclutamiento de pacientes continta a fin de corroborar estos resultados ampliando el
tamafio muestral de los grupos. Asimismo, la reducida cantidad de CMCs obtenidas para
nuestros ensayos, que no resulté adecuada para la evaluacién de marcadores fenotipicos en

CMCs por citometria de flujo, se deben probablemente al esquema de toma de muestras
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ginecologicas el cual priorizé la toma de un citocepillo endocervical para el control médico
de las pacientes previo a la toma de la muestra que seria utilizada en este estudio. Por otro
lado, no fue posible evaluar la microbiota vaginal ni realizar analisis moleculares de la
presencia de otras enfermedades de transmisidon sexual en las pacientes de las cuales se
obtuvieron muestras ginecoldgicas, por lo que no fue posible evaluar su impacto sobre el
microambiente de la mucosa genital y su potencial interaccibn con los parametros
estudiados. Finalmente, dada la naturaleza del disefio experimental y de los analisis
realizados, no es posible establecer las relaciones causales ni los mecanismos subyacentes a

las correlaciones halladas entre los parametros estudiados.

A pesar de las limitaciones anteriormente mencionadas, los hallazgos descriptos en este
trabajo de tesis sugieren, por primera vez, la potencial existencia de interacciones entre la
subpoblacién de células Th17 y la relacion Th17/Treg con la funcionalidad de la respuesta T
CD8" tanto especifica frente a HIV-1 como frente a otros potenciales patdégenos (respuesta
T CD8" policlonal). Ademas, fue posible demostrar que, aunque el inicio del TARV en la
etapa cronica de la infeccidn contribuye a la restauracién de células Thl7 y de la relacién
Th17/Treg en periferia, a nivel de la mucosa del tracto genital femenino la restauracion de
la funcionalidad de células Thl7 y Treg pareceria ser incompleta, de modo similar a lo
observado en GALT. Finalmente cabe destacar que este constituye el primer trabajo que
analiza los diversos aspectos anteriormente mencionados en cohortes de individuos

infectados por HIV-1 de Sudamérica.

93



VI. CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

ml

ml

(!

Ll

La infeccion por HIV-1 tiene un impacto negativo sobre la relaciéon Th17/Treg desde
tiempos muy cortos p.i, e incluso en individuos capaces de controlar naturalmente la

infecciéon (ECs).

Desde etapas tempranas hasta los estadios cronicos de la infeccion por HIV-1 se

observan niveles elevados de activacion inmune celular, ain en individuos ECs.

Aquellos individuos de infeccién aguda/temprana (PHI) que sufren un rapido deterioro
de su sistema inmunitario (con descensos de sus recuentos de células T CD4"
inferiores a los 350 células/pul durante el primer afio p.i) evidencian menores niveles
basales de células Thl7 y mayores niveles basales de activacién celular, de forma

similar a lo observado en individuos crénicamente infectados.

Tanto durante la infeccion aguda/temprana como en etapas crénicas de la infeccion
por HIV-1, la preservacion de la subpoblacién de células Thl7 se asocia con una
mejora en el estatus inmunolégico y virolégico de los pacientes (en cuanto al recuento
de células T CD4", la CV plasmatica, marcadores solubles de progresion a la
enfermedad y los niveles de activacion inmune). Por el contrario, la expansion de la
subpoblacién Treg se correlaciona directamente con niveles incrementados de

activacion inmune, replicacion viral y menores recuentos de células T CD4".

Existe una relacion directa entre los niveles basales de células Th17 y la funcionalidad
de la respuesta T CD8" antiviral protectiva (capacidad de inhibir la replicacion viral y
frecuencia de células T CD8" HIV-especificas CD107,5'/IFN-y") tanto a tiempos

tempranos como tardios de la infeccién por HIV-1.

Al afio post-infeccién, tanto la funcionalidad de las células Th1l7 como la relacion
Th17/Treg se relacionan con una mayor funcionalidad de las células T CD8" HIV-

especificas capaces de inhibir la replicacion viral.

La proporciéon de células Thl7 se correlaciona no solo con respuestas T CD8"
especificas frente a HIV-1 sino también con otras funciones ejercidas por diferentes

subpoblaciones de células T efectoras (Thl, Tcly Tcl7).
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El tratamiento antirretroviral con supresion efectiva de la CV plasmatica resulta en la
restauracion de los niveles y funcionalidad de células Th17 y del balance Th17/Treg en
muestras de sangre periférica, pero no logra revertir las altas proporciones de células

Treg.

Aunque el tratamiento antirretroviral disminuye parcialmente la activaciéon inmune, los
niveles de células T CD4" activadas no alcanzan valores normales detectados en

dadores sanos.

En individuos que se encuentran bajo tratamiento antirretroviral, una mayor eficiencia
en la restauracién de la subpoblacién Th1l7 y del balance Th17/Treg se correlaciona

con menores niveles de activaciéon inmune y mayores recuentos de células T CD4".

El tratamiento antirretroviral no logra restaurar los recuentos de células T CD4"
CD161", una subpoblacion precursora de células Th1l7 que poseen la capacidad de

migrar a intestino, a los niveles normales observados de dadores sanos.

El tratamiento antirretroviral no logra restaurar a valores normales los niveles de
secrecion de las citoquinas IL-17A e IL-10 por parte de células mononucleares de

Cérvix.

Durante la infeccion por HIV-1, adan en aquellas pacientes que se encuentran bajo
tratamiento, los niveles de mediadores solubles de inflamacion en mucosa cervical se
correlacionan positivamente con mayores niveles de activacién inmune en periferia y

con menores recuentos y funcionalidad de células Th17.
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