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ABREVIATURAS

AAD: Antivirales de accion directa

B2M: B2-microglubulina

CDC: Centers for Disease Control and
Prevention

DC: Células dendriticas

ddPCR: PCR digital en gota ( “Droplet digital
PCR”)

EDTA: acido tetra-acético etilen diamina.
ENOS: Eventos no sida

GALT: Tejido linfoide asociado a intestino
(“Gut Associated Lymphoid Tissue”)

IAT: Interrupcion analitica del tratamiento
IFN: Interferon

IL: Interleucina

10: Infecciones oportunistas

LPS: Lipopolisacarido

LTR: “Long terminal repeat”

mDCs: Células dendriticas mieloides

MFI: intensidad media de fluorescencia
MIP: Proteina inflamatoria de macréfagos
NK: Células asesinas naturales (“natural killer

cells”)

PBMCs: Células mononucleadas procedentes

de sangre periférica

PCR: Proteina C Reactiva

PD1: Receptor de muerte programada tipo 1
(“programmed cell dead protein 1)

pDCs: Células dendriticas plasmacitoides
PDL1: Ligando del receptor de muerte
programada tipo 1 (“programmed cell Dead
protein ligand 1)

PVVS: Personas que viven con el VIH o con
SIDA

RVS: Repuesta viral sostenida

sCD14: CD14 soluble

sCD163: CD163 soluble

SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia
adquirida

SIV: virus de la inmunodeficiencia de simios
TAR: Tratamiento antirretroviral

TLR: Receptores tipo “toll”

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

VHB: Virus de la hepatitis B

VHC: Virus de la hepatitis C

VIH-1: Virus de inmunodeficiencia humana 1
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RESUMEN

En la actualidad las personas que viven con VIH-1 o SIDA (PVVS) tienen a su
disposicion tratamientos antirretrovirales (TAR) altamente eficaces en el control rapido
de la viremia tras la infeccion. No obstante, las PVVS siguen teniendo una esperanza de
vida ligeramente inferior a la poblacién no infectada. Las PVVS sufren un proceso de
envejecimiento prematuro al que contribuye un estado inflamatorio cronico de bajo
grado que el TAR es incapaz de reducir. Este estado conlleva a la aparicion prematura
de enfermedades propias de edades avanzadas como enfermedades cardiovasculares o
hepéticas a las que se denomina eventos no definitorios de SIDA (ENOS) y que son la
principal causa de muerte en PVVS bajo TAR. No esta claro el origen de esta
inflamacion cronica, aunque se han identificado algunos factores siendo uno de los
principales la co-infeccién con otros virus y la consecuente activacion del sistema
inmunitario innato, en el cual un componente principal el monocito. Es por tanto, un
objetivo primordial en la lucha contra el VIH-1, el disefio de intervenciones terapeuticas
que disminuyan este estado inflamatorio crénico. En este contexto, el primer objetivo de
la presente tesis doctoral fue evaluar el fenotipo y los cambios funcionales de las tres
subpoblaciones de monocitos durante la erradicacion del VHC en individuos co-
infectados VIH-1/VHC. Pudiendose observar que la erradicacion del VHC es capaz de
modular el fenotipo y funcion de los monocitos, logrando una redistribucion de sus
subpoblaciones hacia un perfil menos proinflamatorio y con una menor activacion y
polifuncionalidad de estos. Sin embargo, a pesar de la erradicacion del VHC, algunos
parametros no lograron normarlizarse por completo en comparacion con los sujetos

mono-infectados VIH-1.

14



Otro gran objetivo en la lucha contra el VIH-1 es alcanzar la remision virologica
permanente o “cura funcional” sin necesidad de TAR. Para esto, se estan disefiando
diversas estrategias que buscan ponteciar la actividad antiviral natural del sistema
inmunitario mediante diversas moléculas. En la presente tesis doctoral hemos podido
describir los mecanismos moleculares de dos de ellas: los agonistas de receptores de
tipo “toll” (TLR) y el anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra la integrina
a4p7, Vedolizumab. Mediante un ensayo in vitro, investigamos como los agonistas de
TLR-7 y-9 pueden servir como potenciadores de la actividad de las células dendriticas
plasmacitoides (pDCs) y consecuentemente incrementar la respuesta especifica antiviral
de los linfocitos T. Las pDCs poseen una gran actividad antiviral gracias a ser las
principales productoras de interferén de tipo |1 y a ser el nexo de union entre la
inmunidad innata y adaptativa. Hemos observado que la estimulacion especifica de estas
células mediante agonistas de TLR-7 y -9 produce su activacion y maduracion siendo
capaces de modular a su vez al linfocito T hacia un incremento en la produccion de
citoquinas. En este mismo escenario y como Ultimo punto de la presente tesis doctoral,
hemos desarrollado el primer ensayo clinico para evaluar la seguridad y eficacia de
Vedolizumab combinado con TAR para alcanzar la remision viroldgica permanente en
PVVS en infeccion reciente sin TAR previo tras la interrupcion de este. El objetivo
principal del estudio fue evaluar la seguridad y eficacia de Vedolizumab para alcanzar
la remision virolégica permanente en PVVS en infeccion reciente tras la interrupcion
analitica del tratamiento (IAT). Adicionalmente, también realizamos una caracterizacion
exhaustiva del perfil inmunolégico asociado a los niveles de reservorio VIH-1 tanto en
sangre periférica como en el tejido linfoide asociado a intestino (GALT) tras el
bloqueo la integrina o4p7 in vivo. Estos resultados arrojan conocimientos sobre la

funcionalidad y los mecanismos de estas moléculas que son indispensables para el
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disefio de futuras estrategias inmunoterapéuticas con el objetivo de disminuir el
reservorio de los individuos infectados por VIH-1 y lograr el control de la infeccion sin

necesidad de tratamientos.

Todos estos resultados en conjunto pueden tener importantes implicaciones en el
desarrollo de futuras estratégicas tanto para la reduccién de la inflamacion crénica que
conducen a al desarrollo de ENOS como para con la reduccion de los niveles de

reservorio y la cura funcional del VIH-1.
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INTRODUCCION GENERAL

El virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) es el causante de la
infeccion que recibe el mismo nombre. La fase mas avanzada de la enfermedad que
puede conducir a la muerte se denomina sindrome de inmunodeficiencia adquirida o
SIDA. En 2021 se cumplieron 40 afios desde que se registraron los primeros casos de
enfermedades y muertes que posteriormente recibirian el nombre de SIDA. Desde
entonces, aproximadamente 78 millones de personas han contraido el VIH-1 y 35
millones han muerto por enfermedades relacionadas con él. En estas cuatro décadas se
ha producido un enorme progreso tanto médico como cientifico que se ha visto reflejado
en un descenso drastico de las muertes tras el desarrollo de los actuales tratamientos
antirretrovirales (TAR) combinados. Aunque se ha observado una disminucion en el
ritmo al cual se producen las nuevas infecciones y un aumento en el acceso a TAR en
las personas que viven con VIH-1 o SIDA (PVVS); en 2020, 1.5 millones de personas
contrajeron el VIH-1 y 680.000 murieron por enfermedades relacionadas con el SIDA
(1). La epidemia por VIH-1 sigue siendo, por lo tanto, un problema de salud pablica que
requiere todos los recursos disponibles para ponerle fin. La organizacion de las naciones
unidas para el SIDA (ONUSIDA) lidera la lucha mundial contra la epidemia de SIDA.
En 2014 anuncié una iniciativa global para acabar con la epidemia, los objetivos 90-90-
90. Esta iniciativa consistia en que para el afio 2020 el 90% de las PVVS conocieran su
estado, de éstas el 90% se encontraran bajo TAR y de éstas el 90% hubieran alcanzado
la supresion viral (2-4). A pesar de los esfuerzos globales, las Ultimas estadisticas sobre
el estado de la epidemia de SIDA muestran profundas desigualdades entre paises y
continentes que han impedido alcanzar este objetivo de forma global (5, 6). Por lo que

el objetivo principal de la estrategia mundial contra el SIDA para 2021-2026 esta
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centrado en acabar con estas desigualdades para conseguir globalmente los objetivos

resefiados.

Historia natural de la infeccion por VIH-1

El VIH-1 se propaga por contacto directo con la sangre, semen, liquido seminal,
secreciones vaginales y rectales o la leche materna de una PVVS con carga viral
detectable. Actualmente no existe cura para el VIH-1, el TAR logra suprimir la carga
viral plasmatica siempre y cuando no se interrumpa. Sin tratamiento la infeccion por el
VIH-1 progresa a lo largo del tiempo deteriorando progresivamente el sistema

inmunitario hasta causar la fase final de la infeccién o SIDA.

La historia natural de la infeccion por VIH-1 se puede dividir en tres fases

fundamentales (Figura 1) (7, 8):
- Fase 1: Infeccion aguda por VIH-1.

Durante esta fase inicial de la infeccion por VIH-1 o primoinfeccion, los virus presentes
en el inéculo se replican rapidamente en el huésped, infectado las células que expresan
CD4 y mayoritariamente CCR5 como correceptor. Durante todo el curso de la

infeccion, los linfocitos T CD4+ son la principal diana para el VIH-1.

A nivel viroldgico se caracteriza por un aumento muy pronunciado de la carga viral en
sangre, propagandose rapidamente por todo el organismo. Este aumento exponencial de
la carga viral va acompafiado de una pequefia disminucion del recuento de linfocitos T
CD4+. La viremia va aumentando progresivamente en las primeras semanas tras la
exposicion, manifestdndose clinicamente a través de sintomas inespecificos como
fiebre, cefalea y/o malestar general en la mayoria de casos. Con frecuencia, la infeccién

por VIH-1 puede pasar desapercibida, dificultando un diagndstico precoz, aunque
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algunos pacientes pueden presentar un cuadro similar al de la mononucleosis infecciosa
(9). Los estudios de dinamica viral durante infeccién aguda por VIH-1 o SIV sugieren
que las poblaciones virales se duplican cada 6-10 horas, con cada célula infectada dando
lugar a unas 20 nuevas células infectadas (10, 11). Durante esta fase los niveles de virus
y de células infectadas en la circulacion son muy elevados. La concentracion de
particulas viricas en la sangre suele ser de 10%ml y puede llegar a 108/ml. La invasion
de los 6rganos linfoides secundarios por VIH-1 ocurre como resultado de los altos
niveles de viremia que se alcanzan en esta fase. Es importante resaltar que la mayoria de
los linfocitos T CD4+ se encuentran en el tejido linfoide asociado a intestino (GALT,
del inglés “Gut Associated Lymphoid Tissue”), y €s por tanto en esa localizacién donde
se produce una gran replicacion viral tanto en infeccion primaria como en las fases

posteriores de la infeccion por VIH-1.

Tras unas semanas, los niveles de carga viral en sangre disminuyen como consecuencia
de la respuesta inmunitaria frente al virus. Los linfocitos T CD8+ tienen un papel
fundamental en el control de la viremia en esta etapa de la infeccion. Su accién
citotoxica junto con la produccion de interferon (IFN)-a y otros elementos del sistema
inmunitario son los responsables de que la carga viral llegue a un punto de

estabilizacion o “set point”.
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Figura 1: Historia natural de la infeccion por VIH-1.

- Fase 2: Infeccion cronica por VIH-1.

A la etapa de primoinfeccion le sigue, generalmente, un largo periodo de infeccion
cronica, asintomatica o de latencia clinica que puede durar afios. Esta fase se caracteriza
por dos eventos fundamentales: la replicacion viral en los 6rganos linfoides secundarios
y el descenso paulatino del recuento de linfocitos T CD4+. Aunque, en esta fase las
PVVS pueden no presentar sintomas relacionados con la infeccion por VIH-1, el virus
sigue replicandose continuamente y es facilmente detectable. La tasa de disminucién de
los linfocitos T CD4+ esta determinada principalmente por el “set point™ de carga viral.
Las PVVS con “set point” mas elevados progresan mas rapidamente a SIDA (12). Los
mecanismos subyacentes de estd deplecion de linfocitos T CD4+ incluyen una
destruccion de estas células por el propio virus y una incapacidad del timo para
producirlas (13). En ausencia de TAR esta fase puede durar unos 10 afios,
estableciéndose con el tiempo la fase final de la infeccion o SIDA que conlleva la
muerte del paciente. Esto es asi para la mayoria de PVVS con la excepcion de un grupo
de individuos infectados por VIH-1 denominados controladores. Estos PVVS son

capaces de mantener cargas virales indetectables sin la necesidad de TAR (14).
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- Fase 3: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida o SIDA

El SIDA es la etapa final de la infeccion por VIH-1. Cuando los linfocitos T CD4+
disminuyen por debajo de las 200 células/pl la carga viral aumenta rapidamente. Entre
uno y dos afios antes de alcanzar esta fase la tasa de destruccion de linfocitos T CD4+
suele ser mayor. En este contexto el sistema inmunitario se encuentra ya completamente
deteriorado siendo incapaz de luchar contra infecciones oportunistas (I0) o el cancer.
Las infecciones oportunistas son infecciones que ocurren con més frecuencia en
personas inmunodeprimidas. Las PVVS reciben un diagnostico de SIDA cuando
presentan una 10 o un recuento de linfocitos T CD4+ inferior a las 200 células/ul. La

esperanza de vida de una PVVS diagnosticada de SIDA no suele superar los 3 afos.

Paradigma actual de la infeccion por VIH-1: Inflamacion cronica y

Eventos no definitorios de SIDA en PVVS bajo TAR

La progresion a SIDA fue durante mucho tiempo la principal causa de muerte en PVVS
debido a la falta de tratamientos al inicio de la epidemia o a tratamientos suboptimos
como los andlogos de nucledtidos. No se produce un descenso dramético en la
morbimortalidad hasta el afio 1996 cuando se introducen los tratamientos
antirretrovirales de gran actividad basados en inhibidores de la proteasa junto con los
analogos de nucledtidos que consiguen un eficiente control de la viremia VIH-1 (15),
aumentando la esperanza de vida de las PVVS y convirtiendo a la infeccion por VIH-1
en una patologia cronica (16). A dia de hoy, a pesar de disponer de regimenes
terapedticos muy eficaces en el control de la carga viral, las tasas de mortalidad en la
PVVS siguen siendo entre tres y quince veces superiores a la observada en la poblacion
no infectada (17). Aunque parte del exceso de mortalidad observado entre las PVVS
puede atribuirse todavia a enfermedades que ocurren como consecuencia de la
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inmunodeficiencia causada por la infeccidn, los Ultimos estudios muestran que mas de
la mitad de las muertes observadas en los Gltimos afios entre personas infectadas por
VIH-1 que han recibido TAR correctamente se pueden agrupar en un conjunto de
patologias denominadas eventos no definitorios de SIDA (ENOS) (18). Es decir, el
TAR es altamente eficaz respecto al control rapido de la infeccion por VIH-1 y
restaurando parcialmente el sistema inmunoldgico lo que lleva a la prevencion del
SIDA. Sin embargo, no consigue recuperar completamente la salud inicial del
individuo; persistiendo una inflamacion crénica de bajo grado. Este hecho facilita que
las PVVS bajo TAR con carga viral suprimida sean susceptibles de desarrollar algun
ENO entre los que se encuentran enfermedades cardiovasculares, renales, hepaticas,
Oseas, determinados tipos de cancer o afectaciones neuro-psiquiatricas (16, 19);
enfermedades que en la poblacién general no infectada por VIH-1 suelen asociarse con
edades avanzadas. Por lo cual la comunidad cientifica cree que el aumento de ENOS
entre las PVVS en comparacién con la poblacion general, es el resultado de un proceso
de envejecimiento prematuro, al que contribuye de forma especial esta inflamacion
cronica de bajo grado (20, 21). Aungue los mecanismos inmunopatogénicos implicados
en el desarrollo de ENOS no son del todo conocidos, muchos estudios ven el origen de

éstos como multifactorial (22), pudiendo identificar entre ellos a:

- Replicacion residual del VIH-1.

- Otras infecciones virales: (citomegalovirus (CMV), virus del papiloma humano
(VPH), Leishmania o, especialmente, los virus de la hepatitis By C (VHB y
VHC).

- Aumento de la translocacion microbiana a través de la mucosa intestinal
comprometida a causa de la propia infeccion.

- Toxicidad del TAR.
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- Estilo de vida de las PVVS.

Durante mucho tiempo la investigacion sobre los origenes de este estado inflamatorio
cronico en PVVS bajo TAR se ha centrado la activacion de los linfocitos T dejando a un
lado el papel de la inmunida innata. No obstante, cada vez queda més patente que son
fundamentalmente los mediadores inflamatorios producidos por los monocitos, y no por
los linfocitos T activados, los que sirven como predictores del desarrollo de ENOS en
PVVS bajo TAR, demostrando la importancia de este tipo celular (23). Los monocitos
forman parte del sistema inmunitario innato y constituyen una parte fundamental del
incio y mantenimiento de la respuesta inflamatoria aguda. Sin embargo, también
contribuyen a la inflamacién cronica y pueden ser un factor determinante en la
patogénesis de enfermedades estrechamente vinculadas con la inflamacién, como la
aterosclerosis (24-27). Estas céulas son un grupo heterogéneo que comprende tres
subpoblaciones principales en funcion de la expresion de los marcadores CD14 y CD16:
clasicos (CD14++CD16-; mayoritarios en sangre periférica), intermedios
(CD14++CD16+) y no clasicos (CD14°“CD16++) (28). Durante la infeccién por VIH-1
se ha descrito un aumento de los monocitos CD16 acompafiado por un incremento en la
produccion de citoquinas proinflamatorias Factor de Necrosis Tumoral (TNF)-a e IL-1a
(29, 30). Ademas, el incremento de los monocitos intermedios durante el transcurso de
la infeccion por VIH-1 se ha relacionado con la progresion de la enfermedad y el
desarrollo de eventos cardiovasculares (31). De hecho nuestro grupo ya observo
alteraciones inflamatorias relacionadas con monocitos en PVVS bajo TAR que se
basaban principalmente en una mayor produccién de IL-10 e IL-6 (20). Posteriormente
también encontramos una asociacién entre la activacion de los linfocitos T CD8+ junto
con monocitos y el desarrollo de accidentes cardiovasculares (32). Es vital destacar que

este estado de activacion e inflamacidn créonico al que contribuyen algunos de los
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componentes de la inmunidad innata y adaptativa persisten elevados en PVVS bajo
TAR con viremia suprimida (33, 34). Moléculas como IP-10, interferén (IFN)-a,
CD163s, CD14s, proteina C reactiva (PCR), dimeros-D o la IL-6 permanecen elevados
en PVVS bajo TAR respecto a individuos no infectados por VIH-1. De hecho algunas

de ellas se han asociado con un mayor riesgo de desarrollar ENOS (23, 35, 36).

La paradoja de la activacion inmunitaria en la infeccion por VIH-1 se basa en que
mientras que la activacion inmunitaria aguda y regulada refleja el conjunto de procesos
antivirales que se estan desarrollando en la lucha contra cualquier patdgeno, incluido el
VIH-1; por otro lado, estos mismos marcadores, que de manera desregulada se
mantienen a niveles anormales a lo largo del tiempo, se correlacionan con el desarrollo
de ENOS, progresion a SIDA e incluso la muerte del individuo. Es por esto que la
disminucion de esta activacion e inflamacion persistente en las PVVS se ha convertido
en uno de los desafios principales en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas

contra el VIH-1 con el objetivo de disminuir el desarrollo de ENOS.

Co-infeccion VIH-1/VHC

Debido a rutas comunes de transmision, las PVVS tienen mayor riesgo de adquirir otras
infecciones que incrementen los niveles de activacion e inflamacién crénicos. La co-
infeccion tanto por virus de la hepatitis B (VHB) como C (VHC) incrementa de forma
muy acentuada el riesgo de desarrollar ENOS severos (37—40). Dentro de los ENOS
podemos diferenciar entre severos y no severos. Los ENOS severos son aquellos ENOS
que pueden desencadenar una muerte, requieren tratamiento de por vida, son causa de
hospitalizacion e incapacidad permanente y se asocian a niveles elevados de morbilidad
(39, 41). La mayoria de estudios incluye en este grupo las enfermedades renal y

hepatica terminal y los eventos cardiovasculares junto con los carcinomas no
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definitorios de SIDA (40, 42). Concretamente la co-infeccion en PVVS por VHC se
asocia a un mayor riesgo de enfermedad renal, cardiovascular, cirrosis y
hepatocarcinoma en relacion con individuos VIH-1 mono-infectados bajo TAR (43-46).
Sin olvidar que una de las principales causas que contribuyen al estado inflamatorio
cronico de las PVVS bajo TAR que conducen al desarrollo de estos ENOS son las
coinfecciones por otros virus, especialmente por el VHC como ya hemos comentando.
De hecho, durante mucho tiempo se ha considerado la enfermedad hepética terminal
causada por VHC el principal ENO, sin embargo, este ha perdido relevancia gracias a la
aparicion de los nuevos tratamientos antivirales directos (AAD) eficaces frente a la
infeccion por el VHC. No es por tanto de extrafiar, que la eliminacion de esta
coinfeccion pueda conducir de alguna manera a la disminucion de la inflmacion en estas
PVVS. En este contexo, ya tuvimos la oportunidad de observar como la erradicacion del
VHC en pacientes co-infectados VIH-1/VHC disminuia la activacion de los linfocitos T
junto con otros parametros (47). Por lo cual, quedaba por esclarecer si la erradicacion
del VHC por AAD también disminuia la activacion de componentes de la inmunidad
innata como es el caso de los monocitos hasta niveles de PVVS mono-infectados. Este
objetivo se abarca en el primer capitulo de la presente tesis “Modulacion de la
activacion y funcion de los monocitos durante el tratamiento con antivirales de
accion directa en pacientes co-infectados con VIH-1y VHC.” Parte de los resultados

ya han sido publicados (48).

Reservorio viral y estrategias de curacion para la infeccion por VIH-1

Como ya hemos comentado anteriormente los tratamientos actuales para la infeccion
por VIH-1 logran suprimir la carga viral plasmatica a niveles indetectables, siempre y

cuando este no se interrumpa, pero no logran la curacion de la infeccion. En la inmensa
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mayoria de las PVVS que lo interrumpen el virus reaparece a los pocos dias o semanas,
convirtiéndose en un tratamiento de por vida. Por otro lado, no hay que ignorar los
posibles efectos secundarios derivados del uso prolongado de estos farmacos, la
posibilidad de desarrollar resistencias a ellos y el elevado coste para los servicios de
salud publicos. Ademaés, a pesar de obtener un control de la carga viral plasmaética y
evitar la transmision de la infeccion, como ya hemos explicado, el TAR no consigue
revertir por completo el estado de activacion e inflamacion crénica generado por la
infeccion del VIH-1. Por estos motivos la comunidad cientifica persiste en la basqueda
de estrategias que permitan la erradicacion o la cura funcional del VIH-1. Entendiendo
este ultimo concepto como la situacion en la que, aunque el virus no esté
completamente eliminado del organismo, el sistema inmunitario de la persona es capaz

de controlarlo a niveles indetectables en sangre periférica sin necesidad de farmacos.

Actualmente los obstaculos principales que evitan la erradicacion del VIH-1 son:

1. El reservorio celular y anatomico del VIH-1

2. Lareplicacion residual persistente del VIH-1

A pesar de que no tener la misma importancia relativa en el establecimiento de la
infeccion por VIH-1, cualquier estrategia terapéutica debe realizar una aproximacion

integrando ambos aspectos.

- Reservorio celular

Tras entrar en la célula, el VIH-1 se transcribe a ADN complementario, se trasloca al
nucleo y se integra en el genoma de la célula infectada. Por lo cual, el reservorio viral
del VIH-1 son las células donde el virus permanece latente. Por tanto, el reservorio se

establece durante el inicio de la infeccion y es muy estable. Este reservorio celular esta
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compuesto principalmente por linfocitos T CD4+ de memoria en reposo latentemente
infectados que portan el ADN del virus integrando en su genoma (ADN proviral). Estas
células se encuentran diseminadas por todo el organismo de PVVS con o sin TAR. La
presencia de estas células se puede detectar tanto en sangre periférica como en tejido
linfoide. Estas células presentan una minima o nula expresion de los genes virales por lo
que es muy dificil que el sistema inmunitario del huésped las reconozca al no presentar
en su membrana ningun marcador que las diferencie de las células no infectadas. Sin
embargo, en estudios recientes se ha descrito que estas células se pueden caracterizar
por la expresién de las denominadas moléculas de control inmunitario o “inmune
checkpoint”. Fromentin et al. (2016) describié que la mayoria de ellas expresaba al
menos uno de estos marcadores: PD1, TIGIT y LAG3 (49). Sin embargo, a dia de hoy
no existen marcadores que permitan diferenciar las células que albergan el VIH-1 de

manera latente.

Otras poblaciones celulares también contribuyen tanto al establecimiento del reservorio
celular como a su mantenimiento. Por ejemplo, los macr6fagos han sido un tipo celular
que ha despertado cierta controversia en relacion a este tema. Algunos autores creen que
su funcién como fagocitos justifica la presencia de acidos nucleicos y proteinas virales
en ellos tras fagocitar los linfocitos T CD4+ infectados (50). Mientras que otros autores
creen que en este mismo proceso el macréfago resulta infectado (51). Los resultados
con ratones humanizados muestran que quizas este compartimento celular este siendo
infravalorado, y reflejan indicios de que estos macréfagos persisten en tejido replicando
el virus con independencia de los linfocitos T (52, 53). Por otro lado, estas células
también pueden contribuir a la propagacion del virus por el organismo. Tanto los
macrofagos como las DC son capaces de capturar el virus y transferirlo a los linfocitos

T CD4+ sin necesidad de infectarse (54). Respecto a las DC, tanto las dendriticas
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plasmacitoides (pDCs) como las mieloides (mDCs) expresan CD4 y CCR5 lo que las
hace susceptibles a la infeccion. De la misma forma estas células pueden transferir el
virus mediante la presentacion antigénica durante la sinapsis inmunoldgica a un
linfocito T CD4+ autdlogo (55). Otras células que contribuyen al reservorio celular del

VIH-1 son las células epiteliales hepéticas y renales e incluso las células NK (56).

- Reservorios anatomicos o santuarios del VIH-1
Los principales reservorios anatomicos de células infectadas por VIH-1 incluyen tejido
linfoide, como el localizado en el tracto genital, pulmones y GALT; y 6rganos no
linfoides, como el sistema nervioso central (SNC) o los rifiones. El GALT representa el
reservorio mas importante dado que alberga el 60% de los linfocitos del cuerpo y de
ellos el 40% son linfocitos T CD4+ (57). La mayoria de los linfocitos T CD4+ del
GALT se encuentran activados ya que el intestino delgado representa la interfase méas
extensa de la interaccion con el exterior sometiendo al sistema inmunitario a una gran
sobrecarga antigénica. En el curso de la infeccion los linfocitos T CD4+ localizados en
el GALT también son destruidos masivamente debido a su localizacién, al grado de
activacion de los linfocitos T CD4+ y a que el TAR no alcanza niveles optimos ni
homogeéneos (58). Esta destruccion, a diferencia de los niveles en sangre periférica, se
mantiene en todas las etapas de la infeccion y no se recuperan con el TAR (59, 60). En
el intestino, ademas de linfocitos T CD4+, se encuentran multitud de células dianas para
el VIH-1 como macrofagos y otras células de la inmunidad innata. De hecho, se ha
descrito que los macrdfagos rectales expresan niveles mas elevados de CCRS5, haciendo
particularmente susceptibles a la infeccion por VIH-1 las localizaciones mas distales del

intestino (61).

Otro reservorio anatdbmico de gran importancia para el VIH-1 son los tejidos linfoides

donde se generan los centros germinales. Los centros germinales son compartimentos
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anatomicos transitorios que aparecen en los dérganos linfaticos secundarios donde se
produce la maduracion de los linfocitos B para la generacion de anticuerpos de alta
afinidad contra patdgenos. Estos centros germinales albergan linfocitos T y células
dendriticas foliculares,células que también forman parte del reservorio celular del VIH-
1. Los linfocitos T CD8+ presentes en estos tejidos linfoides suelen presentar una
actividad citotoxica reducida, con baja expresion de las moléculas granzima y perforina
(62). En ultimo lugar y al igual de los que sucede en el GALT los TAR no llegan de
forma oOptima a estas localizaciones. Estos mecanismos perpettan la replicacion viral

residual en los nédulos linfaticos (63).

- Replicacion residual persistente del VIH-1

A pesar de que el TAR consigue reducir hasta niveles indetectables en sangre periférica
la carga viral de las PVVS, cuando se aplican técnicas de deteccion ultrasensibles se
detectan niveles de ARN viral. Este hallazgo sugiere que no todas las secuencias de
ADN viral integradas en los cromosomas se encuentran transcripcionalmente silentes.
La actividad transcripcional de estos provirus puede variar ampliamente y parece estar
marcada por las caracteristicas gendmicas y epigenéticas de la ubicacién cromosémica
donde se integran (64). Por lo cual tendremos provirus transcripcionalmente silenciados
debido a que se encuentran integrados en regiones de la cromatina compactas con
funciones béasicamente estructurales denominadas heterocromatina (65, 66). Por el
contrario, la mayoria de las PVVS muestran signos claros de actividad transcripcional al
encontrarse seguramente integrados en regiones de la cromatina méas laxas y con mayor
actividad transcripcional (67-69). Queda por discernir si toda la actividad

transcripcional que se detecta es apta para su posterior traduccion.
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Por otro lado, se sabe mediante modelos de dindmica de replicacion viral, que los virus
hallados en drganos linfoides secundarios y en sangre periférica son muy similares. Por
lo que la replicacion viral en las células infectadas de tejidos linfoides donde el TAR no
llega a concentraciones optimas podria estar estableciendo un reservorio viral y su

trafico por todo el organismo (70, 71).

- Estrategias de curacién para la infeccion por VIH-1

La busqueda de una cura contra la infeccién por el VIH-1 sigue siendo una tarea
abrumadora. Actualmente, las estrategias de curacién para la infecciéon por VIH-1 se
centran en dos enfoques distintos: la erradicacion y la remision virologica persistento o

“cura funcional”.

La erradicacion o cura esterilizante se centra en la eliminacion casi completa de todos
los virus del organismo. Dado este contexto, la posibilidad de un repunte en la carga
viral cuando el TAR se interrumpe es nula. Esta condicion, considerada poco viable, se
describid, por primera vez, en una PVVS con leucemia que se sometio a un trasplante
alogénico con células madres hematopoyéticas que presentaban la delecion A32 en el

gen CCRS, a este indicividuo se le conocié como el “paciente Berlin” (72).

Por otro lado, la remision virologica persistente o cura funcional” se define como la
ausencia de replicacién viral detectable a lo largo del tiempo en una PVVS sin recibir
TAR. La remision virologica persistente ha quedado bien documentada de modo natural
en los controladores de élite y, mediante TAR, en los controladores postratamiento. Este
modelo de curacién para la infeccién por VIH-1 se trata de un control de la replicacion
viral mediada por el huésped, que en ausencia de TAR, lograria reestablecer la funcién

inmunitaria y reducir la inflamacién inducida por la infeccion cronica del VIH-1.
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Durante la presente tesis se han abordado dos posibles estrategias con el fin de

conseguir dicho objetivo.

En el capitulo 2, “Incremento de la respuesta VIH-especifica en linfocitos T a través
de células dendriticas plamacitoides estimuladas con agonistas de receptores tipo
“toll” (TLR) en diversos fenotipos de progresion de la infeccion por VIH-1”,
mediante un ensayo in vitro, se ha estudiado el papel de determinados agonistas de
TLR-7 y -9 como potenciadores de la funcionalidad de las pDCs. Al ser la primera
respuesta del organismo frente a la infeccion, la inmunidad innata tiene un papel muy
relevante en el control de la infeccion por VIH-1. Las pDCs con su potente actividad
antiviral, gracias a la produccion de IFN-a, y su funcion como célula presentadora de
antigenos estan consideras un nexo entre la inmunidad innata y adaptativa. Nuestro
grupo, en trabajos anteriores ya ha descrito como las pDCs presentan una mayor
funcionalidad en los sujetos controladores de elite (73, 74) y que tras su estimulacion
especifica con estas moléculas son capaces de reducir la infectividad del VHC (75). Por
otro lado, los agonistas de TLR-7 y -9 ya se han usado como moléculas
inmunomoduladoras demostrando un aumento en la funcionalidad de las pDCs y en la
respuesta adaptativa antiviral (76). En particular, GS-9620 activa selectivamente la
produccion de IFN-a y citoquinas proinflamatorias (77). En este trabajo queriamos
profundizar en los cambios fenotipicos y moleculares que se producen en las pDCs tras
su estimulacion con agonistas de TLR-7 y -9. A su vez, mediante un co-cultivo
posterior con linfocitos T CD4+ y CD8+ autdlogos, ver si estas pDCs previamente
estimuladas eran capaces de modular la respuesta de linfocitos T frente a un conjunto de

péptidos propios del VIH-1.

Finalmente, en el capitulo 3, mostramos los resultados del “Ensayo clinico en fase Il

para evaluar la seguridad y eficacia de Vedolizumab combinado con TAR para
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conseguir la curacién funcional en PVVS sin TAR previo”. Vedolizumab es un
anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra la forma hertodimérica de la
integrina a4f7, aprobado para el tratamiento de enfermedades inflamatorias intestinales
(78, 79). Una de las rutas méas usadas para el trafico de los linfocitos T CD4+ a GALT
es a través de la interaccion entre la integrina a4fB7 expresada en la superficie de los
linfocitos T CD4+ y la molécula de adhesion celular MadCAM-1 expresada
principalmente en las vénulas del endotelio alto (80). El papel de esta integrina en la
infeccion por VIH-1 ha sido ampliamente documentado en la dltima década, en la
introduccién del capitulo 3 hemos recogido los principales hallazgos que la postularon
como una diana para la curacion de la infeccion por VIH-1. De hecho, en 2016, se
publico la supresiéon virolégica permanente tras la interrupcion analitica del
tratamiento (IAT) en macacos que recibieron una intervencion conjunta del TAR y un
anticuerpo monoclonal que bloqueaba la integrina a4p7 (81). Aunque estos resultados
no pudieron reproducirse posteriormente, sentaron las bases del uso de Vedolizumab en
PVVS con el objetivo de alcanzar la remision virologica permanente o “cura funcional”
(82-84). En este contexto se iniciaron varios ensayos clinicos con PVVS que incluian
Vedolizumab en su intervencion terapéutica (85). El presente ensayo clinico fue el
primero en aplicar una intervencion conjunta de infusiones intravenosas mensuales de
Vedolizumab junto con el TAR habitual a PVVS recientemente infectadas que no
habian recibido TAR previo. Tras 24 semanas recibiendo TAR y Vedolizumab ambos
tratamientos se interrumpieron, comenzando asi la fase observacional del ensayo o IAT.
Se realizaron dos colonoscopias con toma de biopsias en ileon y ciego antes de
comenzar el tratamiento y antes de la interrupcion del mismo. Todos los individuos
incluidos en el ensayo se sometieron a un seguimiento mensual para la monitorizacion

de sus niveles de linfocitos T CD4+, carga viral, concentracion de farmacos, niveles de
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reservorio VIH-1 y expresion de la integrina 04p7 y otros marcadores inmunologicos

mediante citometria de flujo.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

CAPITULO 1: Modulacién de la activacion y funcién de los monocitos durante

el tratamiento con antivirales de accién directa en pacientes co-infectados con

VIH-1y VHC.

Hipotesis 1: Tras la eliminacion del VHC a través de los AAD se reduce la activacion

de los monocitos y su funcion proinflamatoria .

Objetivo 1: Evaluar el fenotipo y los cambios funcionales de las tres subpoblaciones de
monocitos durante la erradicacion del VHC en individuos co-infectados VIH-1/VHC

antes y después del tratamiento con AAD.

CAPITULO 2: Incremento de la respuesta VIH-especifica en linfocitos T a

traves de células dendriticas plamacitoides estimuladas con agonistas de receptores

tipo “toll” en diversos fenotipos de progresion de la infeccion por VIH-1.

Hipotesis 2: La manipulacion de la funcionalidad de las pDCs mediada por los TLR
podria favorecer una respuesta efectiva de las pDCs, mediante el aumento de la
respuesta VIH-1 especifica mediada por linfocitos T, en sujetos infectados por VIH-1

con objeto de conseguir el control espontaneo del virus.

Objetivo 2: Estudiar la modulacién de las pDCs en respuesta a agonistas de TLRs y la

consecuente polarizacion de los linfocitos T hacia una respuesta antiviral.
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CAPITULO 3: Ensayo clinico en fase Il para evaluar la seguridad y eficacia de

Vedolizumab combinado con TAR para conseguir la curacion funcional en PVVS

sin TAR previo.

Hipdtesis 3: EIl tratamiento con Vedolizumab junto con TAR de inicio en pacientes
infectados por VIH-1 es seguro y bien tolerado. Tras la interrupcion del TAR y de la
administracion de Vedolizumab se consigue el control persistente de la carga viral
plasmatica.

Objetivo Principal 3: Evaluar la seguridad y eficacia de Vedolizumab combinado con
TAR para conseguir la remision de la carga viral plasmatica a niveles indetectables en

personas infectadas por el VIH-1 sin tratamiento antirretroviral previo tras la IAT.

Objetivo Secundarios 3: Caracterizacion virolégica e inmunoldgica exhaustiva en

sangre periféricay en GALT a lo largo del ensayo clinico.
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CAPITULO 1

MODULACION DE LA ACTIVACION Y FUNCION
DE LOS MONOCITOS DURANTE EL
TRATAMIENTO CON ANTIVIRALES DE ACCION
DIRECTA EN PACIENTES CO-INFECTADOS CON

VIH-1Y VIRUS DE LA HEPATITIS C

Parte de este capitulo ha sido publicado en:

Pablo-Bernal, Rebeca S. De; Jimenez-Leon, M. Reyes; Tarancon-Diez, Laurg;
Gutierrez-Valencia, Alicia; Serna-Gallego, Ana; Trujillo-Rodriguez, Maria; Alvarez-
Rios, Ana I.; Milanes-Guisado, Yusnelkis; Espinosa, Nuria; Roca-Oporto, Cristina;
Viciana, Pompeyo; Lopez-Cortes, Luis F.; Ruiz-Mateos, Ezequiel. Modulation of
Monocyte Activation and Function during Direct Antiviral Agent Treatment in Patients
Coinfected with HIV and Hepatitis C Virus. Antimicrobial Agents and Chemotherapy.

2020; 64,9: e00773-20.
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INTRODUCCION

La hepatitis C es una infeccion del higado causada por el virus del mismo nombre Virus
de la hepatitis C (VHC). Los AAD han cambiado de forma radical el panorama del
tratamiento del VHC, obteniéndose en la mayoria de pacientes tasas de repuesta viral
sostenida (RVS) superiores al 90%. Las tasas de eficacia de estos tratamientos son
practicamente idénticas entre pacientes mono-infectados por VHC y co-infectados por
el virus de inmunodeficiencia humana (VIH-1) (86). Segun los Centros para el control y
la Prevencién de Enfermedades (Centers for Disease Control and Prevention, CDC), en
2014 aproximadamente un 21% de las PVVS en Estados Unidos también estaban
infectadas por VHC. La coinfeccion por ambos virus puede hacer que la infeccidn
cronica por el VHC progrese de forma mas rapida presentando tasas mas elevadas de
cargas virales, fibrosis y descompensacion hepatica (87). En la infeccion por VIH-1, la
activacion inmunitaria y mas concretamente la proveniente de los monocitos se ha
asociado con un estatus de inflamacion cronica que podria ser el causante de ENOS (31,
88). Ademas, la co-infeccion por VHC se ha asociado al desarrollo de eventos
extrahepaticos en PVVS como pueden ser los eventos cardiovasculares (89). Por estos
motivos, es importante saber en qué medida la erradicacion del VHC puede reducir la

activacion de los monocitos en PVVS.

En humanos se han descrito tres subpoblaciones de monocitos en funcion de la
expresion de los receptores de superficie CD14 y CD16: clasicos (CD147"CD16),
intermedios (CD14"*CD16%) y no clasicos (CD14“™CD16"*). Cabe destacar que estas
subpoblaciones presentan heterogeneidad en tamafio, complejidad, expresion de
receptores y funcionalidad (28, 90). Los monocitos intermedios y no clasicos poseen un

perfil proinflamatorio el cual ya se ha asociado a un mayor riesgo de padecer eventos
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cardiovasculares tanto en poblacién general como en PVVS bajo TAR (91, 92). Este
estado proinflamatorio se caracteriza principalmente por la produccion de interleucina 6
(IL-6) y 10 (IL-10) por parte de los monocitos (20). Asimismo, existen estudios que
apoyan la hipétesis de que la activacion de origen monocitario puede contribuir a
acelerar la fibrosis hepética en pacientes co-infectados VIH-1/VHC (93). Nuestro grupo
ya publicé en 2018 que la erradicacion del VHC en pacientes co-infectados VIH-1/VHC
disminuia significativamente no solo la activacion de los linfocitos T si no también: el
marcador de translocacion bacteriana lipopolisacéarido (LPS), el marcador indirecto de
activacion de monocitos CD14 soluble (sCD14), el marcador de inflamacion
macrofagica y hepética CD163 soluble (sCD163) y el marcador de coagulacion
dimeros-D. Es importante destacar que los niveles de reservorio VIH-1 en sangre
periférica de estos individuos (ADN proviral) también disminuyeron tras el tratamiento
con AAD (47). Mientras que en individuos mono-infectados VHC si se han descrito
cambios en la frecuencia de las diferentes subpoblacion de monocitos (94, 95), hasta el
momento no se habia descrito que efecto pueden tener los AAD sobre la funcién,
activacion y redistribucion de las diferentes subpoblaciones de monocitos en pacientes
co-infectados VIH-1/VHC. Por lo cual el objetivo del presente estudio fue evaluar el
fenotipo y los cambios funcionales de las tres subpoblaciones de monocitos durante la

erradicacién del VHC en individuos co-infectados VIH-1/VHC.
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MATERIALES Y METODOS

Sujetos del estudio

Este estudio se llevo a cabo en la unidad de enfermedades infecciosas, microbiologia y
parasitologia del hospital universitario Virgen del Rocio (HUVR). Los participantes
incluidos pertenecen a la cohorte de este hospital y se seleccionaron entre septiembre de
2017 y abril de 2018 segun los siguientes criterios de inclusion: PVVS co-infectadas
VIH-1/VHC con carga viral detectable para VHC, bajo TAR con carga viral
indetectable para VIH-1 durante al menos los ultimos seis meses. Tras doce semanas de
tratamiento con AAD todos los participantes alcanzaron RVS. La RVS se definié como
la presencia de una carga viral indetectable para VHC entre el tercer y sexto mes tras la
finalizacion del tratamiento con AAD. Los participantes se trataron acorde a las
recomendaciones de las guias clinicas del momento y siguiendo el mejor juicio clinico
en base al genotipo VHC, los tratamientos previos frente al VHC, las posibles
interacciones con TAR para VIH-1 y el estado de fibrosis hepética evaluada mediante
elastografia transitoria (FibroScan; Echosens, Paris, France). El estado de cirrosis se
definié con un valor de rigidez hepatica >14.5kPa (96). Los criterios de exclusion
fueron estar co-infectados por el virus de la hepatitis B (VHB), presentar otra causa
concomitante de enfermedad hepatica, padecer alguna infeccion activa y haber recibido
tratamiento con esteroides o inmunosupresores antes de empezar el tratamiento frente a
VHC. Se incluyeron 22 participantes co-infectados VIH-1/VHC bajo TAR. Como grupo
control, se seleccionaron 10 individuos mono-infectados por VIH-1 apareados por edad
bajo TAR. También se incluyé una cohorte confirmatoria de muestras congeladas
obtenidas antes y después del tratamiento con AAD. Estas muestras se obtuvieron de 18

individuos co-infectados VIH-1/VHC entre Abril y Diciembre de 2015. El presente
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estudio fue aprobado por el comité ético del HUVR (Cadigo de protocolo UCE-VHC-
2015-1; Cddigo interno 1050-N-15) todos los participantes dieron su consentimiento

informado.

Determinaciones de laboratorio

El recuento de linfocitos T CD4+ y CD8+ se determiné antes y después de tratamiento
con AAD mediante el citometro de flujo FC500 (Beckman-Coulter, Brea, CA). La carga
viral plasméatica de VIH-1 se cuantific6 mediante PCR cuantitativa segin las
instrucciones del fabricante (Cobas AmpliPrep/Cobas TagMan HIV-1 test; Roche
Molecular Systems, Basel, Switzerland) (limite de deteccion, 20 copias ARN VIH-
1/ml). Los niveles de carga viral de VHC se determinaron también antes y despues del
tratamiento con AAD mediante PCR cuantitativa (Cobas TagMan test; Roche

Diagnostic Systems, Pleasanton, CA) (limite de deteccidn 15 Ul/ml).

Inmunofenotipado y tincion intracelular de citoquinas en monocitos

Respecto a la cohorte confirmatoria (n=18), se usaron muestras congeladas de células
mononucleadas procedentes de sangre periferica (PBMCs). Tras descongelarlas, las
células fueron inmediatamente inmunofenotipadas; respecto a los ensayos de
produccién intracelular de citoquinas, estos no se pudieron llevar a cabo en este tipo de
muestras. Para la cohorte principal (n=22), se us6 1ml de sangre total recién extraida
para el inmunofenotipado, estas muestras fueron recogidas en tubos BD Vacutainer con
acido tetra-acético etilen diamina (EDTA) como anticoagulante. Los eritrocitos fueron
lisados segun las recomendaciones del fabricante (lyse buffer; R&D, San Diego, CA) e
inmediatamente se incubaron las células con un marcador de viabilidad para excluir las

células no viables y con el siguiente panel de anticuerpos: Live/Dead fixable violet
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dead-cell stain (marcador de viabilidad), CD11b (Alexa Fluor 700 [AF700]), CD40
(allophycocyanin [APC]), CCR5 (allophycocyanin H7 [APCH7]), CD49d (fluorescein
isothiocyanate [FITC]), TLR4 (brilliant violet [BV786]), CD62L (phycoerythrin [PE]),
CD163 (phycoerythrin-cyanine 7 [PC7]), CD16 (phycoerythrin Texas Red
[PETXRED]), CCR2 (BV605), CD14 (BV650), CX3CR1 (peridinin chlorophyll protein

[PerCP]), HLA-DR (BV711) y CD19, CD3, and CD56 (BV510).

Los ensayos para la determinacion de la polifuncionalidad in vitro se realizaron a partir
de 1.5ml de sangre total recién extraida en tubos BD Vacutainer con EDTA como
anticoagulante. Se procedio a la lisis de los eritrocitos y las PBMCs se incubaron en
medio R10 (medio RPMI 1640 suplementado con 10% Suero fetal bovino, 100 U/ml
penicilina G, 100ul/ml sulfato de estreptomicina y 1.7mM de glutamina sodio) con 10
U/ml de DNasa | (Roche Diagnostics, Manheim, Germany) durante una hora. Tras la
incubacidon las células se estimularon en presencia y ausencia de 0.05ng/ml de LPS
durante 6 horas a 37°C y al 5% de CO,. A todas las condiciones del cultivo se les afiadid
1pg/ml de anti-CD28, 1upg/ml anti-CD49d (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) y
10pg/ml de brefeldina A (BioLegend, San Diego, CA). Tras las 6 horas de incubacion
se analizé el estado de activacion y la produccion de citoquinas intracelulares de los
monocitos mediante citometria de flujo multiparamétrica (LSR Fortessa cell analyzer
(BD Biosciences)). Se adquirieron un total de 2.000.000 de eventos y al menos se
analizaron 20.000 en cada tubo (Figura 1). Para ello se aplic6 el siguiente panel de
anticuerpos: TNF-a (AF700), IL-lo. (FITC), IL-1B (APC), CCR5 (APCH?7), TLR4
(BV786), IL-6 (PE), IL-10 (PC7), CD16 (PETXRED), CCR2 (BV605), CD14 (BV650),
IL-8 (PerCP), HLA-DR (BV711), and CD19, CD3 y CD56 (BV510). La capacidad de

respuesta de las céelulas in vitro se calculé mediante la sustraccion a los resultados de la
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condicion no estimulada. Los datos obtenidos fueron analizados con el software de

andlisis FlowJo 8.7.7 (TreeStar, San Carlos, CA, USA).
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Figura 1: Estrategia de andlisis mediante citometria de flujo. Los histogramas representa la
expresion de IL-8 en los monocitos clésicos, intermedios y no clésicos tras la estimulacion con
LPS antes y después de la erradicacion del VHC.

Determinacion de marcadores solubles

Las muestras de suero y plasma se recogieron en tubos Vacutainer de separaciéon de

suero y en tubos con EDTA como anticoagulante, respectivamente. Estas muestras se

preservaron a -20°C hasta la determinacion de los siguientes biomarcadores: PCR, [32-

microglubulina (B2M), dimeros-D, IL-6, TNF-a y sCD163. Los niveles de PCR y B2M

se determinaron mediante inmunoturbidometria con el analizador Cobas701 (Roche

Diagnostics, Mannheim, Germany). Los niveles de dimeros-D se determinaron
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mediante inmunoensayo (HemoslL D-dimer HS500; Instrumentation Laboratory,
Bedford, MA). La cuantificacion plasmética de IL-6, TNF-a y sCD163 se realizo
mediante ELISA (high sensitivity [R&D Systems, Minneapolis, MN] para IL-6 y TNF-
a 'y SCD163 [IQproducts, The Netherland] para sCD163) segun las recomendaciones del

fabricante.

Cuantificacion del ADN proviral VIH-1

Los niveles de ADN proviral VIH-1 se cuantificaron a partir de ADN proveniente de
sangre total mediante PCR digital en gota (“Droplet digital PCR”; ddPCR) usando el
lector Bio-Rad QX200. EI ADN gendmico se extrajo usando el ADN minikit (Omega;
Bio-Tek) segun las recomendaciones del fabricante. La concentracion de ADN se midio
utilizando el Qubit (Thermo Fisher Scientific) y se llevaron a una concentracion de
30ng/pl. El lector Bio-Rad QX200 se usé siguiendo las recomendaciones del fabricante
a una temperatura de hibridacion de 58°C. Para aumentar la sensibilidad de la técnica se
disefiaron cebadores tanto en la region gag como “long terminal repeat” (LTR). El gen
somatico utilizado para normalizar los resultados a copias por millén de células fue el

RPP30. Los cebadores y sondas empleados fueron los siguientes:

5’-CATGTT TTCAGCATTATCAGAAGGA-3’

Gag region 5’-TGCTTGATGTCCCCCCACT-3’

5’-VIC-CCACCCCACAAGATTTAAACACCATGCTAA-BHQ1-3’

_ 5’-TGTGTGCCCGTCTGTTGTGT-3’
Long terminal

5’-GCCGAGRCCTGCGTCGAGAG-3’
repeat (LTR)

5’-FAM-CAGTGGCGCCCGAACAGGGA-BHQ1-3’

5’-GATTTGGACCTGCGAGCG-3°

RPP30 5’-GCGGCTGTCTCCACAAGT-3’

5’-VIC-CTGACCTGAAGGCTCT-BHQ1-3’
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El nimero de copias se obtuvo mediante el andlisis de los resultaos obtenidos con la

ddPCR con el software Bio-Rad QuantaSoft software v.1.7.4.

Analisis estadistico

Se elabord una base de datos que contenia toda informacién clinica, epidemioldgica y
experimental de los participantes.Las variables contindas se expresaron mediante
medianas y rangos intercuartilicos (RIC), las variables categdricas mediante nimeros y
porcentajes. Los test de Chi-cuadrado y U de Mann-Whitney se aplicaron para
determinar diferencias entre grupos. El test de Wilcoxon se aplico para ver diferencias a
lo largo del tratamiento dentro de un mismo grupo. Las correlaciones entre variables se
determinaron mediante el test de Spearman. Todos los valores se consideraron
significativos cuando el valor de la p<0.05. El analisis estadistico se realizd mediante el
paquete de software SPSS 22.0 (SSP, Chicago, IL, USA). Se calcularon un total de 63
combinaciones de citoquinas usando el software Pestle 1.6.2 y Spice 5.2 (proporcionado
por M. Roederer, NIH, Bethestda, MD). El indice cuantitativo de polifuncionalidad
también se calculé empleando la version beta 0.1.2 del software FunkyCells Boolean

Dataminer, proporcionado por Martin Larson (INSERM U1135, Paris, Francia).
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RESULTADOS

Caracteristicas de los individuos incluidos en el estudio

Se incluyeron 22 sujetos co-infectados VIH-1/VHC apareados por edad y recuento de
linfocitos T CD4+ con 10 mono-infectados VIH-1. Las caracteristicas generales estan
reflejadas en la tabla 1, encontrando sdlo diferencias en el sexo. Todos los integrantes
del grupo de estudio mono-infectados VIH-1 fueron de sexo masculino mientras que en
el grupo co-infectados la representacion era de un 54.54% de hombres. Todos los
sujetos incluidos en el estudio se encontraban bajo TAR con cargas virales indetectables
para VIH-1. Los individuos co-infectados VIH-1/VHC completaron las 12 semanas de

tratamiento con AAD alcanzando todos ellos la RVS.

Los marcadores de activacion de monocitos en individuos co-infectados

VIH-1/VHC disminuyeron tras la erradicacion del VHC

Tras la erradicacion del VHC observamos una remodelacién en las subpoblaciones de
monocitos. Mientras que los niveles de monocitos clasicos aumentaron (p=0.0003), los
no clésicos disminuyeron (p=0.0001) y los intermedios se mantuvieron al mismo nivel
(Figura 1A). La expresion de la integrina CD49d disminuyé en las subpoblaciones de
monocitos intermedios y no clasicos tras el tratamiento (Figura 2B). Ademas, también
observamos una disminucion en los marcadores de activacion y adhesion celular CD40
(en monocitos clasicos y no clésicos (p=0.004 y p=0.006, respectivamente)) y CX3CR1
(en monocitos clasicos e intermedios (p=0.009 y p=0.001, respectivamente)). Tras la
finalizacion del tratamiento con AAD, los niveles de CD49d, CD40, CX3CR1 y CCR5
fueron similares a los del grupo control mono-infectado VIH-1 en las tres

subpoblaciones de monocitos (Figura 2B). La expresion de la molécula CD62L,
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implicada en la migracion y la adhesion celular de los monocitos aumento tras la
finalizacion del tratamiento para VHC (p=0.004) hasta niveles comparables al grupo
control mono-infectado VIH-1 en los monocitos clasicos. Sin embargo, los monocitos
no clésicos no alcanzaron estos niveles de expresion (Figura 2B). CD62L es una de las
moléculas implicadas en el rodamiento y adhesion de los monocitos a las células
endoteliales de los vasos sanguineos. La disminucién de la expresion de este marcador
puede promover la formacion de aterosclerosis y otras enfermedades inflamatorias (97,
98). Por altimos, tras concluir el tratamiento, la expresién de CCR2 también disminuy6
en los monocitos no clasicos, pero permanecié elevada en comparacion con el grupo
control mono-infectado VIH-1 (Figura 2B). En individuos VIH-1 se han descrito
niveles elevados de CCR5, CCR2 y CD49d hasta un afio antes de padecer un accidente
cardiovascular (98). Respecto a otros marcadores analizados (CD11b, TLR-4, y CD163)
no encontramos diferencias ni a lo largo del tratamiento ni entre los grupos de estudio
con la excepcion de la expresion de CD163 en los monocitos intermedios (Figura 3). La
estrategia de andlisis para las subpoblaciones de monocitos y de los diferentes
marcadores se puede consultar en la figura 1. La misma tendencia se observé en la
cohorte de confirmacion (n=18). Los individuos incluidos en esta cohorte presentan un
recuento de linfocitos T CD4+ nadir inferior y mayores niveles de cirrosis (Tabla 2).
En este caso al tratarse de células criopreservadas no se pudieron analizar todos los
marcadores (Figura 4). Tras el tratamiento con AAD el porcentaje de monocitos
clasicos incremento significativamente (p=0.02). En cambio, los intermedios y no
clasicos disminuyeron (p=0.005; p=0.03, respectivamente). Ademas, también
observamos la disminucién de la expresion de CCR5, CD49d, y TLR4 tras el

tratamiento de AAD en los monocitos intermedios (p=0.002; p=0.02; p=0.005; p=0.05;
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p=0.0004; p=0.01, respectivamente). No se encontraron diferencias en la expresion de

CD11b, CX3CR1, CD40y TLR2 (Figura 4).
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Figura 2: La erradicacion del VHC reduce el fenotipo activado de los monocitos. (A) Cambios dindmicos en las
frecuencias de subpoblaciones de monocitos. (B) Porcentaje de expresion de marcadores de superficies en pacientes co-
infectados VIH-1/VHC antes y después del tratamiento con AAD y en el grupo control mono-infectado VIH-1.
Significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

51




Tabla 1. Caracteristicas de los participantes del estudio.

Variables VHC/VIH-1 BL VHC/VIH-1FT | VIH-1GC P valor . P valor X
(n=22) (n=22) (n=10) VHC/VIH BL vs FT® | VHC/VIH FT vs VIH GC

Sexo (hombres), % 55 55 100 N.A. 0.010

Edad, (Afios) 47 [44-51] 47 [44-51] 45 [37-49] N.A. 0.176

CD4+ Nadir (células/pL) 172 [50-393] 172 [50-393] 297 [148-429] 1 0.190

Linf. T-CD4" (células/pL) 671 [446-957] 964 [678-1112] | 823 [649-1203] 0.117 0.946

Linf. T-CD8" (células/pL) 1038 [607-1310] | 1088 [796-1549] | 1169 [983-1597] | 0.327 0.588

Ratio Linfocitos T CD4+ /CD8+ | 0.72 [0.45-0.99] 0.86 [0.49-1.09] | 0.76 [0.57-0.89] 0.983 0.436

ARN VIH-1 (Logyo copias/mL) | 1.3 [1.3 - 1.3] 1.3[1.3-1.3] 1.3[1.3-1.3] 1 1

ARN VHC (Logjo copias/mL) 6.8 [6.2—7.2] 1[1-1] N.A. 0.020 N.A.

VHC genotipo-1 (%) 77.8 N.A. N.A. N.A. N.A.

Estadio de Fibrosis (%)

0-1 444 N.A. N.A. N.A. N.A.

2 444 N.A. N.A. N.A. N.A.

3 55 N.A. N.A. N.A. N.A.

4 55 N.A. N.A. N.A. N.A.

Cirrosis (%) 5.5 N.A. N.A. N.A. N.A.

N.A.: No aplicable. Las variables categdricas se representan como porcentajes y las continuas como medianas con sus rangos intercuartilicos. ®El test de Wilcoxon se empled
para ver diferencias entre la condicion basal (BL) y final del tratamiento (FT) dentro de un mismo grupo. ° Los test Chi-square test y U de Mann-Whitney se usaron para
distintos

encontrar

diferencias

entre

grupos

del

estudio.
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Figura 3: Porcentaje de expresion de los marcador CD62L, CD163 y TLR-4 entre PVVS co-infectados por
VIH-1/VHC al inicio (BL), al final del tratamiento (FT) y en el grupo control mono-infectado por VIH-1
(Ctrl). Significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Tabla 2: Caracteristicas de los integrantes de la cohorte

Caracteristicas ViR (ﬁlllilg)c o VIH'(%]/;;';)C = P Valor
Cohorte confirmatoria

Sexo (Hombres), % 83 55 0.053

Edad, afios 51 [46-54] 47 [44-51] 0.186

CD4 Nadir recuento, células/pL 64 [19-121] 172 [50-393] 0.009

Eéiﬂfiaziﬁw Recuento, 637 [325-781] 671 [446-957] 0.196

'C-érjla:/iffg Recuento, 870 [575-1537] 1038 [607-1310] 0.701

Ratio Linf. T-CD4+ /CD8+ 0.69 [0.36-0.94] 0.72 [0.45-0.99] 0.540
RNA VIH-1 (Logso copias/mL) 1.3[1.3-1.3] 1.3[1.3-1.3] 1

RNA VHC (Log;o copias/mL) 6.4 [5.7 - 6.8] 6.8[6.2—-7.2] 0.020

VHC genotipo-1, % 72.2 77.8 0.714

Fibrosis, %

0-1 38.9 44 4 0.735

2 11.1 44 4 0.026

16.7 55 0.289

4 33.3 55 0.035

Cirrosis, % 33.3 5.5 0.035

Se incluyeron 18 PVVS co-infectadas bajo TAR con carga viral indetectable para VIH-1 de los cuales se habian recogido
muestras de PBMCs antes y después del tratamiento con AAD. Las caracteristicas basales de nuestro estudio presentaban
niveles méas bajos de fibrosis hepatica y recuento de linfocitos T CD4+ en comparacion con los sujetos de la cohorte de
confirmacion.
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Figura 4: Recuento de monocitos y fenotipo de
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

la cohorte confirmatoria. Significacion estadistica:

La erradicacion el VHC produce una disminucion de los niveles de [2-

microblobulinay CD163

Los niveles de CD163 soluble y de B2M

disminuyeron después del tratamiento con

AAD alcanzando niveles similares al grupo control mono-infectado VIH-1. Aunque

solo observamos una tendencia en los niveles del marcador de coagulacion D-dimero a

lo largo del tratamiento con AAD, no observamos diferencias entre los niveles tras el

tratamiento respecto al grupo control mono-infectado VIH-1 (Figura 5A). Tras el

aclaramiento del VHC tampoco encontramos diferencias en los niveles de PCR, IL-6 y

TNF-o observandose niveles muy similares al grupo control mono-infectado VIH-1

(Figura 5B).
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Figura 5: Efecto de los AAD en los niveles de biomarcadores solubles. (A) Concentracion de CD163s,
B2M y dimeros-D antes y después del tratamiento con AAD y en el grupo control mono-infectado VIH-1.
(B) Niveles de IL-6, TNF-a y PCR antes y después del tratamiento con AAD y en el grupo control mono-
infectado VIH-1. Significacién estadistica: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Produccion de citoquinas individuales por monocitos estimulados con

LPS

El siguiente paso fue analizar la capacidad de produccién de citoquinas (IL-1a, IL-1,
IL-6, IL-8, IL-10 y TNF-a) por las tres subpoblaciones de monocitos en respuesta a LPS
(agonista de TLR-4) (Figura 6). Tras el tratamiento con AAD no se encontraron
diferencias en IL-1a y IL-1p respecto al grupo control mono-infectado VIH-1 en todas
las subpoblaciones de monocitos. Por otro lado, no encontramos diferencias en la
produccion de IL-6, 1L-8 e IL-10 por parte de los monocitos clésicos tras el tratamiento
para VHC. De hecho, los niveles de estas interleuquinas permanecieron elevados
respecto al grupo control. La produccion de IL-8 y TNF-a por los monocitos

intermedios tambien se mantuvo elevada y de la misma forma los monocitos no clasicos
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tampoco disminuyeron la produccion de IL-6 y TNF-a respecto al grupo control mono-
infectado VIH-1 (Figura 6). En conclusion, no todas las citoquinas alcanzaron los

niveles del grupo control mono-infectado VIH-1.
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Figura 6: Produccion de citoquinas individuales. Porcentaje de monocitos clasicos, intermedios y no
clésicos produciendo IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 y TNF-a. Significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01,

Niveles de polifuncionalidad de monocitos en respuesta a LPS tras la

erradicacion del VHC

Analizamos la polifuncionalidad entendida como la produccion simultanea de IL-1a,
IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10 y TNF-a por las distintas subpoblaciones de monocitos tras la
estimulacion con LPS. El indice de polifuncionalidad, entendido como un indice
numérico directamente proporcional a la produccion simultanea de citoquinas o
polifuncionalidad, disminuy6 en los monocitos intermedios y no clasicos tras la
erradicacion de VHC. Sin embargo, al final del tratamiento el indice de
polifuncionalidad continuaba significativamente elevado respecto al grupo control
mono-infectado VIH-1 (Figura 7A). Ademas, observamos una correlacion positiva entre

el indice de polifuncionalidad y los porcentajes de monocitos clasicos, intermedios y no
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clasicos expresando las moléculas coestimuladoras CD40 antes de iniciar el tratamiento
con AAD. Estas correlaciones directas no se mantuvieron tras concluir el tratamiento ni

las observamos en el grupo control mono-infectado VIH-1 (Figura 7B).
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Figura 7: Polifuncinalidad de las diferentes subpoblaciones de monocitos tras la estimulacion con
LPS. (A) Representacion del indice de polifuncionalidad de monocitos clésicos, intermedios y no
clasicos tras la estimulacién con LPS. El Pindex se mantuvo significativamente elevado en los pacientes
co-infectados VIH-1/VHC tras el tratamiento con AAD respecto al grupo control. (B) Correlaciones
entre el porcentaje de monocitos expresando CD40 y el Pindex antes y después del tratamiento con AAD
y en el grupo control. Pindex: Indice cuantitativo de la polifuncionalidad.
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También analizamos las 63 posibles combinaciones de citoquinas tras la erradicacion

del VHC respecto al grupo control en las tres subpoblaciones de monocitos (Tabla

suplementaria 1). A pesar de que no observamos diferencias en los valores del indice de

polifuncionalidad tras el tratamiento con AAD en los monocitos clasicos, si que

detectamos una disminucién de la expresion simultanea de 6, 5 y 4 citoquinas conjuntas

alcanzando los niveles del grupo control tras finalizar el tratamiento (Figura 8A). Sin

embargo, al mismo tiempo, los monocitos clasicos fueron los que mayores diferencias

mostraron al final del tratamiento respecto al grupo control (Tabla suplementaria 1). La

combinacién que incluia solo la produccion de IL-6 (IL-1-1L-1B-I1L-6+1L-8-1L-10-

TNF-a0-) se mantuvo elevada en las tres subpoblaciones de monocitos al final del

tratamiento respecto al grupo control (Figura 8B).
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Figura 8: Combinaciones de expresion simultanea de citoquinas en los grupos de estudio. (A)
Produccién simultanea de citoquinas por las distintas subpoblaciones de monocitos en respuesta a
estimulacién por LPS. (B) El porcentaje de monocitos produciendolL-1-1L-1p-1L-6+IL-8-1L-10-TNF-a-
continuo siendo significativamente superior en individuos co-infectados VIH-1/VHC tras tratamiento con
AAD respecto al grupo control mono-infectado VIH-1. Significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01,
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Cuantificacion del ADN proviral VIH-1 tras el tratamiento con AAD

Los niveles de ADN proviral VIH-1 se mantuvieron estables a lo largo del tratamiento
con AAD. A pesar de que no observamos diferencias antes y después del tratamiento
con AAD en los pacientes co-infectados VIH-1/VHC, los niveles de ADN proviral
fueron significativamente inferiores en este grupo respecto al grupo control mono-

infectado VIH-1 (Figura 9).
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Figura 9: Niveles de ADN proviral VIH-1 antes y después del tratamiento con AAD y respecto
al grupo control mono-infectado VIH-1. Significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001.

Finalmente, es interesante destacar las correlaciones entre los niveles de ADN proviral
y algunos biomarcadores de inflamacion y activacion en los pacientes co-infectados
VIH-1/VHC antes de recibir el tratamiento con AAD como: la expresion de CD40 en
monocitos clasicos, la expresion de CCR5 en monocitos intermedios y no clasicos y la
expresion de CD11b (Figura 10A), estas correlaciones no se observaron tras el

tratamiento (Figura 10B).
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Figura 10: Correlaciones entre los niveles de ADN proviral VIH-1y los marcadores de activacion

en diferentes subpoblaciones de monocitos.
finalizacion del tratamiento con AAD (B).

Antes del tratamiento con AAD (A) y tras la
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DISCUSION

En este trabajo se demuestra que el tratamiento con AAD es capaz de modular el
fenotipo y funcidn de los monocitos, logrando una redistribucién de las subpoblaciones
de monocitos con un perfil menos proinflamatorio y con una menor activacion y
polifuncionalidad de los monocitos. Sin embargo, a pesar de la erradicacion del VHC,
algunos parametros permanecieron elevados en comparacion con los sujetos mono-

infectados VIH-1.

El estado de coinfeccién por los virus VIH-1 y VHC induce un estado de disfuncion
inmunitaria que conduce a un aumento de la activacion inmunitaria a niveles superiores
a los que presentan los sujetos infectados por VIH-1. Esto podria explicar el aumento de
la inflamacion y de la fibrosis hepatica y el mayor riesgo de eventos cardiovasculares en
individuos co-infectados (99, 100). Anteriormente nuestro grupo ya describié que la
erradicacion del VHC reducia la activacion de los linfocitos T CD4+ y CD8+ y de
biomarcadores asociados con la activacion del sistema inmunitario innato (47). Los
monocitos se han postulado como una posible fuente de estos biomarcadores
inflamatorios; por lo tanto, es vital saber si los AAD pueden reducir la activacion de los
monocitos y su funcidn proinflamatoria a través de la eliminacion del VHC. Esto es aun
mas importante desde que estos marcadores solubles de inflamacion, y no los niveles de
activacion de los linfocitos T, se han asociado con la presencia de ENOS en PVVS (23,
101). En este estudio hemos observado una redistribucion de las subpoblaciones de
monocitos hacia un perfil menos proinflamatorio, en concordancia con resultados ya
publicados en individuos co-infectados VIH-1/VHC (102). Ademas, G. Ning et al
obtuvieron también resultados similares en individuos mono-infectados VHC respecto a
donantes sanos (95). Hay que tener en cuenta que los monocitos CD16" se han asociado

con riesgo a desarrollar eventos cardiovasculares en sujetos mono-infectados VHC y co-
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infectados VIH-1/VHC (91, 92). Ademas, también hemos observado que el
aclaramiento del VHC por los AAD produce una disminucion en la expresion de
muchos marcadores de activacion como en CD49d, CD40 y CX3CR1 o el incremento
en el caso de CD62L. Este perfil se aproxima a la reversion del perfil de
Immunosenescencia, ya descrito, que tiene lugar en los monocitos durante el
envejecimiento cronoldgico (29, 97). Estos resultados indican que, la infeccion por
VHC induce un perfil de inmunosenecescencia adicional al perfil de la infeccion por

VIH-1.

Junto con los marcadores de activacion de monocitos también se vieron disminuidos
algunos biomarcadores solubles. Los niveles de CD163s disminuyeron tras el
tratamiento con AAD vy sin encontrarse diferencias con el grupo control monoinfectado
VIH-1. Otros estudios ya habian descrito este hallazgo pero solo con individuos mono-
infectados VHC (94, 103, 104). Esto puede deberse a una disminucién de la activacion
los macrdfagos hepaticos. La glicoproteina CD163 es un receptor de membrana celular
expresado por la mayoria de macrofagos tisulares entre los que se encuentran en el
higado o células de Kupffer. Este receptor se despende de la membrana celular en
respuesta a LPS incrementando los niveles en suero de su forma soluble (CD163s) (104,
105). Esta mejora en los biomarcadores se ha asociado con una mejora a nivel tisular
reflejada en los niveles de fibrosis hepatica (106). Ademas, es importante destacar que
los altos niveles de CD163s, dimeros-D y B2-microglobulina se han relacionado

directamente con la mortalidad durante la infeccion por VIH (35, 107).

En esta linea, también se ha descrito que la funcién del endotelio vascular se ve
beneficiada por la disminucion en los niveles de dimeros-D y en la activacion de los
monocitos tras la erradicacion del VHC por los AAD (108). Todos estos resultados

muestran la multitud de efectos beneficiosos no solo hepaticos que tiene erradicar el
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VHC, especialmente en la disminucion del riesgo cardiovascular y para la mejora del

dafio cognitivo (102).

Una forma de analizar la funcionalidad de los monocitos es mediante la caracterizacion
de la produccion intracelular de citoquinas en respuestas a estimulos. La produccién
simultanea de multiples citoquinas por los monocitos se denomina polifuncionalidad, en
este caso el estimulo utilizado fue LPS (20, 93). En general, y en concordancia con los
resultados observados en el fenotipo, hemos encontrado una disminucion de la
polifuncionalidad en respuesta a LPS tras el tratamiento con AAD. Muchas de las
combinaciones de citoquinas disminuyeron. Sin embargo, el Pindex no llego a igualarse
en ninguna de las subpoblaciones de monocitos respecto a los participantes mono-
infectados VIH-1. De hecho, algunas combinaciones que incluian la expresién Unica de
TNF-a, IL-6 e IL-10 permanecieron elevadas en las tres subpoblaciones de monocitos
respecto a los individuos mono-infectados tras la erradicacion del VHC. Estos
resultados coinciden con los observados al analizar la produccion individual de
citoquinas donde los niveles de TNF-a, IL-6 e IL-10 permanecieron elevados en todas
las subpoblaciones. Este perfil anormal de produccién de citoquinas es similar al
encontrado en la desregulacién que se origina en los PVVS mono-infectados en
comparacion a donantes sanos apareados por edad (20). Nuestros resultados muestran
ese perfil exacerbado de produccion de citoquinas incluso tras la erradicacion del VHC,
sin embargo, no encontramos diferencias en los niveles plasmaticos de estas citoquinas.
Los niveles plasmaticos de IL-6 se han considerado un potente marcador predictivo de
la progresion en la infeccion por VIH-1 debido tanto a la progresion a SIDA como al

desarrollo de ENOS (36, 109).

También analizamos los niveles de ADN-VIH-1 asociado a células sin encontrar una

disminucion de los niveles tras la erradicacion del VHC. Sin embargo, en un estudio
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anterior si que observamos una disminucion de estos tras el tratamiento con AAD (47).
Esta discrepancia también la hemos detectado en la literatura (47, 94, 110). Se ha
descrito anteriormente que los individuos co-infectados VIH-1/VHC poseen mayores
niveles de ADN-VIH-1 proviral respecto a los individuos mono-infectados VIH-1
(111). Presumiblemente se cree que este aumento en los niveles de reservorio puede
deberse a un aumento en la activacion inmunitaria, incluyendo niveles muy elevados de
inflamacion hepética que se traduce en un aumento de fibrosis hepética. Esto puede
explicar las diferencias encontradas en los niveles de inflamacion y activacion
inmunitaria de las diferentes cohortes de individuos estudiadas. En nuestros estudio
anterior (47), los sujetos presentaban niveles mas elevados de cirrosis. Esto puede
explicar los niveles més altos de ADN de VIH-1 asociado a células y de activacion
antes del tratamiento con AAD, lo cual le confiere un rango mas amplio para disminuir
estos niveles. Sin embargo, los individuos con bajos niveles de inflamacién tendran
también niveles méas bajos de ADN de VIH-1 asociado a células, como es el caso de la
cohorte incluida en este estudio. De hecho, tras concluir el tratamiento con AAD nuestra
cohorte alcanza incluso niveles mas bajos que el grupo control de PVVS
monoinfectadas VIH-1. Sin embargo, es importante destacar que algunas asociaciones
entre marcadores de activacién de monocitos y el reservorio periférico de ADN solo se
observaron antes del tratamiento con AAD. Estas asociaciones sugieren una relacion
directa entre la activacion de monocitos y la preservacion del reservorio ADN del VIH-
1 en condiciones de niveles elevados de activacién inmunologica, como puede ser la

condicion de co-infeccion por VHC.

Este estudio presenta algunas limitaciones. No se realiz6 un seguimiento mas amplio de
los participantes tras el tratamiento. Por lo cual, no sabemos si los parametros que

contintan elevados se terminan normalizando con el tiempo. Ademas, al no poseer un
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grupo de individuos no infectados, no podemos sabemos si los niveles de activacién de
monocitos tras el tratamiento se normalizan a niveles de individuos no infectados con
VIH-1 o VHC. Anteriormente, si hemos encontrado diferencias en el nivel de activacion
de los monocitos de PVVS mono-infectadas e individuos no infectados por VIH-1 (92).
Aunque la no normalizacion y algunos parametros respecto a individuos mono-
infectados VIH-1 ya nos vaticina que seguramente nuestra cohorte presente niveles de
activacion de monocitos superiores a individuos no infectados. Este estudio esta
restringido a individuos con bajo grado de fibrosis. Sin embargo, incluso en esta cohorte
hemos podido observar una disminucion de la activacion de monocitos como

consecuencia de la erradicacion del VHC.

Podemos concluir, por lo tanto, que la erradicacion del VHC como consecuencia al
tratamiento con AAD en PVVS bajo TAR con carga viral indetectable ejerce un efecto
anti-inflamatorio en las distintas subpoblaciones de monocitos. Sin embargo, no se
produce una completa normalizacion de todos los pardmetros en relacién a individuos
mono-infectados VIH-1. Estos resultados generan conocimiento sobre los efectos
deletéreos que la infeccion por VHC vy la importancia de su erradicacion para disminuir

el riesgo de desarrollar ENOS en este grupo de PVVS.
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CAPITULO 2

INCREMENTO DE LA RESPUESTA VIH-ESPECIFICA EN
LINFOCITOS T A TRAVES DE CELULAS DENDRITICAS
PLAMACITOIDES ESTIMULADAS CON AGONISTAS DE
RECEPTORES TIPO “TOLL” EN DIVERSOS FENOTIPOS DE

PROGRESION DE LA INFECCION POR VIH-1.
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INTRODUCCION

El TAR para la infeccion contra el VIH-1 ha incrementado radicalmente la
supervivencia de las PVVS (15, 112). A pesar de que los tratamientos actuales son
altamente efectivos a la hora de suprimir la replicacion viral, el reservorio latente del
virus persiste y conduce a un rapido aumento de la carga viral cuando este se interrumpe
(113). Este reservorio se encuentra principalmente en los linfocitos de memoria T CD4+
en los cuales el virus esta transcripcionalmente silenciado y no puede ser detectado por
el sistema inmunitario del individuo (114). En los Gltimos afios se han realizado muchos
esfuerzos para entender como potenciar los efectos de la inmunidad adaptativa frente al
virus con el objetivo de eliminar este reservorio. Sin embargo, se ha prestado menos
atencion a los elementos que componen el nexo de union entre la inmunidad innata y la
adaptativa. El sistema inmunitario innato constituye la primera linea de defensa del
organismo frente al virus y el control de la infeccion. Las pDCs, que representan menos
del 1% de las PBMCs, juegan un papel fundamental en la comunicacién entre la
inmunidad adaptativa e innata. Las pDCs son las principales productoras de interferon
tipo I (IFN- a, -B, -¢, -k y -®) tras la estimulacion de los TLR -7 y -9, confiriéndoles una
gran actividad antiviral (115). Estos TLR son receptores intracelulares que reconocen
acidos nucleicos de origen microbiano e inducen rapidamente una respuesta inmunitaria
caracterizada por la produccién de citoquinas de fase aguda y determinados factores
antivirales (116). La produccion de IFN-I activa los factores de restriccion antivirales
(117, 118) y también interviene en la activacion de otros tipos celulares como las
células asesinas naturales (NK) o las mDCs (119). Las pDCs se han asociado también
con el control espontaneo de la infeccion por VIH-1 mediante la produccion de IFN-a y

la induccion de la apoptosis de los linfocitos T CD4+ infectados por VIH-1 (73, 74).
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Ademas, en estudios anteriores hemos observado como el IFN-a producido por la pDCs
tras la estimulacién de los TLR-7 y -9 disminuia la infectividad del VHC (75). Estas
pDCs estimuladas a través los TLR-7 y -9 exhibian un fenotipo maduro activado, con
un aumento en la expresion de marcadores relacionados con la presentacién antigénica y
la migracién a ganglios linfaticos (75). Por lo tanto, una mejor caracterizacion de como
este tipo de estimulacién dirigida a través de los TLR sobre las pDCs puede modular la
actividad de los linfocitos T produciendo una respuesta antiviral mas efectiva es
esencial para el desarrollo de las estrategias de erradicacion del VIH-1. Los agonistas de
TLR-7 y -9 se han usado recientemente como moléculas inmunomoduladoras
demostrando un aumento en la funcionalidad de las pDCs y en la respuesta adaptativa
antiviral. Buitendijk et al. En estudios in vitro con PBMCs, han observado que los
agonistas de TLR-3, TLR-7, TLR-8 y TLR-9 pueden inhibir la infeccion por VIH-1 e
inducir la expresion de genes estimulados por IFN-o (ISGs) (76). GS-9620 es un
potente agonista oral de TLR-7 que activa selectivamente la produccion de IFN-a y
citoquinas proinflamatorias (77). Se ha documentado recientemente que la
administracion oral de un analogo de GS-9620 en macacos infectados por el virus de la
inmunodeficiencia de simios (SIV) bajo TAR reducia el contenido de ADN viral en los
tejidos linfoides y tras la IAT se establecian “set points” virales muy bajos (120).
Ademas, en el modelo de macacos infectado por SHIV (virus quimera, del inglés
simian-human inmunodeficiency virus) la co-administracion de GS-9620 junto con el
potente anticuerpo neutralizante PGT121 retrasaba el rebote de la carga viral e inducia
el control del virus tras la IAT en el 55% de los monos (121). Recientemente un estudio
en humanos también mostraba que GS-9620 podia contribuir a un modesto retraso en el
rebote de la carga viral tras la IAT (122). Los mecanismos celulares y moleculares por

los cuales la estimulacion mediada por TLR puede modular la replicacion del VIH-1 no
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estan del todo claros. En este estudio hemos disefiado un sistema de co-cultivos con
pDCs (previamente estimuladas con agonistas de TLR-7 y -9) con linfocitos T
autdlogos procedentes de PVVS con diversos fenotipos clinicos para incrementar los
conocimientos sobre estos mecanismos. El objetivo de este trabajo era investigar como
los agonistas de TLR-7 y-9 pueden servir como potenciadores de la actividad de la

pDCs y consecuentemente incrementar la respuesta especifica antiviral de los linfocitos

T.
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MATERIALES Y METODOS

Caracteristicas de los participantes del estudio

Este proyecto se desarroll6 en la unidad de enfermedades infecciosas y microbiologia

del Hospital Universitario Virgen del Rocio (Sevilla, Espafia). Las PVVS que

participaron en este estudio pertenecen a la cohorte de dicha unidad y se clasificaron en

funcidn de la progresion clinica de la infeccion por VIH-1 en cuatro grupos:

1)

2)

3)

4)

5)

PVVS Controladores de Elite (EC): Este grupo se definié como PVVS con carga
viral indetectable (<40 copias ARN-VIH-1 /ml) sin recibir TAR durante al
menos el Gltimo afio.

PVVS Virémicos (VIR): Definidos como PVVS que nunca han recibido TAR
con carga viral elevada por encima de -1 10* copias ARN-VIH /ml

PVVS Respondedores Inmunolégicos (IR): Individuos bajo TAR con carga viral
indetectable (<40 copias ARN-VIH-1 /ml) y con un recuento de linfocitos T
CD4+ por encima de 350 células/mm?® durante los Gltimos seis meses como
minimo.

PVVS No Respondedores Inmunoldgicos (INR): Individuos bajo TAR con carga
viral indetectable (<40 copias ARN-VIH-1/ml) pero que no han conseguido
recuperar con un recuento de linfocitos T CD4+ por encima de 350 células/mm?®
en los ultimos dos afios.

Donantes Sanos (HD): También se incluyd un grupo de individuos no
infectados, seronegativos para VIH-1 y VHC procedente del centro regional de

trasfusiones sanguineas y banco de tejido de Sevilla-Huelva (Sevilla. Espafia)
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Todos los participantes firmaron su correspondiente consentimiento informado antes de
la extraccion de sangre. El estudio fue aprobado por el comité ético del Hospital
Universitario Virgen del Rocio (Cddigo Interno: 0628-M1-21, Cédigo del estudio:

P119/01127).

Determinaciones de laboratorio

El recuento de linfocitos T CD4+ y CD8+ se realizd mediante el citometro de flujo
FC500 (Beckman-Coulter, Brea,CA). Los niveles plasmaticos de carga viral ARN-VIH-
1 se cuantificaron mediante PCR cuantitativa (Cobas AmpliPrep/Cobas TagMan HIV-1
test; Roche Molecular Systems, Basel, Switzerland) (Limite de deteccién: 40 copias
ARN VIH-1/ml). La carga viral ARN-VHC se cuantifico mediante PCR (COBAS
Amplicor, Roche Diagnosis) con un limite de deteccion de 10 IU/ml. La exposicién al
VHC, determinada por la presencia de anticuerpos anti-VHC, se detecté usando un
ELISA especifico de VHC (Siemens Healthcare Diagnosis, Malven, Pennsylvania,
USA). Todos estos procedimientos se realizaron segun las recomendaciones del

fabricante.

Determinaciones de marcadores solubles

Las muestras de suero se recogieron en tubos separadores de suero y las de plasma en
tubos con EDTA. Tanto los sueros como los plasmas fueron preservados a -20°C hasta
la determinacion de los siguientes marcadores: PCR, B2M y dimeros-D. Los niveles de
PCR y B2M se determinaron mediante un ensayo en suero de inmunoturbidimetria
usando el analizador Cobas 701 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Los
dimeros-D se cuantificaron mediante un inmuensayo automatizado (HemosIL D-dimer
HS 500; Instrumentation Laboratory, Bedford MA). Todos los ensayos se desarrollaron

segun las instrucciones del fabricante.
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Aislamiento y cultivo de leucocitos en sangre

Los experimentos se desarrollaron en PBMCs aislados mediante gradiente de densidad
con ficoll a partir de 450ml de sangre total. Los linfocitos T CD4+, CD8+ y las pDCs se
obtuvieron mediante aislamiento negativo (pureza >90%) a partir de PBMCs usando los
kits de aislamientos EasySep Human CD4+, EasySep Human CD8+ T-cell y EasySep
Human Plasmacytoid DC enrichement kit (Stem Cell) respectivamente y siguiendo las

instrucciones del fabricante (Figura 11).
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Figura 11: Estrategia de anélisis mediante citometria de flujo de las poblaciones celulares de
interés. (A) pDCs. (B) Linfocitos T CD4+. (C) Linfocitos T CD8+. En estos ejemplos
representativos, se puede observar que la pureza obtenida mediante el aislamiento es superior al 90%
en todos los casos.
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Estimulacion de las pDCs y co-cultivo

Para las estimulaciones de pDCs con agonistas de TLR-7 y -9 se cultivaron 2x10° pDCs
aisladas en medio R10 (RPMI 1640 suplementado con suero fetal bobino al 10% y 1%

de penicilina-estreptomicina L-glutamina) en presencia y ausencia de:

- AT-2: VIH-1 inactivado con alditriol-2. Agonista de TLR-7. (AT-2, 20 ng/ml)

- CpG-A: CpG-ODN 2216 clase A. Agonista de TLR-9. InvivoGen (CpG-A,
IMm)

- CpG-C: CpG-ODN M362 clase C. Agonista de TLR-9. InvivoGen (CpG-C,
IMm)

- (GS-9620: Agonista TLR-7. Cayman Chemical Company. (GS-9620, 10ng/ml)

El agonista de TLR-7, AT-2 fue amablemente suministrado por el Dr. Jeffrey Lifson del

National Cancer Institute, Frederick, EEUU.

Las pDCs estuvieron en cultivo con estos agonistas durante 18h (Overnight, ON) a 37°C
y un 5% de CO,. Tras este tiempo de incubacion, las pDCs estimuladas y no
estimuladas se co-cultivaron con linfocitos T CD4+ o CD8+ autdlogos en una ratio
1:20. Todas las condiciones del co-cultivo fueron estimulados con anti-CD28 (1ug/ml),
anti-CD49d (1pg/ml), brefeldina A (BFA) (10pg/ml) y monesina (0.7pg/ml). También
se sometié al co-cultivo a la presencia y ausencia de un pool de péptidos GaG
especificos de VIH-1 (NIH AIDS Research and Referenced Reagent Program

https://www.hivreagentprogram.org/) durante seis horas a 37°C y 5%CO,. Justo al

principio del cultivo también se afiadio el anticuerpo monoclonal conjugado con el

fluorocromo BV605 CD107a.
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Analisis de expresion génica en las pDCs

Tras la incubacion ON, parte de la pDCs se destinaron al co-cultivo con linfocitos T
CD4+ o CD8+ y parte al analisis de la expresion génica y cuantificacion de citoquinas.
Los cultivos fueron centrifugados congelando por separado pellet (anélisis genético) y
sobrenadantes (perfil de citoquinas) a -80°C. Los pellets se descongelaron y se lisaron
con el kit de lisis Real Time ready Cells Lysis Kit (Roche). La sintesis de cDNA se
realiz6 inmediatamente después de la lisis con el kit Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche) segin las recomendaciones del fabricante. Se disefiaron
cebadores especificos para la cuantificacion mediante PCR de los siguientes genes:
IFN-a, IRF-3, IRF-7, IFNL3, TLR-7, TLR-9, TRIMS5a, TNF-a, BST-2, HDACEG,
APOBEC3G, SAMHD1 y TRAIL (Tabla 3). Las PCR cuantitativas se realizaron en
Roche Light Cycler 480. Los valores se normalizaron segln el método delta-delta CT

(22-AACt) )
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Tabla 3: Secuencia de los cebadores y sondas utilizados para el analisis de la expresion

génica de las pDCs aisladas y estimuladas con agonistas de TLR.

IRF3

5-GAGGTGACAGCCTTCTACCG-3’

5’-TGCCTCACGTAGCTCATCAC-3’

FAM-TCTTCCAGCAGACCATCTCC-BBQ

IRF7

5-AGGTGAGACCAGAGCCTCAA-3’

5’-CTAGGTGCACTCGGCACAG-3’

Cy5-TACACCGGGTCACTGACAGA-BBQ

IFNL3

5’-CTGCTGAAGGACTGCAAGTG-3’

5-GAGGATATGGTGCAGGGTGT-3’

Cy5-ACGCTGAAGGTTCTGGAGG-BBQ

IFNa

5’-GGGATGAGACCCTCCTAGACAAATT-3’

5’-ACACAGGCTTCCAGGTCA TTCAG-3’

FAM-CTGCACCGAACTCTAC-BBQ

TNFo

5’-TCCTTCAGACACCCTCAACC-3’

5-AGGCCCCAGTTTGAATTCTT-3’

FAM-GATTCAGGAATGTGTGGCCT-BBQ

TLR7

5-CCTTGAGGCCAACAACATCT-3’

5-GTAGGGACGGCTGTGACATT-3’

FAM-CTCTACCTGGGCCAAAACTG-BBQ

TLR9

5’-GCTAGACCTGTCCCACAATAA-3’

5’-CAAGTCCAGCCAGATCAAA-3’

FAM-ACAACAACATCCACAGCCAA-BBQ

Trim5a

5’-GAGAGACATCCTGGACTGGG-3’

5’-TGAAGCAGCTCCATCACTGA-3’

Cy5-AACTGAGATGGTGCAGCAGA-BBQ

BST2

5 -TGCTGGGGATAGGAATTCTG-3’

5’-TCAGCTCTTGTTGCAGGAGA-3’

FAM-GGGGTGCCCTTGATTATCTT-BBQ

HDAC6

5’-AAGTAGGCAGAACCCCCAGT-3’

5-GTGCTTCAGCCTCAAGGTTC-3’

Cy5-CAGTGTCACTTCGAAGCGAA-BBQ

SAMHD1

5’-AGCGATTGGTTCAAATCCAC-3’

5 -TCGATTGTGTGAAGCTCCTG-3’

FAM-AATGATCCTATCCATGGCCA-BBQ

APOBEC3G

5-GAGCGGCCTGTCTTTATCAG-3’

5’-TGCTCCAAGCTTCTGGTTTT-3’

Cy5-GGAGGTCACTTTAGGGAGGG-BBQ

TRAIL

5’-GGAACCCAAGGTGGGTAGAT-3’

5’-TCTCACCACACTGCAACCTC-3’

Cy5-AATTAGCTGGGTGTGTTGGC-BBQ
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Cuantificacion de citoquinas

Los sobrenadantes procedentes de los cultivos de estimulaciones de pDCs se recogieron
y congelaron a -80°C. Mediante Milliplex HCYTA-60K Human Cyto-Panel A (Merck
Millipore) se cuantificaron las siguientes citoquinas: TNF-a, IFN-y, IL-6, IP-10, MIP-1
a y MIP-1B segun las recomendaciones del fabricante. Los niveles de IFN-o se
determinaron mediante ELISA convencional IFN-a Multi-Subtype ELISA kit (PBL

Interferon Source) segln las recomendaciones del fabricante.

Inmunofenotipado y tincion intracelular de citoquinas

Se utilizaron PBMCs recién aisladas a partir de sangre periférica para la cuantificacion
y caracterizacion de las pDCs presentes en sangre periférica. Las PBMCs se lavaron con
PBS e incubaron con el marcador de viabilidad Live/Dead Fixable Aqua Dead Cell
Stain (Life Technologies) y los marcadores extracelulares anti- human lineage cocktail
2 (LIN-2) (CD3, CD14, CD19, CD20, CD56) FITC, anti-CD86 BV421, anti-CCR7
BV786, anti-PDL1 PECF594, anti-CD141 PE-Cy7, anti-CD11c BV650, anti-HLA-DR
BV711, anti-CD123 AF700, anti-CD1c APC-Cy7, anti-integrina 7 APC, anti- CD4
PerCP-Cy5.5 y anti-CD16 BV605. Posteriormente se lavaron las células y se
permeabilizaron usando el kit Fixation/Permeabilization FoxP3 kit (eBioscience) segun
las recomendaciones del fabricante. Las celulas fueron tefiidas intracelularmente con

anti-IDO PE y lavadas y fijadas con PBS al 4% de paraformaldehido (PFA).

Las pDCs ex vivo recién aisladas a partir de PBMCs y estimuladas se lavaron con PBS y
se e incubaron con el marcador de viabilidad Live/Dead Fixable Aqua Dead Cell Stain
(Life Technologies) y los marcadores extracelulares anti-CD81 FITC, anti-CCR7

BV786, anti-HLA-DR BV711, anti- integrina 7 APC, anti-CD4 BV605, anti-CD86
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BV650, anti-CD5 APC-Cy7, anti-CD2 PeCy5.5 y anti-TIM3 PECF594. Las pDCs se
lavaron con PBS y posteriormente se permeabilizaron y fijaron usando
Cytofix/Cytoperm Kit (BD Bioscience) segun las recomendaciones del fabricante.
Posteriormente las pDCs se tifieron con anti-IDO PE, anti-TNF-a PE-Cy7, anti-TLR-7
AF700 y anti-TLR-9 405 posteriormente se lavaron y fijaron con PBS al 4% de

paraformaldehido (PFA).

Los linfocitos T CD4+ y CD8+ ex vivo recién aislados a partir de PBMCs y los
procedentes del co-cultivo pDCs-CD4 y pDCs-CD8 se lavaron con PBS y se incubaron
con el marcador de viabilidad Live/Dead Fixable Aqua Dead Cell Stain (Life
Technologies) y los marcadores extracelulares anti-CD45RA FITC, anti-TIGIT PerCP-
Cy5.5, anti-integrina p7 BV711, anti-LAG3 BV605, anti-CD123 BV510, anti-PD1
BV786, anti-CD27 APC-Cy7 y anti-TIM3 PeCF594. Tras este paso las células lavaron
con PBS y posteriormente se permeabilizaron y fijaron usando Cytofix/Cytoperm Kit
(BD Bioscience) segun las recomendaciones del fabricante. Posteriormente, las células
se tifieron intracelularmente con anti-IL2 BV421, anti-TNF-a AF700, anti-IFN-y PCy7
y anti IL17a PE (solo para el caso de linfocitos T CD4+) / anti-perforina PE (solo para
el caso de linfocitos T CD8+); tras la incubacion se lavaron y fijaron con PBS al 4% de

PFA.

Todos los anticuerpos, clones y casas comerciales se encuentran recogidos en la Tabla

suplementaria 2.

Analisis estadistico

Las variables continuas se expresaron como medianas y rangos intercuartilicos. Las
categoricas como numeros y porcentajes. El test de U de Mann-Whitney se uso para
analizar diferencias entre grupos de estudios y el test de Wilcoxon entre estimulos
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dentro de un mismo grupo de estudio. Las correlaciones se realizaron aplicando el test
Spearman. Todos los valores para p<0.05 se consideraron significativos. Los anélisis
estadisticos se desarrollaron usando el software estadistico para ciencias sociales (SPSS
22.0; SPSS, Chicago, IL, USA). La respuesta VIH especifica se calcul6 como la
produccion e citoquinas en respuesta al pool de péptidos Gag propios del virus (123,
124). Las multiples combinaciones de citoquinas se construyeron usando los softwares
Pestle version 1.6.2 y Spice version 6 (suministrado por M. Roederer, NIH, Bethesda,
MD) y cuantificado con el indice de polifuncionalidad (Pindex) usando la versién beta
0.12 del software FunkyCells Boolean Dataminer (Suministrado por Martin Larson
(INSERM U1135, Paris, Francia)). Toda la citometria se realiz6 en el citometro de flujo
LRS-II Fortessa Cytometer (BD Immunocytometry Systems) y analizada con softoware

FlowJo, version 9.2.
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RESULTADOS

Caracteristicas de los participantes del estudio y condiciones

experimentales

Se incluyeron veintitrés PVVS (siete VIR, seis INR, seis IR y cuatro EC) y veintitn HD
como grupo control. Las caracteristicas clinicas, demograficas e inmunoviroldgicas se
resumen en la tabla 4. Se aislaron linfocitos T CD4+, CD8+ y pDCs a partir de 450ml
de sangre total de todos los participantes. Las pDCs se estimularon ON con AT-2, CpG-
A, CpG-C y GS-9620. Despues, las pDCs se co-cultivaron durante seis horas con sus
linfocitos T CD4+ o CD8+ aut6logos en presencia y ausencia de péptidos especificos de

VIH-1 (pool de péptidos Gag) (Figura 12).
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Figura 12: Disefio experimental. A partir de 450ml de sangre periférica se aislaron linfocitos T
CD4+, CD8+ y pDCs. Las pDCs se estimularon con AT-2, CpG-A, CpG-C y GS-9620 o sin
estimular durante 18 horas. Tras esta estimulacidn se pusieron en co-cultivo con linfocitos T CD4+ o
CD8+ en presencia 0 ausencia de un pool de péptidos (Gag) especificos de VIH-1.

81



El aumento de marcadores inflamatorios solubles y de los niveles de
agotamiento celular en PVVS se asocia con el nivel de activacion de las

pDCs

Para analizar la expresion ex vivo de marcadores de activacion de las DC (pDCs y
mDCs) en PVVS y HD se determinaron mediante citometria de flujo multiparamétrica
la expresion de los siguientes receptores de migracion: integrina 7 y CCR7; moléculas
de coestimuladoras CD86 y CD4 y marcadores de tolerancia y supresion inmunolégica
IDO y PDL1 respectivamente. Las mDCs de los INR mostraban una expresion elevada
de CCR7, IDO y PDL1 (Figura 13A). Las pDCs de los VIR mostraban un mayor
porcentaje de expresion de CCR7 y PDL1 que los HD. (Figura 13B). La expresion de
IDO en las mDCs se encontraba aumentadas en VIR, INR, IR y EC en comparacion con
HD (Figura 13A). También determinamos los marcadores solubles de inflamacion la
B2M vy la PCR, asi como el marcador de coagulacion D-dimero. Los dimeros-D y la
B2M estaban aumentos en INR, VIR, IR y EC respecto a los HD (Figura 13C). Los INR
también presentaban niveles de PCR significativamente aumentados respecto a los HD e
IR (Figure 13C). INR y VIR destacan ex vivo como los grupos de estudio con los
marcadores de activacion y marcadores solubles més elevados en comparacion con HD.
También se observaron correlaciones positivas entre el fenotipo de algunos marcadores
de activacion en las pDCs ex vivo y marcadores solubles de inflamacion (Figura 13D).
Es interesante destacar la correlacion positiva entre la expresion de CCR7 por las pDCs
y los niveles de dimeros-D, B2M y PCR (rh0=0.399, p=0.035; rho=0.464, p=0.12 y

rho=0.415, p=0.028 respectivamente).

Respecto a la expresion ex vivo de los marcadores de agotamiento celular LAG3, PD1,

TIGIT y TIM3 en linfocitos T de memoria CD4+ y CD8+ (Figura 13 E-G). PVVS
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presentan una mayor expresion de estos marcadores respecto a los HD (Figura 13 E-F).
Calculamos la expresion simultanea de estos marcadores, que denominamos como
“fenotipo de agotamiento multiple” representado a través de un diagrama de sectores.
Los grupos de estudio EC e IR presentaban mucho menores de este fenotipo
especialmente en linfocitos T CD4 (Figura 14). Ademas, la expresion conjunta de
LAG3, PD1 y TIGIT en los linfocitos T de memoria CD4+ y CD8+ estaba
significativamente aumentada en PVVS (Figura 13G). Esta combinacion junto con el
indice de polifuncionalidad se correlacionaba con la expresién de CCR7 en pDCs ex
vivo (rho=0.400, p=0.043 y rho=0.560, p=0.002 respectivamente) (Figura 13H). Estos
resultados muestran que el fenotipo activado de las pDCs ex vivo se asocia también con

el grado de agotamiento celular de los linfocitos T.
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Tabla 4_ Caracteristicas generales de los particimantes del estudio.

HD VIR IR INR EC

(n=21) (n=7) (n=6) (n=6) (n=4)
Sexo masculino, n (%) 15 (71-42) 7(100) 5(83-3) 6(100) 3(75)
Edad, (afios) 42 [35-51] 36 [32 - 45] 50 [41 - 62] 56 [49 - 60] 48 [37 - 57]
Linfocitos T CD4+ Nadir (células/ul) NA 376 [273 - 448] 162 [75 - 310] 42 [36 - 86] 615 [459 - 697]
Linfocitos T CD4+ (células/ul) NA 354 [299 - 456] 724 [536 - 1022] 277 [157 - 322] 738 [611 - 940]
Linfocitos T CD8+ (células/pl) NA 773 [527 - 1148] 592 [376 - 1011] 711 [423 - 1561] 543 [477 - 585]
Ratio linfocitos T CD4+/ CD8+ NA 0-5[0-33-0-71] | 1-38[0-91-1-41] | 0-36[0-18-0-51] | 1-3[1-22-1-73]
Anti-VHC n (%) 0(0) 0 (0) 0 (0) 3 (50) 2 (50)
VIH-1 RNA (Logio copias/ml) 0(0) 4-80[3-:73—-4-96] | 1-60[1-60—1-60] | 1-60[1-:60—1-60] | 1-61 [1-60—1-93]

Los valores se muestran para las variables categéricas como nameros (%) y para las variables continuas se muestran las medianas con sus rangos intercuartilicos [IQR].

Abreviaciones: NA, no aplica; VHC, virus hepatitis C; VIH-1; virus de la inmunodeficiencia humana; HD, donante sano; VIR, PVVS virémico; IR, PVVS inmuno

respondedor; INR, PVVS no inmuno respondedor; y EC, PVV controlador de Elite.
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Figura 13: Los linfocitos T y las DC de las PVVS exhiben un fenotipo de activacion o agotamiento celular
y niveles mas elevados de biomarcadores solubles. (A-B) Porcentaje de expresion ex vivo de marcadores de
activacion en pDCs y mDCs. (C) Niveles de marcadores solubles de inflamacion (PCR y B2M) y el factor de
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indirectas (cuadros purpuras) entre la expresion de marcadores de activacién en pDCs y los biomarcadores
solubles. (E-F) Porcentaje de linfocitos T CD4+ y CD8+ de memoria que expresan ex vivo las moléculas de
agotamiento celular: LAG3, PD1, TIGIT y TIM3. (G) Combinacion de marcadores de agotamiento celular en
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La estimulacion por agonistas de TLR induce un fenotipo activado en

las pDCs

Con el fin de observar la modulacion que ejercen los agonistas de TLR sobre las pDCs
determinamos en este tipo celular una serie de marcadores relacionados con:
presentacion antigénica (CD81, CD86), activacion (TIM3, HLA-DR) y tolerancia
(IDO), migracion (CCR7 y la integrina-p7), receptores intracelulares (TLR-7 y TLR-9)
y produccion intracelular de TNF-a (Figura 15A). El primer resultado que observamos
fue el incremento de la supervivencia de las pDCs en cultivo mediada por la
estimulacion con agonistas de TLR (Figura 15B). La intensidad media de fluorescecia
(MFI) de la expresion de HLA-DR incrementaba con los diferentes estimulos. Este
incremento es especialmente acentuado con los agonistas CpG-C y GS-9620 en los

grupos INR y EC. Las principales diferencias entre grupos se observaron en INR
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respecto a HD (Figura 15C, panel inferior). Con respecto al marcador de migracion
CCR7, el marcador de activacion CD86, el marcador de tolerancia IDO y la molécula de
control inmunitario TIM3 también aumentaron en todos los grupos de estudio tras la

estimulacion con CpG-A y en particular con CpG-C y GS-9620 (Figura 15D, Fy G).

La produccion de TNF-a también aumento en todos los grupos de estudio de PVVS
respecto a HD tras la estimulacion con agonistas de TLR (Figura 15H). En general,
todos los marcadores los mayores aumentos de expresion con los agonistas CpG-C y

GS-9620, encontrandose la mayoria de las diferencias con los HD.
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Los agonistas de TLR aumentan la transcripcion de IFN-a, los genes

reguladores de interferdn y factores de restriccion viral en pDCs

Adicionalmente también se determind el perfil de expresion génica de pDCs in vitro tas
su estimulacion (Figura 16A). Se determinaron mediante gPCR la expresion de IFN-a,
de genes reguladores de interferon (IRF3, IRF7 y IFNL3), TLR-7, TLR-9, TNF-q,
factores de restriccion (TRIMS5a, BST2, HDAC6, APOBEC3G y SAMHDI) y TRAIL
(Figura 16). De forma general la transcripcion de IFN-o, IFR3, IRF7, IFNL3 y TNF-«
aumento con los diferentes estimulos (Figura 16B-F). Los maximos niveles de
expresion se obtuvieron con el estimulo GS-9620. De forma llamativa no encontramos
diferencias significativas en la transcripcion de IFN-a entre los grupos de estudio
(Figura 16B, panel inferior). Incluso los individuos VIR e INR alcanzaron niveles de
expresion de IFN-a similares a los observados en EC. También se detecté un perfil
parecido en la transcripcién de IFNL3, solo se detectaron diferencias entre EC y HD tras
estimularse con CpG-C (Figura 16E, panel inferior). Curiosamente, se observaron
correlaciones positivas entre los niveles de transcripcion de TLR-9, IFN-a, IRF-7 e

IRF3y la trascripcion de BST2 con los diferentes estimulos (Figural?).
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La produccion de citoquinas por pDCs es mayor tras la estimulacion

con GS-9620

A continuacién, analizamos la produccién de citoquinas por pDCs en los sobrenadantes
de los cultivos (Figura 18A). En primer lugar, observamos un incremento en la
produccién de IFN-o tras la estimulacion con agonistas de TLR (Figura 18B). Las
principales diferencias entre los grupos de estudio se detectaron tras la estimulacion con
CpG-C y GS-9620. La produccion de IFN-a por los HD tras la estimulacion con CpG-C
fue menor en comparacion con individuos EC, IR, e INR. Estas diferencias también se
observaron en EC e IR tras la estimulacion con GS-9620. EI mayor incremento en la
produccidn de citoquinas se produjo en pDCs estimuladas con GS-9620 procedentes de
individuos EC. No se observaron diferencias en la produccion de IFN-a entre pDCs
estimuladas con CpG-A, CpG-C y GS-9620 de individuos HD y VIR. Por otro lado,
solo se observo un incremento significativo en la produccion de IFN-y por pDCs de
individuos IR, encontrandose diferencias entre HD e INR, IR y EC tras la estimulacién
con CpG-C (Figura 18C). Respecto a la produccion de IL-6 y TNF-a, se produjo un
incremento en la produccion de ambas citoquinas en todos los grupos de estudio (Figura
18D y E). Los niveles de MIP-1a y MIP-1f también se vieron incrementados tras la
estimulacion con agonistas de TLR-7 y -9, alcanzando las méximas concentraciones con
GS-9620 (Figura 18F y G). Es importante recalcar que en individuos INR las pDCs
secretaron los niveles méas elevados de IP-10 tras la estimulacién con CpG-C (Figura
18H). Finalmente, el incremento en la expresion de los marcadores de activacion CD2,
CCR7, TIM3, CD86 y CD8L1 en las pDCs estimuladas con CpG-A, CpG-C y GS-9620
se correlaciono de forma directa con la produccién de citoquinas (Figura 18l). Estos
resultados sugieren que los agonistas de TLR podrian actuar como potenciadores de la
actividad antiviral natural de las pDCs.
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La estimulacion mediante agonistas de TLR de las pDCs induce un

incremento en la respuesta VIH-1 especifica de los linfocitos T

Finalmente, para indagar si estos agonistas pueden servir como potenciadores de la
actividad natural de la pDC modulando al linfocito T, analizamos la respuesta VIH-1
especifica en estas células. Definimos la respuesta T especifica a un antigeno como la
frecuencia de células que producen intracelularmente citoquinas (IL-2, TNF-a y IFN-y)
junto con el factor de degranulacién CD107a tras la exposicion a dicho antigeno, en este caso
a un pool de péptidos Gag procedentes del VIH-1. Al analizar la respuesta incluimos la
determinacion de la IL-17 en el caso de los linfocitos T CD4+ y de la proteina
citotoxica perforina (PRF) en los linfocitos T CD8+. Para analizar esta respuesta se co-
cultivaron las pDCs previamente estimuladas con agonistas de TLR (AT-2, CpG-A,
CpG-C y GS-9620) junto con linfocitos T CD4+ o CD8+ autdlogos. Este co-cultivo a su

vez fue expuesto a un pool de péptidos Gag de VIH-1 (Figura 19A).

Respuesta VIH-1 especifica de los linfocitos T CD4+. La estimulacion mediada por
TLR induce una respuesta de los linfocitos T CD4 VIH-1 especifica mediante el
incremento en la produccién de IL-2, TNF-a e IFN-y. Los niveles mas elevados de
respuesta se observaron en los individuos pertenecientes a los grupos de estudio IR y
EC cuyas pDCs habian sido previamente estimuladas con GS-9620 (Figura 19B-D).
Como medida adicional calculamos la suma de la produccion de todas las citoquinas
producidas en respuesta a los péptidos Gag. Aunque esta suma fue particularmente alta
en los individuos IR y EC, también los sujetos pertenecientes a los grupos de estudio
INR y VIR vieron incrementada su respuesta tras el co-cultivo con pDCs previamente

estimuladas con GS-9620 (Figura 19E).
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Figura 18: Los agonistas de TLR incrementan la produccién de citoquinas por pDCs. A) Disefio
experimental. B-H) Niveles de IFN-a, IFN-y, IL-6, TNF-a, MIP-1a, MIP-1p y IP-10. Mapas de calor

representando en azul las comparaciones entre grupos no significativas y en una escala de rojos las
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estadisticamente significativas. 1) Mapa de calor representando en purpura las correlaciones inversas y
en verdes las directas entre los marcadores de activacion en pDCs y la produccidn de citoquinas.

Significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.




Cabe destacar que este incremento en la respuesta VIH-1 especifica por parte de las
células memoria de los linfocitos T CD4+ se correlaciono positivamente con la
produccién por parte de las pDCs estimuladas con CpG-C y GS-9620 de IP-10, TNF-a,
IFN-y e IFN-a (Figura 19E)Ademads, la produccion intracelular de IFN-y y TNF-a
también se correlaciond con el incremento de la transcripcién de los factores de

restriccion BST-2, SAMHD1, APOBEC3G y TRIM5a. por parte de la pDC (Figura 6G).

Respuesta VIH-1 especifica de los linfocitos T CD8+. También se pudo observar el
incremento de la respuesta VIH-1 especifica por parte de los linfocitos de memoria T
CD8+ tras el co-cultivo con pDCs previamente estimuladas. Este incremento se observé
tanto en la produccion individual de citoquinas como en la suma de todas ellas y las
moléculas CD107a y perforina (Figura 20A). En este caso también analizamos la
polifuncionalidad o la expresién simultaneas de estas citoquinas (Figura 20B). Los
individuos EC presentaron una distribucion méas polifuncional que los individuos INR y
VIR tras el co-cultivo con pDCs previamente estimuladas con GS-9620. No se
encontraron diferencias entre individuos EC e IR (Figura 20B, panel superior). La suma
de todos los marcadores analizados (IL-2, TNF-a, IFN-y, CD107a y PRF) se
correlaciono con el incremento de la transcripcién por parte de la pDC estimulada con

GS-9620 de TNF-0, IFN-a, IRF3 e IRF7 (Figura 20C).

Por otro lado, la suma de la produccion 3, 4 y 5 citoquinas por los linfocitos de memoria
T CD4+ en respuesta a péptidos Gag tras el co-cultivo con pDCs previamente
estimuladas con CpG-C se asocio con la misma respuesta en CD8+, obteniendo los
individuos pertenecientes a los grupos IR y EC los niveles méas elevados de respuesta
(Figura 21A). Finalmente, la suma de las tres citoquinas (IL-2, TNF-a ¢ IFN-y) se
correlaciono de forma inversa con la expresion de los marcadores de agotamiento

celular PD1 y TIM3 tras el co-cultivo con pDCs previamente estimuladas con GS-9620
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(Figura 21B). Ademas, tras el co-cultivo, observamos la normalizacion de los niveles de
PD1 por parte de los linfocitos de memoria T CD4+ en individuos IR y EC en relacion

con HD (Figura 21C).
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Figura 19: Los agonistas de TLR inducen un incremento en la respuesta VIH-1 especifica de los
linfocitos T CD4. A) Disefio experimental. B-D) Produccién intracelular de citoquinas por los linfocitos T
CD4+ en co-cultivo con pDCs previamente estimuladas con agonistas de TLR en respuesta a un pool de
péptidos Gag especificos de VIH-1. E) Suma de la produccion intracelular de IL-2, TNF-a, IFN-y, IL17a y
CD107a por los linfocitos T CD4+ en co-cultivo con pDCs previamente estimuladas con agonistas de TLR
en respuesta a un pool de péptidos Gag especificos de VIH-1. B-E) Mapas de calor representando en azul
las comparaciones entre grupos no significativas y en una escala de rojos las estadisticamente
significativas. F) Correlaciones entre la produccién de citoquinas por pDCs estimuladas con GS-9620 y la
produccion de citoquinas por linfocitos T CD4+ tras el co-cultivo con dichas pDCs. G) Correlaciones
entre el incremento de la transcripcion de BST2, SAMHD1, APOBEC3G y TRIM 5« por pDCs estimuladas
y la produccidn de citoquinas por linfocitos T CD4+ tras el co-cultivo. Significacion estadistica: *p<0.05,

**n<0.01, ***p<0.001.
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Figura20: Los agonistas de TLR inducen un incremento en la respuesta VIH-1 especifica de los
linfocitos de memoria T CD8. A) Suma de la produccion intracelular de I1L-2, TNF-a, IFN-y, perforina
y CD107a por los linfocitos T CD8+ de memoria y su produccién individual tras el co-cultivo. Mapas
de calor representando en azul las comparaciones entre grupos no significativas y en una escala de rojos
las estadisticamente significativas. B) Representacion de la polifuncionalidad mediante diagramas de
sectores. C) Correlaciones entre los cambios en el incremento de la transcripcion de TNF-o, IFN-a,
IRF3 e IRF7 por las pDCs estimuladas con GS-9620 y la respuesta VIH-1 especifica de los linfocitos T
CD8 de memoria. Significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figura 21: Relacién entre la respuesta VIH especifica de linfocitos T y marcadors de
agontamiento celular. A) Correlacion directa entre las respuestas VIH-1 especificas de linfocitos T
CD4+ y CD8+. B) EIl incremento de respuesta VIH-1 especifica mediada por las pDCs previamente
estimuladas es inversamente proporcional a la expresién de marcadores de agotamiento celular en los
linfocitos T CD8. C) Expresion de PD1 en linfocitos T CD4+ tras el co-cultivo con pDCs previamente
estimuladas con agonistas de TLR. Significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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DISCUSION

En este segundo capitulo de la presente tesis doctoral mediante un ensayo in vitro,
donde hemos podido observar como la estimulacién de las pDCs mediante agonistas de
TLR produce un incremento en la expresion de marcadores de activacion, la
transcripcion de genes relacionados con la via del interferdn y factores de restriccion y
la produccién de citoquinas por parte de las pDCs. Los agonistas CpG-C y GS-9620
resultaron ser los estimulos mas potentes, alcanzando la mayoria de marcadores su
expresion maxima con ellos. De hecho, incluso los grupos de estudio VIR e INR
lograron alcanzar niveles de activacion similares a los observados en EC. También
pudimos observar como este fenotipo activado y maduro de la pDC inducido por
agonistas de TLR-7 y -9 era capaz de inducir un incremento en la respuesta VIH-1

especifica tanto de los linfocitos T CD4+ como CD8+ en todos los grupos de estudio.

Como ya hemos comentado en la introduccion global, la infeccidn crénica por VIH-1 se
caracteriza por un estado de inflamacién permanente que se refleja en niveles elevados
de biomarcadores inflamatorios y de agotamiento celular incluso en individuos bajo
TAR con carga viral suprimida (125, 126). Estos marcadores solubles de inflamacion y
coagulacion estdn asociados con un mayor riesgo de morbilidad y mortalidad por
ENOS, especialmente en individuos INR (23, 109, 127). Por lo tanto, es crucial disefiar
estrategias para disminuir esta inflamacién. Las pDCs se han asociado con el control de
la infeccion por VIH-1 pero también con la progresion de la enfermedad (73, 128, 129).
De hecho, en este estudio hemos encontrado asociaciones entre el fenotipo de la pDCs
ex vivo, biomarcadores solubles de inflamacion y marcadores de agotamiento celular
expresados en linfocitos T. En primer lugar, observamos que los niveles de dimeros-D,

B2M, y PCR en PVVS se asociaban con la expresion de CCR7, CD2, CD86, CD81 y
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HLA-DR en las pDCs ex vivo, mostrando los individuos INR el fenotipo mas exhausto
y activado, y los EC el que menos. Los grupos de estudio INR y VIR compartian un
fenotipo ex vivo similar més activado y exhausto. Atendiendo a los niveles de
agotamiento celular de los linfocitos T, encontramos correlaciones directas con la
expresion de CCR7 por parte de las pDCs y la expresion simultanea de varios de estos
marcadores tanto en linfocitos T CD4+ como CD8+. Este estado de agotamiento celular
se produce como consecuencia a una exposicion constante al antigeno que conduce a
una disfuncion celular y del sistema inmunitario produciendo: disminucion en la
proliferacion celular, reduccién en la secrecion de citoquinas, ademas este fenotipo
celular parece contribuir al reservorio celular del VIH-1 (49, 130-133). En trabajos
anteriores, se ha identificado a los linfocitos T CD4+ y CD8+ que expresaban estos
marcadores de agotamiento celular (PD1, LAG3 y TIM3) antes del inicio del TAR
como un nicho preferencial para el establecimiento del reservorio VIH-1 (49). La
expresion simultanea de estas moléculas se ha correlacionado fuertemente con la carga
viral y con una respuesta VIH-1 especifica mediada por citoquinas muy baja (126). De
hecho, estos marcadores se han identificado también como fuertes predictores, tras la
interrupcién del TAR, del rebote de la carga viral en la cohorte de estudio SPARTAC
(131). Durante la infeccion aguda por VIH-1 la expresion de TIM3 por los linfocitos T
CD4+ y CD8+ es elevada pero no es asi en PVVS bajo TAR con carga viral suprimida,
en comparacion con individuos no infectados. Esto quiere decir que el TAR podria ser
efectivo reduciendo los niveles de TIM3 (133, 134). De hecho, en nuestra cohorte solo
observamos diferencias en la expresion de TIM3 entre individuos pertenecientes a los
grupos INR y HD. En este trabajo, la expresion simultanea de LAG3, PD1 y TIGIT,
pero no de TIM3, se asocid positivamente con la expresion por las pDCs ex vivo del

marcador de migracion CCRY7. Estos resultados sugieren que hay una relacion entre el
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estado de activacion de la pDC y el fenotipo de agotamiento celular que presentan los
linfocitos T. De hecho, el propio VIH-1 puede inducir directamente una maduracion
parcial de la pDC y el aumento de expresion de CCR7 induciendo una migracién de
estas células a los drganos linfoides secundarios (135), por eso los mecanismos
inmunomoduladores a traves de los agonistas de TLR podrian modificar este estado de
agotamiento celular y el establecimiento del reservorio. De hecho, tras el co-cultivo de
pDCs y linfocitos T, se observd una normalizacion en la expresion de PD1 en los
linfocitos T CD4+ en los diferentes grupos de estudio, pero especialmente en individuos

IRy EC.

Los ensayos preclinicos y clinicos indican claramente que los agonistas de TLR tienen
un gran potencial como agentes estimuladores y moduladores del sistema inmunitario.
El primer obsticulo para lograr la cura funcional del VIH-1 es la presencia del
reservorio latente del virus en las células del sistema inmunitario. Es aqui donde los
agonistas de TLR gracias a su potencial funcién como agente reversores de la latencia
se postulan como candidatos en el disefio de estrategias terapéuticas para alcanzar esta
cura funcional (136). Alguno de estos agonistas de TLR se estan empleando ya en
ensayos clinicos en PVVS como es el caso del agonista de TLR, GS-9620 y el de TLR-
9, MGN1703 (122, 137-139). Recientemente, también se ha publicado que la
administracion conjunta del potente anticuerpo neutralizante PGT121 junto con GS-
9620 durante el inicio temprano del TAR produce un retraso en la reaparicion de la
carga viral plasmatica tras la interrupcion del tratamiento en macacos infectados por
SVIH-1. Esta combinacion inducia también la eliminacion por completo del reservorio
viral en algunos animales y el control de la infeccién (121). Sin embargo, los
mecanismos moleculares del efecto inmunomodulador de estas moléculas son en su

mayoria desconocidos. Los resultados obtenidos en este trabajo arrojan luz sobre estos
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mecanismos subyacentes de activacion de la pDCs a través de diferentes agonistas de
TLR. De hecho, nuestro grupo ya ha descrito que tras la estimulacion de los TLR, las
pDCs aumentan la expresion de algunas moléculas claves como HLA-DR, CCRY7,
CD40 y CD86 lo cual se asociaba al control del VHC (75). En el presente trabajo, tras la
estimulacion con agonistas de TLR las PVVS han alcanzado mayores niveles de
expresion de los marcadores de activacion y mayor produccion de TNF-a e IFN-a que
los HD. Cabe destacar que este efecto se produjo independientemente del fenotipo de
infeccion por VIH-1, la mayoria de PVVS, lograron alcanzar niveles similares de
activacion a los de los EC. Este resultado sugiere que el potenciamiento de la
funcionalidad de la pDC a través de la estimulacion de TLR puede alcanzar un fenotipo
similar al del control espontaneo del VIH-1. Este incremento fue especialmente
significativo bajo los estimulos CpG-C y GS-9620. Ademas, del incremento esperado
en la produccion de IFN-o, es importante destacar la produccion de TNF-o. La
secrecion de TNF-o de forma autocrina y paracrina es capaz de activar las células
latentemente infectadas por VIH-1 reduciendo el reservorio viral (140). También hemos
observado un incremento en la transcripcion de genes relacionados con el interferon.
Esto es muy importante porque esta activacion parece revertir los déficits inducidos por
la infeccion por VIH-1 en la produccion de IFN-a a través de la via de IRF7 en las
pDCs (141). Ademés, del aumento en la transcripcion de los genes relacionados con
interferén se correlacionaba directamente con la trascripcion del factor de restriccion
BST2. BST2/Teterina inhibe fuertemente la liberacién del VIH-1 de la célula infectada,
impidiendo la transmision del virus célula a célula (142-144). La secrecion de
interferon de tipo | permite a la pDC activar tanto una respuesta inmunitaria innata
como adaptativa mediante la induccion de la migracion de células NK, la maduracion de

células dendriticas (DC), macréfagos o linfocitos T y presentacion antigénica y
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maduracion de las células plasmaticas a células productoras de anticuerpos (145, 146).
Por otro lado, el aumento de la expresion del complejo principal de histocompatibilidad
(CPH) y de moléculas coestimuladoras de linfocitos T como HLA-DR y CD86 permiten
a las pDCs maduras la presentacion de antigenos y la activacion de los linfocitos T
(147). Sin embargo, también se ha descrito que una exposicion prolongada a interferon
de tipo | puede dafar el proceso de hematopoyesis produciendo linfopenia (148) y
aumentando el riesgo de padecer procesos autoinmunes (149). De hecho, Baenziger S.
et al. observaron que la estimulacion continua de TLR-7 en ratones conducia a una
activacion inmunitaria y a la disrupcién del sistema linfoide (150). En este contexto,
BST2 puede contribuir a controlar la sobreproduccion de IFN-I por las pDCs tras la
infeccion viral y/o una respuesta inflamatoria persistente (151, 152). Nuestros
resultados muestran que los agonistas de TLR consiguen una activacion efectiva de las
pDCs y, ademas, activan mecanismos de control de la respuesta mediante el incremento

de la transcripcion de BST2 como efecto antiviral adicional.

Aunque la pDCs se han caracterizado clasicamente por su capacidad de producir IFN-a,
estas células también actian como presentadoras de antigenos (153, 154). Las pDCs
pueden procesar y presentar antigenos tanto enddgenos como exdgenos mediante los
CPH-1y -Il que inducen una activacion antigeno especifica tanto de linfocitos T CD4+
como CD8+ (155-159). Recientemente se ha publicado que la administracion del
agonista de TLR-9 MGN1703 en PVVS potencia el fenotipo activado tanto de pDCs
como de linfocitos T (139). Este estudio va mas allé al explorar el impacto que tiene la
estimulacion de la pDC mediante AT-2, CpG-A, CpG-C y GS-9620 en la respuesta
VIH-1 especifica, mostrando que la pDC estimulada de esta forma induce un
incremento en la respuesta VIH-1 especifica. Estos resultados en combinacion con otros

estudios (160, 161) muestran el importante papel de las pDCs como células
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presentadoras de antigenos capaces de inducir eficientemente una respuesta T debido a
su capacidad para presentar antigenos eficientemente (162). Por el contrario, hay
autores como Ram et al. que no observaron este incremento en la respuesta especifica T
mediada por la estimulacion con GS-9620 in vivo (122, 162). En el presente estudio,
aunque la mayor respuesta de los linfocitos T se observé en individuos pertenecientes a
los grupos de estudio IR y EC, es interesante destacar que incluso los sujetos INR y VIR
(probablemente con mayor reservorio) consiguieron incrementar su respuesta tras el co-
cultivo con pDCs previamente estimuladas con GS-9620. En este sentido, la induccién
de la transcripcion en la pDCs mediante CpG-C y GS-9620 de BST2, SAMHD1,
APOBEC3G y TRIM5a se correlaciono directamente con la produccion intracelular de
IFN-y y TNF-a por parte de los linfocitos T CD4+ de memoria. BST2, APOBEC3G y
Trim50 actian directamente sobre el VIH-1 ejerciendo una actividad antiviral (163—
165). Mientras que SAMHD1 reduce el pool intracelular de desoxirribonucle6tidos
interfiriendo con la retrotranscripcion del VIH-1 (166). El perfil de expresion de estos
factores de restriccion por parte del hospedador juega un papel muy importante en el
tamafio de su reservorio (167). De hecho, previamente se ha descrito que una
disminucion significativa en la frecuencia de células que albergan VIH-1 intacto en
PVVS bajo TAR tratadas con Vesatolimod (molécula Gilead GS-9620) que se asocid
con un retraso en el repunte de la carga viral tras la interrupcion del TAR (122). En esta
linea nuestros resultados muestran un incremento de la respuesta VIH-1 especifica por
parte de los linfocitos T CD8+ en PVVS que ademas se asocid con el incremento de la
transcripcion de TNF-a, IFN-a, IRF3 e IRF7 por parte de las pDCs estimuladas por GS-

9620.

Incluso mostrando algunas limitaciones, nuestro estudio puede representar las bases

moleculares de los mecanismos para la implementacion presente y futura de estas
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terapias imunomoduladoras en humanos. En primer lugar, el disefio del estudio no
incluyo otras poblaciones de DC. Aunque la principal diana del VIH-1 son los linfocitos
T CD4+, las pDCs representan una subpoblacion de DC con un papel crucial en la
infeccion por VIH-1 debido a su papel como principales productoras de IFN-a,
expresion de factores de restriccion y su actividad como célula presentadora de antigeno
(168). La segunda limitacion es el bajo numero de participantes incluidos en cada grupo
de estudio. La complejidad de los experimentos y la baja representacion de las pDCs en
sangre periférica (<1%) requirieron la extraccion de 450ml de sangre total lo cual limitd
el nimero de participantes. Sin embargo, éstos se seleccionaron cuidadosamente con
unos criterios de inclusion estrictos y representativos de cada fenotipo de progresion de

la infeccion por VIH-1.

Este estudio proporciona abundantes datos fenotipicos y funcionales novedosos por los
cuales los agonistas de TLR acttan como potenciadores de las pDCs para inducir una
fuerte respuesta VIH-1 especifica en los linfocitos T. En conjunto, estos hallazgos
sugieren que los agonistas de TLR podrian desempefiar un papel importe en estrategias
de curacion del VIH-1. Este estudio, junto con los recientes hallazgos respaldan que
para mejorar ain mas el efecto anti-VIH-1 de CpG-C y GS-9620, se deben desarrollar
estrategias inmunoterapéuticas combinando estas moléculas con intervenciones

inmunoldgicas adicionales.
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CAPITULO 3

ENSAYO CLINICO EN FASE Il PARA EVALUAR LA
SEGURIDAD Y EFICACIA DE VEDOLIZUMAB COMBINADO
CON TAR PARA CONSEGUIR LA CURACION FUNCIONAL EN

PVVS SIN TAR PREVIO.
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INTRODUCCION

Los TAR actuales son capaces de suprimir la replicacion del VIH-1 hasta niveles
indetectables de carga viral plasmética, sin embargo, son ineficientes en la erradicacion
del virus (113). El VIH-1 es capaz de permanecer latente en reservorios tanto
anatémicos como celulares (169, 170). Tras la interrupcion del TAR, este reservorio se
reactiva rapidamente aumentando la replicacion del virus y conduciendo a un réapido
aumento de la carga viral plasmatica en la mayoria de las PVVS (171). Las alternativas
terapéuticas actuales se basan en conseguir la erradicacion de virus o la supresion
permanente de la carga viral plasmatica en ausencia de TAR también conocida como
cura funcional, tal y como ocurre en las PVVS controladoras de élite (124). EI GALT
esta especialmente enriquecido de linfocitos T CD4+, los cuales representan la principal
diana del VIH-1 (172). Una de las rutas mas usadas para el trafico de los linfocitos T
CD4+ a GALT es a través de la interaccion entre la integrina a4fB7 expresada en la
superficie de los linfocitos T CD4+ y la molécula de adhesion celular MadCAM-1 (del
ingles “mucosal vascular adhesién molecule 1) expresada principalmente en las
vénulas del endotelio alto (80). Los viriones VIH-1 también son capaces de incorporar
la integrina 04p7 a su membrana (173). Asimismo, la proteina gp120 del VIH-1 puede
unirse a la integrina a4B7 expresada en la superficie de los linfocitos T CD4+ activando
la molécula LFA-1 y promoviendo el establecimiento de la sinapsis virologica
favoreciendo asi la transmision de la infeccion célula a célula (174). Los hallazgos de
estudios anteriores sugieren que los linfocitos T CD4+ con mayor expresion de la
integrina 04p7 pueden ser infectados preferencialmente por el VIH-1 (175). Esto es un
aspecto clave en la inmunopatogénesis del VIH-1 que debe tenerse en cuenta en el
disefio de estrategias para la obtencion de una remision viroldgica sostenida ya que la

mayoria de las células dianas para el VIH-1 se encuentran en el GALT. En esta linea,
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también se ha descrito en ensayos con macacos que los linfocitos T CD4+ oa4f7+
poseen hasta 3 veces mas reservorio que los 04p7- (176). Ademas, el bloqueo de la
integrina a4p7 reducia significativamente los niveles de reservorio en GALT (81, 176—
178). Sin embargo, la asociacion entre los niveles de reservorio en sangre periférica y en
GALT y el bloqueo de la integrina a47+ en PVVS no esta clara. Los hallazgos mas
importantes relacionados con el papel que juega la expresion de la integrina a4f7 en la
infeccion, provienen de las evidencias que muestran que la susceptibilidad a infectarse
por VIH-1 aumenta en relacion a la proporcion de linfocitos T CD4+ a4B7+ (179-181).
De acuerdo con estos hallazgos, la integrina 047 parece ser una opcion como diana
terapéutica para la prevencion o el tratamiento del VIH-1. En este contexto se publicé la
supresion virolégica permanente tras la IAT en macacos que recibieron una
intervencion conjunta de TAR y un anticuerpo monoclonal que bloquea la integrina
a4PB7(81). Estos resultados no han podido ser reproducidos (82-84). El éxito en el
modelo de simios hizo al anticuerpo frente la integrina 04p7 un perfecto candidato
como adyuvante al TAR con la finalidad de obtener la cura funcional. De hecho, ya
existia un anticuerpo monoclonal frente a la integrina 047 (Vedolizumab) aprobado
para el tratamiento de enfermedades inflamatorias intestinales (78, 79). En base a estos
hallazgos, se realizd un ensayo clinico para evaluar la eficacia de Vedolizumab en
PVVS con infeccion cronica y carga viral suprimida bajo TAR (NCT02788175) (85).
Simultaneamente, desde el Hospital Virgen del Rocio iniciamos el primer ensayo
clinico para evaluar la seguridad y eficacia de Vedolizumab combinado con TAR para
alcanzar la remision viroldgica permanente en PVVS en infeccidn reciente sin TAR
previo tras la IAT. EIl objetivo principal del estudio fue evaluar la seguridad y eficacia
de Vedolizumab para alcanzar la remision virologica permanente en PVVS en infeccion

reciente tras IAT. Como objetivos secundarios se plated la caracterizacion exhaustiva
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del perfil inmunologico asociado a los niveles de reservorio VIH-1 tanto en sangre

periférica como en GALT tras el bloqueo la integrina o437 in vivo.
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MATERIALES Y METODOS

Disefo del estudio

Se trata de un ensayo clinico en fase 2, abierto y de brazo Unico para evaluar la
seguridad y eficacia virologica de Vedolizumab (Entyvio) combinado con TAR en
sujetos con fecha conocida de infeccion por VIH-1 y sin TAR previo (Figura 1).
Vedolizumab fue gentilmente suministrado por el Hospital Virgen del Rocio de Sevilla
y el régimen de TAR escogido consistié en dolutegravir (DTG), tenofovir alefenamida
(TAF) y emtricitabina (FTC). Este ensayo se llevo a cabo en el seno de la unidad de
Enfermedades Infecciosas, Microbiologia y Parasitologia junto con la unidad de
ensayos clinicos fase I/11 del Hospital Universitario Virgen del Rocio (Sevilla, Espafia).

Los criterios de inclusion fueron:

- PVVS con una edad comprendida entre los 18 y 65 afios.

- Viremia detectable superior a 10* copias ARN VIH-1-1/ml.
- Recuento de linfocitos T CD4+ superior a 350 células/pul.

- Aceptar la IAT.

- Firmar el correspondiente consentimiento informado.

Todos los participantes se incluyeron entre septiembre de 2018 y junio de 2019
comenzando simultaneamente el TAR vy las infusiones intravenosas mensuales de
Vedolizumab en las semanas 0, 4, 8, 12, 16, 20 y 24. Vedolizumab es un anticuerpo
monoclonal humanizado antagonista de la integrina a4f37 que impide su interaccion con
MadCAM-1 (182). ElI TAR vy las infusiones de Vedolizumab se interrumpieron
simultaneamente en la semana 24 de seguimiento. Todos los participantes se les realizo

una colonoscopia con toma de muestra en ileon y ciego antes de comenzar el
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tratamiento y en el momento de la interrupcién de este; basal (BL) y semana 24 (S24).
Durante la fase de interrupcion se realizd una visita de seguridad mensual a todos los
participantes donde se monitoriz0, entre otros parametros, el recuento de linfocitos T
CD4+ y la viremia plasmatica hasta la semana 48. Los criterios de reintroduccion del

TAR durante esta fase fueron:

- La disminucion del recuento de linfocitos T CD4+ por debajo de las 350
células/pl.
- Cargas virales por encima de 10° copias ARN VIH-1-1/ml en dos visitas

consecutivas.

Se determinaron estos criterios de reintroduccion del TAR para poder observar un
potencial control de la viremia tras un repunte de la carga viral después de la IAT. Se
aconsejé reiniciar el TAR a los sujetos que alcanzaron el final del ensayo (semana 48)
sin TAR pero con carga viral detectable (>20 copias ARN VIH-1-1/ml). Todos los
efectos adversos y su gravedad fueron documentados segun los criterios recogidos en:
“Division of AIDS Table for Grading the Severity of Adult and Pediatric Adverse

Events, version 2.0, November 2014 .

Este ensayo clinico fue aprobado por el comité ético de investigacion en farmacos
provincial de Sevilla (NCT: 03577782; Cddigo interno: FIS-VED-2017-01, Cddigo del
estudio: N° EudraCT: 2018-000497-30) y autorizado por la agencia espafiola del

medicamento y productos sanitarios (AEMPS).

Determinaciones de laboratorio

El recuento de linfocitos T CD4+ y CD8+ absolutos se realizé mediante el citbmetro de

flujo FC500 (Beckman-Coulter, Brea,CA). Los niveles plasmaticos de carga viral RNA-
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VIH-1 se cuantificaron mediante PCR cuantitativa (Cobas AmpliPrep/Cobas TagMan
HIV-1 test; Roche Molecular Systems, Basel, Switzerland) (Limite de deteccion: 40
copias ARN VIH-1/ml). Todos estos procedimientos se realizaron segun las

recomendaciones del fabricante.

Determinaciones de marcadores solubles y acido retinoico

Las muestras de suero se recogieron en tubos separadores de suero y las de plasma en
tubos con EDTA. Tanto los sueros como los plasmas fueron preservados a -20°C hasta
la determinacion de los siguientes marcadores: PCR, B2M y dimeros-D. Los niveles de
PCR y B2M se determinaron mediante un ensayo en suero de inmunoturbidimetria
usando el analizador Cobas 701 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Los
dimeros-D se cuantificaron mediante un inmunoensayo automatizado (HemoslL D-
dimer HS 500; Instrumentation Laboratory, Bedford MA). Los niveles plasmaticos de
acido retinoico se determinaron mediante UHPLC-MS/MS segin el método

previamente descrito en la literatura cientifica (183-185).

Aislamiento de células mononucleares periféricas

El aislamiento de PBMCs se realiz6 usando tubos Vacutainer CPT Mononuclear Cell
Preparation Tubes (con heparina sodio) mediante centrifugacion con gradiente de
densidad. Las muestras fueron extraidas antes de iniciar ambos tratamientos, una
semana antes de cada infusién de Vedolizumab y en las semanas 28, 32, 36, 40, 44 y 48
del seguimiento tras IAT. Las PBMCs se conservaron en nitrégeno liquido hasta su

procesamiento.
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Aislamiento de células mononucleares procedentes de tejido

grastrointestinal

Las biopsias de ileon y ciego se obtuvieron durante las colonoscopias realizadas en
basal y semana 24 del seguimiento. Estas dos localizaciones fueron biopsiadas debido a
sus diferentes caracteristicas inmunitarias; mas inductoras de la tolerancia o efectoras,
respectivamente (186). Entre 10-13 biopsias se preservaron en medio R10 y se
procesaron inmediatamente después del procedimiento. Estas biopsias se lavaron con
PBS y EDTA al 14% durante 30 minutos a 37°C en agitacion. Las biopsias se
disgregaron de forma mecanica con cuchillas. Después, se incubaron con R10 y 20mg
de colagenasa tipo IV (Sigma-Aldich) durante 30 minutos a 37°C en agitacion suave.
Durante esta incubacion, se disgrego el tejido mediante pases con jeringuillas y agujas
finas cada 15 minutos hasta quedar completamente disgregado. Tras esta incubacién
filtramos la suspension celular obtenida con filtros de 70um y lavamos abundantemente
con medio R10. Las células resultantes se preservaron en nitrogeno liquido hasta su
procesamiento. También se conservaron dos biopsias intactas y en RNA later a -80°C

para la extraccion de ADN y ARN respectivamente.

Inmunofenotipado y cuantificacion de las células a4p7

PBMCs: Tras descongelarse y lavarse con PBS se incubaron con el marcador de
viabilidad LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain (Life Technologies) y con los
anticuerpos extracelulares anti-CD45RA (FITC), anti-TIGIT (PercpCy 5.5), anti-LAG3
(BV605), anti-PD1 (BV510), anti-B7 (BV711), anti-CD27 (BV786), anti-CD38
(BV650), anti-CD3 (APCH?7), anti-a4p7 (APC), anti-TIM3 (PeCF594), anti-HLA-DR
(BV570), anti-CD4 (AF700), anti-CD19, anti-CD14 y anti-CD56 (Pacific Blue). Tras la
incubacion se lavaron las células y se permeabilizaron con Fixation/Permeabilization
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FoxP3 Kit (eBioscience) segun las recomendaciones del fabricante. Las celulas se
tiferon con anti-Ki67 (PE), posteriormente se lavaron con el tampon de lavado
correspondiente y se fijaron en PBS con PFA al 4%. Las muestras se adquirieron en el
citometro de flujo LSR-II Fortessa Cytometer (BD Immunocytometry Systems) y se

analizaron usando el software FlowJo, version 9.2.

Células procedentes de tejido gastrointestinal: Tras descongelarse y lavarse con PBS se
incubaron con el marcador de viabilidad LIVE/DEAD fixable Violet Dead cell stain y
se incubaron con los siguientes anticuerpos extracelulares anti-CCR6 (Alexa Fluor 647),
anti-CD45RA (FITC), anti-CD25 (PE-Cy7), anti-CXCR5 (BV421), anti-LAG3
(BV605), anti-CXCR3 (PerCP-Cy5.5), anti-PD1 (BV510), anti-CD127 (BUV737), anti-
CD45 (BUVS805), anti-CD8 (BUV615), anti-CD69 (BB700), anti-CD103 (BV480),
anti-CCR7 (BUV563), anti-CD3 (APC-H7), anti-TIM3 (PE/DAZZLE 594), anti-04B7
(APC), anti-CD123 (Alexa Fluor700), anti-CD11c (BV650), anti-HLA-DR (BV570),
anti-B7 (BV711), anti-CD27 (BV786), anti-CD19, anti-CD14, anti-CD20 y anti-CD56
(Pacific Blue). Tras la incubacion se lavaron las células y se permeabilizaron con
Fixation/Permeabilization FoxP3 Kit (eBioscience) siguiendo las recomendaciones del
fabricante y se incubaron con anti-FoxP3 (PE-Cy5) y anti-Ki67 (PerCP-eFluor 710),
posteriormente se lavaron con el tampdn de lavado correspondiente y se fijaron en PBS
con PFA al 4%. Las muestras se adquirieron usando el citdbmetro espectral Cytek
Aurora Spectral Cytometer 4L (Cytek Biosciences) y se analizaron usando el software

FlowJo, version 9.2.

Todos los anticuerpos, clones y casas comerciales se encuentran recogidos en la Tabla

suplementaria 3.
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El anticuerpo monoclonal anti-a4p7 (APC; clon ACT-1) nos lo proporciono gentilmente
los doctores Danlan Wei y James Arthos del National Institute of Allergy and Infectious
Disease (NIAID-NIH). Este anticuerpo comparte el mismo epitopo que Vedolizumab.
La cuantificacion de los niveles de integrina a4p7 se realiz6 mediante este anticuerpo en
el punto basal y a lo largo del seguimiento mediante la siguiente estrategia de analisis:
CD4+CD45RO+B7+. Numeroso estudios han demostrado que la poblacion de
linfocitos CD4+CD45RO+B7+ son un >99% a4fB7+ en sangre periférica; por lo cual
hemos utilizado este analisis para cuantificar la expresion de a4B7 en los linfocitos T
CD4+ (175, 179, 187, 188). El porcentaje de integrina a4fB7 bloqueada por
Vedolizumab se calculé usando esta poblacién como referencia y combinando los

anticuerpos anti- 04p7 (APC; clon ACT-1) y anti- B7 (BV711; clon FIB504).
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Figura 22: Estrategia de analisis mediante citometria de flujo para la cuantificacion de la integrina a4p7.
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Aislamiento de linfocitos T CD4+ a4p7+

A partir de PBMCs se aislaron los linfocitos T CD4+CD45R0O+p7+ y B7- usando el
separador celular BD FACSAria Fusion Flow Cytometer (BD Immunocytometry
Systems) y el software de analisis FlowJo, version 9.2. Tras descongelarse y lavarse con
PBS, las PBMCs se incubaron con el marcador de viabilidad LIVE/DEAD Fixable
Aqua Dead Cell Stain (Life Technologies) y con los anticuerpos extracelulares
antibodies anti-CD45RA (FITC), anti-p7 (BV711), anti-04p7 (APC), anti-CD27
(BV786), anti-CD3 (APCH7), anti-CD4 (AF700), anti-CD19, anti-CD14 y anti-CD56
(Pacific Blue). Tras la incubacion las células se lavaron y se preservaron en PBS hasta

su separacion.

Todos los anticuerpos, clones y casas comerciales se encuentran recogidos en la Tabla

suplementaria 3.

Concentracién plasmética de Vedolizumab e inmunogeneicidad

La concentracion plasmatica de Vedolizumab y la presencia de anticuerpos anti-
Vedolizumab se determind mediante el uso de los inmunoensayos tipo ELISA

RIDASCREE VDZ Monitoring (r-biopharm) segun las recomendaciones del fabricante.

Cuantificacion de ADN y RNA VIH-1-1 asociado a célula

Los niveles de ADN y ARN de VIH-1-1 se cuantificaron mediante ddPCR a partir de
ADN y ARN extraido usando el lector BIO-RAD QX200 Droplet Reader. EI ADN
genémico procedente de PBMCs se extrajo utilizando el kit Blood DNA Mini Kit
(Omega, Bio-Tek). Para las células CD4+CD45R0O+ B7+ y B7- se usé el kit QlAamp

DNA Micro Kit (Qiagen). Para el ARN a partir de PBMCs se us6 el kit NucleoSpin
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RNA purification kit (Macherey-Nagel) y para las células CD4+CD45RO+ B7+ y B7- el
kit RNeasy Micro Kit (Qiagen). Las concentraciones de ADN y ARN se determinaron
mediante Qubit Assay (ThermoFisher Scientific) y se llevaron todas a una
concentracion de 30ng/ul. La PCR se realizaron con una temperatura de anillamiento de
58°C usando el sistema Bio-Rad QX200 ddPCR y el numero de copias se calculd
mediante el software de analisis Bio-Rad QuantaSoft software v.1.7.4. Como genes de
referencia para normalizar el nimero de copias se utilizé el RPP30, en el caso del ADN

y el TBP en el caso de ARN.

Secuenciacion proviral completa en PBMCs (FLIP-seq)

ElI ADN genomico, extraido a partir de PBMCs se diluyo en genomas provirales
individuales en base los resultados de la ddPCR vy la distribucion estadistica de Poisson,
por lo que un provirus estaba presente en aproximadamente el 20-30% de los pocillos.
Posteriormente, el ADN se sometio a la amplificacion del genoma casi completo del
VIH-1 utilizando una aproximacion de PCR anidada de amplicon Unico. La reaccién
estaba compuesta por: una unidad por cada 20l de reaccién de Invitrogen Platinum Taq
(catalog 11302-029), tampdn 1x, MgSO4 2mM, dNTP 0.2mM, y cebadores a 0.4 pM.
Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa. Las
secuencias que parecian completas se sometieron a secuenciacion mediante Illumina

MiSeq. Mediante “Python programming language (https://github.com/BWH-

Lichterfeld-Lab/Intactness-Pipeline)” se identificaron grandes deleciones perjudiciales,

inserciones o0 codones de parada prematuros (189). La presencia o ausencia de
mutaciones asociadas a APOBEC-3G/3F se determind usando la base de datos Los

Alamos National Laboratory (LANL) HIV Sequence Database Hypermut 2.0 program
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(190). Las secuencias virales sin ninguna de las mutaciones citadas se clasificaron como

secuencias intactas.

Determinacion de ADN proviral intacto (IPDA) en células Gl

El ADN genomico previamente extraido procedente de las biopsias de ileon y ciego se
uso para la determinacion de provirus intactos mediante IPDA. Esta técnica consiste una

ddPCR para cuantificar provirus intactos, deleciones 5’ y 3’ y/o hipermutaciones (191).

Analisis estadistico

Las variables continuas se expresaron como medianas y rangos intercuartilicos. Las
categéricas como numeros y porcentajes. El test de U de Mann-Whitney se us6 para
analizar diferencias entre muestras no apareada y el test de Wilcoxon para muestras
apareadas. Las correlaciones se realizaron aplicando el test Spearman. Todos los valores
para p<0.05 se consideraron significativos. Los andlisis estadisticos se realizaron
usando el software estadistico para ciencias sociales (SPSS 22.0; SPSS, Chicago, IL,
USA). La expresion simultanea de marcadores de agotamiento celular se analizé usando
los softwares Pestle version 1.6.2 y Spice version 6 (suministrado por M. Roederer,
NIH, Bethesda, MD) y se cuantificado mediante el indice de polifuncionalidad (Pindex)
usando la version beta 0.12 del software FunkyCells Boolean Dataminer (Suministrado

por Martin Larson (INSERM U1135, Paris, Francia)) (192).
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RESULTADOS

Caracteristicas de los participantes y seguridad de Vedolizumab vy
TAR en PVVS

Entre septiembre y junio de 2019 se incluyeron en el ensayo clinico 10 PVVS
recientemente infectadas sin TAR previo (9 hombres y una mujer) (Figura 23). Se
administraron un total de siete infusiones de Vedolizumab a cada participante sin
registrar ningun efecto adverso ni durante, ni tras la administracion del farmaco. Ningun
sujeto abandond o tuvo que ser excluido del ensayo sin completar las 48 semanas.
Ningun sujeto presentaba anticuerpos anti-Vedolizumab al inicio del ensayo (BL) ni los
desarrollaron posteriormente (datos no mostrados). La mediana de tiempo de infeccién
fue de 75 dias (rango intercuartilico, 40-82). El tiempo de infeccién se calcul6 como el
tiempo medio entre un test VIH negativo y el positivo (encontrandose las dos
determinaciones dentro de una venta temporal de seis meses) y/o 15dias antes del inicio
de sintomas compatibles con el sindrome retroviral agudo. Las caracteristicas
demogréaficas e inmunoldgicas mas importantes de los participantes estan recogidas en
la tabla 5. Podemos concluir que Vedolizumab es un farmaco seguro y bien tolerado en

PVVS que no estan bajo TAR.

T Vedolizumab (300mg Entyvio)

B Biopsia GALT

Cribado TAR(DTG+TAF+FTC) N IAT

“Semanas 2 -1 4 8 12 16 20 24//28 32 36 40 44 48/

S I R I I B

1
Figura 23: Disefio del ensayo clinico. Se incluyeron 10 participantes en infeccion aguda por VIH sin
TAR. Los sujetos iniciaron simultdneamente el TAR y las infusiones mensuales de Vedolizumab
(300mg) durante las semanas 0, 4, 8, 12, 16, 20 y 24. El TAR y Vedolizumab se interrumpieron en la
semana 24. Se sometid a todos los participantes a dos colonoscopias con toma de biopsias de ileon y
ciego en lasemana 0y 24.
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Tabla 5: Caracteristicas basales de los 10 sujetos incluidos en el ensayo clinico. El recuento de linfocitos T CD4+ y CD8+ y la carga viral
plasmatica basal se determinaron en la analitica de cribado en la semana -1 antes de comenzar el ensayo clinico.

partipanes | Ecaa | soo | TR deineecion | Recuenig ok KD | Recueto Lt D8 | o couoDs | (o015 SR
P1 44 Masculino 71 569 454 1.25 6.80
P2 23 Masculino 92 478 1285 0.37 6.09
P3 40 Masculino 75 571 552 1.03 5.29
P4 33 Masculino 75 728 973 0.74 4,01
P5 43 Masculino 28 370 1138 0.32 6.12
P6 42 Femenino 74 396 1112 0.35 5.15
P7 42 Masculino 38 757 1294 0.58 7.00
P8 28 Masculino 40 403 1074 0.37 7.00
P9 23 Masculino 78 891 1716 0.51 5.09
P10 40 Masculino 275 511 620 0.82 4.92
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Eficacia tras la interrupcion analitica del tratamiento

Ningun sujeto permanecid con carga viral suprimida sin TAR a la semana 48 de
seguimiento (Figura 24A). Durante la fase de IAT, cuatro de ellos reiniciaron el TAR
tras sufrir un repunte de la carga viral plasmética en dos determinaciones consecutivas
(>10° copias ARN- VIH-1/ml). Los otros seis completaron el seguimiento sin cumplir
criterios de reintroduccion de TAR y con las siguientes cargas virales 1590 (participante
1, P1), 6250 (P4), 4670 (P6), 10000 (P8), 36450 (P9) y 4300 (P10) copias ARN- VIH-
1/ml (Figura 24A). El sujeto P7 reintrodujo TAR en la semana 36, pero sufrié otro
repunte de la carga viral en la semana 40. Este individuo informo de una falta de
adherencia al TAR durante el ensayo y por lo cual fue excluido de los analisis
virologicos. De hecho no se detectd ninguna mutacion de resistencia a TAR en BL ni en
las semanas 24, 28 y 48 en este sujeto. A nivel inmunoldgico, no solo no observamos
una disminucion del recuento de linfocitos T CD4+ a lo largo del seguimiento, sino que
detectamos un incremento significativo de éstos en las semanas 24, 28 y 48 respecto al
punto basal (Figura 24B). En resumen, no observamos una remision viroldgica
completa tras la interrupcion de la administracion conjunta de TAR y Vedolizumab en

PVVS recientemente infectados.
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La terapia combinada disminuyd los niveles de reservorio VIH-1

A pesar de no obtener una remision virologica completa, el disefio del ensayo nos
permitié analizar los factores inmunologicos, centrandonos en la integrina o4p7,
asociados a los niveles de reservorio VIH-1 tanto en sangre periférica como en GIT. En
primer lugar, analizamos los niveles de reservorio VIH-1; observando una disminucion
en los niveles de ADN-VIH-1 total de PBMCs en las semanas 24, 28 y 48 en relacion
con el punto basal (Figura 25A, panel izquierdo). Una dindmica similar se detecto
también a nivel de ARN-VIH-1, excepto en la semana 28 (Figura 25A, panel derecho).
Esto puede deberse a que en esta semana ningin participante se encontraba bajo TAR
pero presentaban carga viral detectable. Es interesante destacar que los sujetos que
cumplieron criterios de reintroduccion de TAR mostraron niveles mayores de ADN-
VIH-1 a lo largo de todo el seguimiento en comparacion con los que alcanzaron la
semana 48 sin TAR (Figura 26A, panel izquierdo). Respecto a los niveles de ARN-
VIH-1 asociado a células solo se observaron estas diferencias en el punto basal y en la
semana 28 (Figura 26A, panel derecho). En células procedentes de las biopsias de ileon
y ciego también pudimos determinar los niveles de reservorio VIH-1 (Figura 25B). En
este caso tanto los niveles de ADN-VIH-1 como ARN-VIH-1 asociados a células
disminuyeron significativamente en ambas localizaciones en la semana 24 respecto al
punto basal. No encontramos diferencias en los niveles de reservorio VIH-1 entre las
dos localizaciones. En este caso, no encontramos diferencias entre los sujetos que
completaron el ensayo sin TAR y los que reintrodujeron TAR, presentado niveles
similares de reservorio VIH-1 en GIT (Figura 26B). También pudimos observar una
potente correlacion positiva entre el reservorio ADN-VIH-1 en ileon y ciego y la carga
viral plasmatica basal (Figura 25C panel izquierdo) que no se detecto con el reservorio

VIH-1 en PBMCs (Figura 25C panel derecho).
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Efecto de la intervencion terapéutica en la expresion de la integrina p7

La cuantificacion de a4p7 se realizod siguiendo la estrategia de analisis anteriormente

citada: CD4+CD45RO+p7+ sin observar diferencias

(a75, 177, 187, 188),
significativas en su expresion a lo largo del ensayo en PBMCs (Figura 27A). Sin
embargo, en los sujetos a los que se les reintrodujo el TAR presentaban un porcentaje

mayor de células CD4+CD45RO+B7+ en PBMCs en la semana 24 (Figura 28A).
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**p<0.01, ***p<0.001.

Ademas, estas células se correlacionaron directamente con el reservorio VIH-1 en
PBMCs en este punto del estudio (Figura 27B). También pudimos cuantificar los
niveles de provirus intactos y defectivos dentro del total de ADN-VIH-1 en PBMCs,
observando una asociacion directa entre los provirus defectivos y el porcentaje de

células CD4+CD45RO+ B7+ en la semana 24 (Figura 27C y 28B). A diferencia de lo
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que ocurre en PBMCs (Figura 27A), si que observamos una disminucién en el
porcentaje de células CD4+CD45RO+ B7+ presentes en ileon y ciego en la semana 24
respecto al punto basal del ensayo (Figura 27D). Hay que destacar que no se observo
una disminucion en el porcentaje de linfocitos T CD4 totales en GIT (Figura 28C) ni
tampoco diferencias entre los participantes que completaron en ensayo sin criterios de
reintroduccion de TAR y los que si lo reintrodujeron (Figura 28D). Con el fin de
analizar en profundidad el papel de la integrina a4B7 en el establecimiento del
reservorio se procedié a su cuantificacion en las células CD4+CD45RO+ B7+ y B7-
sorteadas en los puntos basal y semana 24 (Figura 27E). Las células CD4+CD45R0O+
B7+ contenian niveles superiores de ADN y ARN-VIH-1 asociado a células comparado
con las CD4+CD45RO+B7- en ambos puntos del ensayo. Es importante destacar que
solo se observé una disminucion significativa del reservorio en las células
CD4+CD45RO+ B7+ en la semana 24 respecto al inicio del ensayo y no en las

CD4+CD45RO+B7-.

127



ADN-VIH

(Copias per 10° PBMCs)

¢ NO_TAR
o TAR

ADN-VIH ILEON
(Copias per 10° Células)

(= N A

ARN-VIH asociado a célula ILEON

BL S24 S28

o

(Copias per 10° ARN-TBP)
o N B
[}
b -

ARN-VIH asociado a célula

8
—_— R S—
o
)
H 6
g
.
o | e ..
9.4 °e . o .
g SI' o o . .
- :
=3 * HE )
3 .
§2
Y ;
BL S24 S28 S48
N
25 ns 008
o3
©
e .
Gé3
e P
; 22 .
o3
< al
IS
Qo r

ARN-VIH asociado a célula CIEGO

Copias per 10° ARN-TBP)
o N S
| et
[ = -

«V‘Q- <X <X <X
N o (2 o
MO
R2 oV

Figura 26: Comparacion en la dindmica del reservorio ADN y ARN-VIH-1 asociado a
células entre participantes que concluyeron el ensayo sin reiniciar TAR (NO TAR) y los
que si lo hicieron (TAR). PBMCs (A). ileon y ciego (B). Significacion estadistica: *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001.

128



;\6‘25
A = B 207 (=0.864 201r=0.683
3 S 0 8 =0.050
3 = p=0.005 T p=0.
o 20 . + .
= ~ . E
UE- L3 ?AlS + 15
(O3 . oY .
215 * X 3 x 3 .
< . ol ° 5
< S . X o .
a 8 10 8 1 10
+ 10 £ £
g 2 %2 s
@ o [alg . o< .
a s i (@] 5 (@) 5
Q 3 . N .
E ~ s n : . n ., .
o o 0
g s g 0 1 2 3 25 3.0 35 4.0 45
&7 ADN-VIH S24 S24 ARN-VIH asociado a célula
< (Copias per 10° PBMCs) (Copias per 10° ARN-TBP)
20 40— o o
° r=0.000 o 29r=0733 .
’°t p>0.999 . ,°t p=0.031 . N
T
<EL,\15 $A15 BAso— .
(O3 0 [e S} . <
x B x 3 + 3
na [ o @ ° O m
< b . Sk . X o
0 10 0O =10 O~ 20
(R [o)= S =
Q'r 2 :l‘ o o e
o< . A< . Q2
[ O 5 < 7 104
N . N . a
(%] .® n . . o
o o
o 0
0 s24 &DN VIH I2 3 0 10 20 30 0—
AN miacto S24 ADN-VIH Defectivo
(Copias per s) (Copias per 10° PBMCs)
E i
8
—~ i ajs
%) * > *
o @ @
= (8] .
6 - « Z 6
m @ & .
T o - o < ° 3
= «© . el o LX)
> S 13 m LDO ;.‘ e L1
. .o S
a8l & . . 3 -
< 2 ° o 0 . c @
0 < o
S ) Iy
Q. 2 < 24
o >| '5_2
O solee .o z 8
- L
0 0 T T T T
A~ & A & x A A% A
Ox% o O& 5 R R L o
& <& & & O L (¢} ©
9 § 9 2 & % & %
N N \2) > \» >
Jox ¥4 & K & & &
F & & & & Sy
9 9 ¢ & O & o
N7 N7 ./ > (%7
2 A9 &V =3 > Y 6,1/5(/ 2

Figura 27: Asociacion entre el tamafio y la calidad del reservorio VIH-1 en relacion con la expresion de la
integrina ag4p7. A) Dinamica en la expresion de la integrina 04p7 en linfocitos de memoria T CD4 a lo largo
del seguimiento en PBMCs. B) Asociaciones entre el reservorio VIH-1 y el porcentaje de células CD4+ a4p7+
en PBMCs en la semana 24. C) Asociaciones entre provirus VIH-1 intactos y defectivos y el porcentaje de
células CD4+ a4B7+ en PBMCs en la semana 24. D) Dinamica en la expresion de la integrina 04p7 en
linfocitos de memoria T CD4 a lo largo del seguimiento en ileon y ciego. E) Niveles de ADN y ARN-VIH-1 en
células sorteadas CD4+CD45RO+ o4f7+ y CD4+CD45RO+ o4f7-. Significacion estadistica: *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001.

129




>

° » R
ISES ™ 3 O 30
= @) S
: s | - 2
m 20 M L] o ©
t Qg 2 . !
= T . RN =320
15
< 8 2§ .
i . .. gel o E
*, * * = . ol
o . I a®10
& 5 S 01 I
< . 1
A s 3 z >
9 2 2
. . 0
é o . -1 < 0
BL S24 S28 S48 &v?" &?? ,Q}Q‘ ,\v<~2~
R 9
0.02
1001 1004 0.019 100+
80 - .
< 80 e 80
S 3 &
S 60+ 2 60+ K 60+
X (@) (@) ° °
O 40 & 404 & 404
0 o
20 O 204 O 204 L4
0 T T T T 0 T T T T 0 T I 1 1
S O > O O N S O
> & o O O ¢ C) O N O e
\\f" N4 & ¥ \v(" \\f" o\(" ¥ \VQ’ \V(" 0\@ ©
P AR I P AR o P >
§ 40;
= .
o
wn
1]
T 301 .
£
Qo
<
é- 204 ‘e .
3 .
@
0 .
3 104
o . .
Q
<
a) 0 | [ :
© o
__ILEON CIEGO |, _ILEON CIEGO |,
BL Semana 24

Figura 28: Niveles de integrina a4f7 y calidad del reservorio VIH. Comparacion en la expresion de la
integrina a4B7 entre los participantes que concluyeron el ensayo sin reiniciar TAR (NO TAR) y los que si
lo hicieron (TAR) en PBMCs a lo largo del seguimiento (A). Comparacion entre los niveles de provirus
intactos y defectivos entre los participantes que concluyeron el ensayo sin reiniciar TAR (NO TAR) y los
gue si lo hicieron (TAR) en PBMCs (B). Porcentaje de leucocitos (CD45), linfocitos T CD4+ y CD8+ en
ileon y ciego en los puntos basal y semana 24 del ensayo (C). Comparacion en la expresion de la integrina
04P7 entre los participantes que concluyeron el ensayo sin reiniciar TAR (NO TAR) y los que si lo
hicieron (TAR) en ileon y ciego, en los puntos basal y semana 24 del ensayo (D). Significacién estadistica:
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

130




El bloqueo de la integrina a4p7 se asocia con los niveles de reservorio

VIH-1

Se cuantificaron los niveles séricos de Vedolizumab antes de cada una de las siete
infusiones hasta la semana 32 (Figura 29A). Las concentraciones obtenidas fueron muy
similares a aquellas observadas en ensayos clinicos sobre enfermedad inflamatoria
intestinal (78, 79), aunque la concentracion media fue ligeramente inferior a la
observada en PVVS en infeccién cronica (85). Esto puede deberse a que Vedolizumab
también se puede estar uniendo a la integrina a4p7+ presente en la envuelta de los virus
al poseer los participantes niveles elevados de carga viral plasmatica. A pesar de esto,
Vedolizumab fue capaz de bloquear completamente la integrina a4f7+ presente en los
linfocitos T CD4+ de sangre periférica pero no fue asi en ileon y ciego (Figura 29B).
En este contexto, es importante destacar la asociacion directa entre la fraccion no
bloqueada de CD4+CD45RO+a4p7+ por Vedolizumab y el tamafio del reservorio VIH-
1 en GIT, esta observacion fue posible gracias al uso del anticuerpo anti-a4p7 (clon
ACT-1) con el mismo epitopo que Vedolizumab (Figura 29C, panel izquierdo). Sin
embargo, cuando usdbamos el anticuerpo anti-B7 (con un epitopo diferente a
Vedolizumab, clon FIB504) que nos permitia identificar la poblacion total
CD4+CD45RO+04p7+ (células bloqueadas y no bloqueadas por Vedolizumab), no
observabamos esta asociacion (Figura 29C, panel derecho). En base a estos datos
pudimos calcular el porcentaje de células CD4+CD45RO+04p7+ que presentaban la
integrina 04B7 bloqueada por su uniéon a Vedolizumab. No obtuvimos diferencias en el
porcentaje de bloqueo entre ileon y ciego, ni entre individuos que finalizaron el ensayo
sin TAR y los que requirieron reintroducirlo en la semana 24 (Figura 30). De forma
esperable y tal y como ocurre la figura 29C, también encontramos una asociacion entre
el porcentaje de células CD4+CD45R0O+0a47+ bloqueadas tanto en ileon como en
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ciego y el tamario del reservorio VIH-1. Otro resultado que es importante destacar es la
correlacion inversa entre los niveles totales de ADN-VIH-1 en ileon y la concentracién

sérica de Vedolizumab en la semana 24 (Figura 29E).
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Los marcadores de agotamiento celular estan asociados con el

reservorio VIH-1y la integrina a4p7

Los marcadores de agotamiento celular se han asociado con los niveles de reservorio
VIH-1 (49). En este trabajo hemos podido cuantificar la expresién de PD1, TIM3,
TIGIT y LAG3 en los linfocitos T CD4 de memoria tanto en PBMCs como en células
procedentes de GIT y analizar su asociacion con la expresion de la integrina a4p7 y con
el reservorio VIH-1. Siguiendo la misma dinamica que la expresion de a4B7 en sangre
periférica (Figura 27A) no observamos diferencias en la expresion de PD1 a lo largo del
seguimiento, mientras que los niveles de TIGIT (Figura 31A) y LAG3, pero no de
TIM3 se redujeron significativamente en sangre periférica en la semana 24 (Figura
32A). La expresion de PD1 y TIGIT en los linfocitos T CD4+ de memoria se

correlacion0 positivamente con el porcentaje de células CD4+CD45RO-+B7+ y con los
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niveles de reservorio periférico VIH-1 (Figura 31B y C). Al calcular la expresion
conjunta de estos marcadores mas la integrina 7, mediante el indice cuantitativo
Pindex, pudimos observar que su expresion simultanea se correlacionaba con el
porcentaje de células CD4+CD45RO+f7+ y con el reservorio periférico VIH-1,
presentando los individuos que necesitaron reiniciar el TAR los niveles mas elevados
(puntos rojos) (Figura 31D y Figura 32B). Profundizando mas en el andlisis de estas
células a4p7+, con elevado reservorio VIH-1 y fenotipo exhausto, encontramos que
también se asociaban con marcadores solubles de inflamacion como dimeros-D, PCR y
B2M (Figura 31E). Los niveles de B2M disminuyeron a lo largo de ensayo, asocidndose
en la semana 24 con la expresion de PD1 y la integrina 047 en los linfocitos T CD4 de
memoria, de la misma forma que los niveles de dimeros-D se asociaron con el

reservorio ADN-VIH-1 en el mismo punto del ensayo (Figura 31F).

Finalmente, también analizamos estos parametros en el GIT. En este caso, y de forma
opuesta a lo que observamos en PBMCs (Figura 31A), si que observamos una
disminucion significativa en la expresion de HLA-DR, LAG3, TIM3 (Figura 32C) y
PD1 (Figura 31G) en los linfocitos T CD4 de memoria en la semana 24 respecto al
punto basal. Por otro lado hay que tener en cuenta que los linfocitos T CD4 foliculares
(Tth) expresan PD1 vy la integrina a4f7 (175) y aunque no observamos una variacion en
su porcentaje en GIT a lo largo del seguimiento (Figura 31H), esta subpoblacién
linfocitaria se asocio directamente con la fraccion de linfocitos T CD4+ a4B7+ no
bloqueados por Vedolizumab en la semana 24. También observamos una tendencia con

el reservorio ADN-VIH-1 en ileon.
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Figura 31: Los marcadores de agotamiento celular se asocian con la expresion de la integrina a4p7 y con
los niveles de reservorio VIH-1. A) Dinamica de la expresion de PD1 y TIGIT en linfocitos T CD4+ de
memoria a lo largo del seguimiento en PBMCs. B) Correlaciones entre los niveles de ADN-VIH-1y la expresion
de PD1y TIGIT en linfocitos T CD4+ de memoria en PBMCs antes de la IAT. C) Correlacion entre la expresion
de la integrina 04p7 y las moléculas de agotamiento celular (PD1 y TIGIT) en linfocitos T CD4+ de memoria en
PBMCs antes de la IAT. D) Asociaciones entre la expresion de la integrina 04p7 y la expresion simultanea de
a4p7, LAG3, PD1y TIM3 en los linfocitos T CD4+ de memoria en PBMCs antes de la IAT. E) Dindmica de los
biomarcadores solubles de inflamacion a lo largo del ensayo. F) Mapa de calor representando las correlaciones
directas (rojo) e inversas (azul) entre biomarcadores solubles y niveles de ADN-VIH-1 en PBMCs y la expresion
de 04B7 y los marcadores de agotamiento celular en linfocitos T CD4+. G) Expresion de PD1 en linfocitos T
CDA4+ en GIT. H) Porcentaje de Tfth en GIT a lo largo del ensayo. 1) Correlaciones entre Tth y CD4+CD45R0O+
a4p7+ y el reservorio ADN-VIH-1 en ileon antes de la IAT. Significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001.
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Figura 32: Marcadores de agotamiento celular, expresion simultanea de estos y la integrina adp7 y
otros marcadores de activacion. A) Expresion de LAG3 y TIM3 a lo largo del seguimiento en linfocitos
T CD4+ de memoria en sangre periférica. B) Diagrama de sectores representando la expresion simultanea
de B7, LAG3, TIM3, TIGIT y PDI en la semana 24 entre los individuos que posteriormente reiniciaron
tratamiento y los que no. C) Expresién de HLA-DR, LAG3 Y TIM3 en linfocitos T CD4 de memoria
procedentes de ileon y ciego en los puntos basal y semana 24. Significacion estadistica: *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001.
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Los niveles de acido retinoico se asocian con el reservorio VIH-1 en
GIT

Las principales subpoblaciones celulares asociadas con niveles altos de expresion de la
integrina 04B7 son: los linfocitos Tth (Figura 31H), los T CD4+ reguladores (Treg) y
los Th17 (Figura 34A). Al contrario de los que hemos descrito con los linfocitos Tfh
(Figura 311), no hemos observado asociaciones entre el porcentaje de linfocitos Treg y
Th17 y la expresion de o04f7. Sin embargo, el porcentaje de Treg aumento
significativamente y consecuentemente el ratio Th17/Treg disminuyo en ileon en la
semana 24 (Figura 34A). La ratio Th17/Treg, junto con los niveles de acido retinoico
intervienen en el mantenimiento de la homeostasis y la reparacion de dafios en el GIT.
A pesar de que no hemos observado diferencias en las concentraciones de &cido
retinoico plasmatico a lo largo del seguimiento (Figura 33), si que se asociaban de
forma inversa con los niveles de ADN-VIH-1 en la semana 24, y de forma directa con
los niveles de Tregs y con las mDCs en ciego justo antes de la IAT (semana 24) (Figura
34B). Finalmente, el decremento entre el punto basal y la semana 24 tanto del reservorio

VIH-1 como del ratio Th17/Treg se asociaron entre si directamente en ileon como y en

ciego (Figura 34C).
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Figura 33: Acido retinoico y reservorio VIH. (A) Niveles de 4cido retinoico plasmaticos a lo largo del
ensayo. (B) Incremento y decremento de los niveles de ADN-VIH-1 a lo largo del seguimiento.
Significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figura 34: Los niveles plasméticos de acido retinoico se asocian con los niveles de reservorio
VIH-1 en GIT. A) Dinamica de los linfocitos Thl7 y Treg en ileon y ciego a lo largo del
seguimiento. B) Asociacion entre los niveles de &cido retinoico plasmaticos, el reservorio VIH-1,
Treg y mDCs antes de la IAT (Semana24). C) Asociaciones directas entre el decremento del rato
Th17/Treg y el reservorio ADN-VIH-1 en ileon y ciego. Significacion estadistica: *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001.
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DISCUSION

En este capitulo final hemos plasmado los resultados obtenidos en el ensayo clinico en
fase Il para analizar la seguridad y eficacia de Vedolizumab combinado con TAR para
alcanzar la remision virologica en PVVS en infeccion reciente. Podemos decir que
Vedolizumab ha resultado ser seguro y bien tolerado en este tipo de sujetos. Sin
embargo, y a pesar de que seis de los participantes concluyeron el ensayo sin criterios
de reintroduccion del TAR, no se obtuvo una remision virologica completa en ningun
individuo tras la IAT. No obstante, este estudio ha proporcionado importante
informacion sobre el papel de la integrina 047 en los niveles de reservorio VIH-1 tanto

en sangre periférica como en tejido gastrointestinal (GIT).

Acorde con los resultados ya publicados en PVVS en infeccion cronica, las infusiones
de Vedolizumab no han presentado efectos adversos presentando un perfil de seguridad
muy adecuado para su uso las PVVS (85). Respecto a la eficacia virologica, ningun
individuo obtuvo la remision completa sin TAR durante el ensayo. Una vez mas, estos
hallazgos son consecuentes con los observados en infeccidn cronica (85) y también con
los estudios en modelos de simio (82-84). Sin embargo, los criterios mas laxos de
reintroduccion del TAR tras la IAT adoptados en nuestro ensayo, nos han permitidos
observar que el 60% de los participantes completaron el ensayo sin TAR, sin una
disminucion significativa en el recuento de linfocitos T CD4+ y con cargas virales
comprendidas entre 1590 — 36950 (mediana [RIC]; 5495 [3311 — 13804 ARN-VIH-1
copias/ml]). La ausencia de un grupo control placebo nos impide determinar si

Vedolizumab ha influido en los niveles de “set point” virales.

El disefio del estudio nos ha permitido analizar en profundidad el papel de la integrina

a4p7 en el establecimiento del reservorio VIH-1 tanto en sangre periférica como en
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tejido gastrointestinal en humanos. En primer lugar, analizamos la dindmica a lo largo
del seguimiento del reservorio VIH-1 en PBMCs y en GIT. Como era de esperar
observamos una disminucion pronunciada del reservorio en sangre periférica, al
contrario que en los pacientes tratados en infeccion cronica (85), pero acorde a estudios
anteriormente publicados de inicio temprano del tratamiento (193-195). En nuestro
ensayo clinico, pudimos observar que los individuos que reintrodujeron el TAR
mostraban niveles mas elevados de reservorio VIH-1 tanto basalmente como en la
semana 24 (IAT) y en la semana 48 (final del estudio) los sujetos que permanecian sin
TAR seguian presentando niveles méas bajos de reservorio VIH-1. Estos resultados son
congruentes con trabajos anteriores que han relacionado el tamafio del reservorio VIH-1
(definido como ADN o ARN asociado a células) con el tiempo de rebote de la carga
viral tras la IAT (196, 197). No existe mucha informacion sobre esta dinamica respecto
el reservorio en GIT ya que las colonoscopias con toma de biopsias, aunque son seguras
en PVVS en infeccidn, es una técnica invasiva que no suele realizarse (198, 199). En
nuestro caso hemos podido analizar la dindmica del reservorio VIH-1 en este tejido,
observando una disminucién semejante a la observada en PBMCs. De hecho, en nuestro
estudio existe una asociacion muy fuerte entre la carga viral plasmética y el reservorio
VIH-1 en GIT que no se da en PBMCs, lo cual corrobora la importante contribucién de
este tejido no solo al reservorio VIH-1 sino también a la viremia, como ya se habia
sugerido en estudios anteriores con modelos animales (53). Los resultados obtenidos en
este ensayo amplian el conocimiento sobre la dinamica del reservorio VIH-1 en GIT

tras la introduccion temprana del TAR.

No existe suficiente evidencia cientifica sobre la relacion entre los niveles de integrina
a4p7, su bloqueo y la modulacion del reservorio VIH-1 en sangre periférica y GIT en

humanos. Nosotros hemos observados una fuerte asociacién entre los linfocitos de
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memoria CD4+ 04B7+ y el reservorio VIH-1 tanto en PBMCs como en ileon y ciego.
Estos resultados se asemejan a los obtenidos en una cohorte de PVVS que iniciaron el
TAR durante una fase de primoinfeccion muy temprana y donde observaron que la
expresion de la integrina 04B7 en las células de la lamina propia de ileon y recto se
asociaba directamente con la cantidad de ADN-VIH-1 (200). Incluso hemos podido
determinar que esta asociacion con la integrina 04f7 se debe principalmente a los
niveles de ADN-VIH-1 pertenecientes a provirus defectivos y no a intactos (201). Los
siguientes hallazgos sobre el papel de la integrina a4B7 en el establecimiento del
reservorio los encontramos analizando la expresion de ésta a lo largo del ensayo tanto
en sangre periférica como en GIT. Estd ampliamente aceptado que los linfocitos de
memoria CD4+ o4f7+ son, junto con las mucosas, una de las primeras dianas en la
infeccion por VIH-1 (176, 177, 202, 203). En nuestros sujetos no detectamos
variaciones significativas en la expresion de la integrina a4f37 en los linfocitos T CD4+
en sangre periférica a lo largo del ensayo. Sin embargo, si que observamos una
disminucién en la expresion de la integrina a4B7 en ileon y ciego. Fuimos capaces de
encontrar una explicacién a este resultado gracias al uso de dos anticuerpos diferentes
que con distintos epitopos de unién la integrina con respecto al que se une
Vedolizumab. Esta estrategia de analisis nos permitid, observar que la integrina a4f7 se
blogueaba completamente en sangre periférica pero no asi en GIT. Fuimos capaces de,
calcular el porcentaje de células que estaban blogueadas en ileon y ciego. Observando
una asociacioén muy fuerte entre el reservorio VIH-1y el porcentaje de linfocitos CD4+
a4p7+ que permanecia sin bloquear en GIT. Estos resultados son coherentes con los
elevados niveles de reservorio VIH-1 hallados en los linfocitos de memoria T CD4+
a4p7+ sorteados en comparacion con los a4f7- y con hallazgos previos en modelos de

simios (176). Estos resultados también nos hacen plantearnos si la administracion de
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Vedolizumab a dosis mas elevadas habria aumentado su eficacia viroldgica. Los sujetos
de nuestro ensayo recibieron una infusion mensual de 300mg de Vedolizumab
(1.3mg/kg [3.6-5.02]) junto con su pauta de TAR. Esta dosis es la aprobada para su uso
en enfermedades inflamatorias intestinales (78, 79). En ensayos anteriores en los que se
ha administrado un anélogo primatizado anti- a4p7 a dosis de 50 mg/kg (hasta 10 veces
superior a la dosis empleada en nuestro ensayo clinico) si que se ha observado un
bloqueo completo de la integrina a4f7 en la superficie de los linfocitos en GIT (178,
204-206). Estos resultados sugieren que la reduccion del reservorio VIH-1 puede estar
asociada con las dosis de Vedolizumab empleadas. De hecho, encontramos una
correlacion potente entre los niveles de ADN-VIH-1 en ileon con los niveles de

Vedolizumab en plasma justo antes de la IAT.

Seguimos analizando los resultados obtenidos para caracterizar al méaximo posible la
poblacion de linfocitos de memoria T CD4 que expresaban la integrina o4p7 y Su
asociacion con los niveles de reservorio VIH-1. La expresion de los marcadores de
agotamiento celular PD1, LAG3 y TIM3 en los linfocitos T se ha identificado como un
nicho preferencial del establecimiento del reservorio VIH-1 (49). Acorde con la
evidencia previa (126), observamos que la coexpresion de estos marcadores junto con la
integrina a4f7 en los linfocitos de memoria T CD4+ también se correlacionaba de
manera estrecha con los niveles de reservorio. Estas moléculas se han identificado, en
algunas cohortes, como potentes predictores del tiempo de que tarda en reaparecer la
carga viral plasmatica tras la IAT (131). En nuestra cohorte, los individuos que
reintroducian el TAR presentaban niveles mas elevados de expresion de estas moléculas
junto con a4B7 (CD3+CD4+ a4p7+LAG3+PDI+TIGIT+TIM3+) en el momento de la
IAT respecto a los que alcanzaban el final del ensayo sin TAR. De forma interesante,

encontramos que este fenotipo de agotamiento se asocié con marcadores inflamacién
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como B2M vy los dimeros-D, este ultimo previamente asociado con los niveles de ARN
VIH-1 asociado a células (207). En este sentido, fue interesante observar también la
disminucion de los niveles de expresion de LAG3, TIM3 y PD1 en linfocitos T CD4+
de GIT a lo largo de seguimiento, lo que va de la mano con la disminucion del

reservorio VIH-1 en tejido.

Finalmente, el disefio de este estudio nos ha permitido analizar la reconstitucion inmune
del GIT mediante las principales subpoblaciones de linfocitos T CD4 que expresan
a4P7: Treg, Tth y Th17 (208, 209) en relacion con la homeostasis del GIT vy el
reservorio VIH-1. No se observé una reconstitucion en los niveles de Th17 ni de Tfh, de
hecho los linfocitos Tfh que expresan constitutivamente PD1, se asociaron con el
porcentaje de linfocitos T CD4+ a4f7+ no bloqueado por Vedolizumab Yy se observé
una tendencia a correlacionar con el reservorio VIH-1 en ileon. Sefialando la
predileccién del VIH-1 por esta subpoblacién linfocitaria (210). Sin embargo, los
niveles de Treg aumentaron a lo largo del seguimiento y consecuentemente el ratio
Th17/Treg que ha sido clasicamente asociado con la homeostasis del GIT y la
progresion de la enfermedad, disminuy6 (211, 212). En este ensayo, ademas, hemos
podido observar que esta ratio Th17/Treg se asociaba con la dinamica del reservorio
periférico VIH-1 a lo largo del ensayo. Igualmente, el &cido retinoico también juega un
papel crucial en la homeostasis de este tejido, induciendo la expresion de la integrina
a4p7 (213, 214). Es més, las DC del GIT inducen la diferenciacion de las células Treg
mediante la produccion de acido retinoico a partir de Vitamina A (215, 216). En este
mismo sentido las concentraciones de 4acido retinoico plasmaticas se asociaban
directamente con el porcentaje de DC en ciego. Este proceso de reconstitucién
inmunitaria en funcion de la localizacion en el GIT fue concomitante con la asociacion

inversa en la semana 24 de las concentraciones de acido retinoico plasmatico y los
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niveles de reservorio ADN-VIH-1 en ciego. Este fendmeno, puede estar relacionado con

la posible funcién del &cido retinoico como agente reversor de la latencia (217).

Globalmente los resultados observados en este ensayo pueden ir en la linea a los
obtenidos en los modelos de simios en los cuales bloquear la integrina a4f7 con
Vedolizumab junto con anticuerpos neutralizantes retrasaba el repunte de la carga viral
tras la IAT (206) y también en humanos donde se ha descrito que el uso de terapias anti-
a4B7 que inducian cambios en los agregados linfoides en el GIT y su posible impacto

en este reservorio anatémico del VIH-1 (218).

Este ensayo presenta algunas limitaciones como el bajo nimero de sujetos incluidos.
Esta limitacion se puede justificar debido a los estrictos criterios de inclusion, por los
cuales solo se incluy6é a PVVS en infeccion reciente con fecha conocida de esta. Otra
limitacién importante es la ausencia de un grupo control placebo debido al hecho de
tratarse de un estudio de prueba de concepto. Esto es, los objetivos virologicos iniciales
se definieron como el nimero de sujetos que alcanzaban con carga viral indetectable el
final del ensayo (semana 48). Por este motivo no se incluyé un grupo control sin
tratamiento con Vedolizumab y sometido a la IAT. Sin embargo, y a pesar de esta
limitacidn y de no haber logrado la remision viral, el disefio del ensayo nos ha permitido
obtener informacién muy valiosa sobre la relacion entre los niveles de integrina 04p7 y

los niveles de reservorio tanto en sangre periférica como en GIT.

Podemos concluir que Vedolizumab es seguro y bien tolerado en PVVS sin TAR
previo. No hemos obtenido una remision viroldgica completa tras al IAT en individuos
tratados con Vedolizumab en una fase temprana de la infeccion por VIH-1. Sin
embargo, de este ensayo hemos podido concluir que la integrina o4p7 es un factor

importante en el establecimiento del reservorio VIH-1 tanto en sangre periférica como
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en GIT en humanos. Consecuentemente, estos resultados establecen las bases del uso de
Vedolizumab a dosis apropiadas y en combinacion con otras moléculas en futuras

estrategias para la curacion del VIH-1.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla suplementaria 1:

Monocitos Monocitos Monocitos
Clasicos Intermedios No Clasicos
IL1a IL1IBIL6 IL8 ILI0 TNFa | BLVSFT | FT vs Ctrl BLvVSFT FTvsCtrl | BLVSFT | FT vs Ctrl
++++4++ 0.024 0.564 0.671 0.802 1.000 1.000
4+ + 4+ 0.023 0.020 0.315 0.725 0.755 0.802
+-4+++4 0.229 0.451 0.932 0.802 1.000 1.000
+4-++4 0.005 0.108 0.193 0.802 0.887 0.802
+++-+4 0.734 0.328 0.051 0.841 0.470 1.000
+++4+-4 0.054 0.269 0.552 0.802 1.000 1.000
+4++++- 0.671 0.280 0.810 1.000 1.000 1.000
et 4+ 0.193 0.006 0.479 0.451 0.630 1.000
-+ 4+ 0.016 0.004 0.030 1.000 0.755 0.802
+--+++ 0.044 0.132 0.630 1.000 0.865 0.880
4 -4+ 0.218 0.012 0.218 0.422 0.315 0.980
+-+-++ 0.229 1.000 0.887 0.802 0.630 1.000
+4+--++ 0.095 0.063 0.041 0.651 0.315 0.132
4+ -+ 0.066 0.016 0.506 0.280 1.000 1.000
+-++-+ 0.119 0.315 0.810 1.000 0.810 1.000
+4+-+-+ 0.004 0.688 0.229 1.000 0.810 1.000
+++--+ 0.955 0.482 0.470 1.000 0.630 1.000
4+t - 0.497 0.001 0.229 1.000 1.000 1.000
-+ +4+- 0.350 0.802 0.810 1.000 0.755 0.802
-+ +- 0.282 0.160 0.630 1.000 1.000 1.000
4+ +-+- 0.734 0.315 1.000 1.000 1.000 1.000
+H++-- 0.188 0.380 0.470 1.000 1.000 1.000
e+t 0.002 0.001 0.174 0.616 0.336 1.000
-+ + 0.745 0.002 0.821 0.292 0.955 0.315
-+ 0.257 0.000 0.149 0.292 0.799 0.145
+o--t+ 4+ 0.034 0.014 0.084 0.616 0.039 0.292
et -+ 0.100 0.007 0.372 0.315 0.723 0.616
-+ 0.022 0.025 0.051 0.900 0.810 1.000
+--4-+ 0.000 0.530 0.149 0.670 0.713 0.880
[ 0.350 0.209 0.013 0.725 0.552 0.802
+-4--+ 0.257 0.841 0.470 1.000 0.810 1.000
+4---+ 0.015 0.436 0.229 1.000 0.174 0.802
ettt 0.843 0.002 0.202 0.802 1.000 1.000
-t 0.084 0.000 0.084 0.802 1.000 1.000
+o-d - 0.017 0.315 0.149 1.000 0.810 1.000
-4 0.444 0.009 0.269 0.763 0.766 0.880
o4t 0.017 0.451 0.692 0.802 1.000 1.000
-t 0.977 0.050 0.092 1.000 0.630 1.000
4t 0.506 0.002 0.039 0.564 0.932 0.802
-t +-- 0.021 0.422 0.462 0.616 1.000 1.000
+H-+-- 0.041 0.192 0.336 1.000 1.000 1.000
+H+--- 0.497 0.802 0.810 0.670 1.000 1.000
et 0.444 0.000 0.745 0.002 0.179 0.008
et -4 0.002 0.005 0.003 0.960 0.213 0.547
-4 0.552 0.018 0.777 0.688 0.110 0.616
-4 0.060 0.393 0.029 0.547 0.229 0.530
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+----+ 0.004 0.633 0.149 0.564 0.002 0.407
e 0.054 0.003 0.030 0.219 0.692 0.960
-t -t 0.671 0.001 0.223 0.145 0.133 0.145
-4t 0.234 0.001 0.005 0.960 0.411 0.616
+---+- 0.016 0.120 0.008 1.000 0.470 1.000
-t - - 0.590 0.003 0.403 0.006 0.515 0.315
-+ -4 -- 0.257 0.012 0.329 0.366 0.396 0.802
+--+-- 0.000 0.228 0.004 1.000 0.157 0.802
-+ --- 0.799 0.011 0.079 0.514 0.350 0.451
+-+--- 0.218 0.025 0.282 0.393 0.087 0.616
++---- 0.004 0.763 0.229 0.393 0.810 1.000
----- + 0.070 0.016 0.022 0.063 0.295 0.160
St 0.524 0.132 0.041 0.120 0.506 0.422
e 0.028 0.145 0.098 0.063 0.006 0.547
-t - 0.865 0.002 0.899 0.035 0.571 0.025
-t 0.357 0.467 0.000 0.192 0.034 0.841
+----- 0.002 0.228 0.003 0.744 0.008 0.802
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Tabla suplementaria 2:

Anticuerpos Casa Comercial Catalogo
Purified anti- CD49d, clone 9F10 BD Biosciences Cat# 555501
Purified anti- CD28, clone CD28.2 BD Biosciences Cat# 555725
BV650 anti- CD107a, clone H4A3 BioLegend Cat# 328638
FITC anti- CD45RA, clone L48 BD Biosciences Cat# 335039
APCH?Y anti- CD27, clone M-T271 BD Biosciences Cat# 560222
FITC Lin-2 (anti- CD3, CD14, CD19, CD20, BD Biosciences Cat# 643397
CD56), CD3 21 clone SK7, CD19 clone SJ25C1,

CD20 clone L27, CD14 clone M@P9 and CD56

clone 22 NCAM16.2

BV421 anti- CD86, clone 2331 (FUN-1) BD Biosciences Cat# 562432
BV786 anti- PD-1 (CD279), clone EH12-1 BD Biosciences Cat# 563789
BV605 anti- LAG3, clone 11C3C65 Biolegend Cat# 369324
PerCPCy5,5 anti- TIGIT, clone A15153G Biolegend Cat# 372718
BV421 anti- IL-2, clone MQ1-17H12 BD Biosciences Cat# 564164
PeCy7 anti- IFNy, clone B27 BD Biosciences Cat# 557643
AF700 anti- TNFa, clone MAb11 BD Biosciences Cat# 557996
Pe anti- Perforin, clone B-D48 BioLegend Cat# 353304
BV786 anti- CCR7 (CD197), clone 3D12 BD Biosciences Cat# 563710

Pe anti- IDO, clone eyedio

BV711 anti- HLA-DR, clone G46-6
PeCF594 anti- PDL1 (CD274), clone MIH1
APC anti- Integrin-p7, clone FIB504
PerCPCy5,5 anti- CD4, clone OKT4
AF700 anti- CD123 (anti-hIL-3), clone 32703
APC-Cy7 anti- CDl1c, clone L161
PeCy7 anti- CD141, clone M80

BV650 anti- CD11c, clone B-ly6
BV605 anti- CD16, clone 3G8

FITC anti- CD81, clone JS-81

BV605 anti- CD4, clone RPA-T4
BV650 anti- CD86, clone 2331(FUN-1)
APC-Cy7 anti- CD5, clone UCHT2
PeCy5.5 anti- CD2, clone S5.5
PE/Dazzle 594 Anti- TIM3, F38-2E2
AF700, anti- TNF-a, clone Mab11
AF700, anti- TLR-7

BVv421, anti- TLR-9

BV711, anti- integrin 7, clone FIB504
BV510, anti- CD123, clone 7G8

PE, anti- IL-17A, Clone eBio64DEC16

BV421, anti- IL2, clone MQ1-17H12

eBioscience, San Diego,
CA, USA

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BioLegend

N R&D, San Diego, CA
BioLegend
BioLegend

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
ThermoFisher
Biolegend

BD Biosciences
R&D SYSTEM
Novus Biologicals
BD Biosciences
BD Biosciences
ThermoFisher

BD Biosciences

Cat#12-9477-
42

Cat# 563696
Cat# 563742
Cat# 551082
Cat# 317428
Cat# FAB301
Cat# 331520
Cat# 344110
Cat# 563404
Cat# 563172
Cat# 551108
Cat# 562658
Cat# 563412
Cat# 563516
Cat# CD0218
Cat# 345033
Cat# 557996
Cat# IC5875N
Cat# 26C593.2
Cat# 744012
Cat# 563072
Cat# 12-7179-
40
Cat#566273
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Tabla suplementaria 3:

Anticuerpo Fluorocromo Clon Casa comercial Catalogo
Anti-CD45RA FITC L48 BD Biosciences Cat# 335039
Anti-TIGIT PerCPCy5,5 A15153G  Biolegend Cat# 372718
Anti-PD-1 BV510 EH12.1 BD Biosciences Cat# 563076
Anti-LAG3 BV605 11C3C65 Biolegend Cat# 369324
Anti-CCR7 BUV563 3D12 BD Biosciences Cat# 741317
Anti-HLA-DR BV570 L243 Biolegend Cat# 307637
Anti-Integrin-f7 BV711 FIB504 BD Biosciences Cat# 744012
Anti-CD4 AF700 RPA-T4 BD Biosciences Cat# 557922
Anti-CD27 BV786 L128 BD Biosciences Cat# 563327
Anti-CD38 BV650 HIT2 BD Biosciences Cat# 740574
Anti-CD19 Pacific Blue SJ25-C1 Invitrogen CattMHCD1928
Anti-CD14 Pacific Blue TuK4 Invitrogen Cat#t MHCD1428
Anti-CD56 Pacific Blue MEM-188  Biolegend Cat# 304629
Anti-CD20 Pacific Blue 2H7 Biolegend Cat# 302328
Anti-CD3 APCH7 SK7 BD Biosciences Cat# 560176
Anti-Integrin-a4p7 APC ACT-1 * *

Anti-TIM3 PE/Dazzle 594 F38-2E2 Biolegend Cat# 345033
Anti-Ki67 PE Ki-67 Biolegend Cat# 350504
Anti-Ki67 PerCP-eFluor 710 20Raj1 eBioscience Cat# 46-5699-42
Anti-CD123 AF700 32703 R&D, San Diego,CA  Cat# FAB301
Anti-CD11c BV650 B-ly6 BD Biosciences Cat# 563404
Anti-CD25 PE-Cy7 M-A251 Biolegend Cat# 356108
Anti-CXCR5 BV421 RF8B2 BD Biosciences Cat# 562747
Anti-CXCR3 Pe-Cy5.5 1C6/CXCR3 BD Biosciences Cat# 560832
Anti-CD127 BUV737 H“M-271R- BD Biosciences Cat# 564300
Anti-CD45 BUV805 HI30 BD Biosciences Cat# 612891
Anti-CD8 BUV615 SK1 BD Biosciences Cat# 612994
Anti-CD69 BB700 FN50 BD Biosciences Cat# 747520
Anti-CD103 BV480 Ber-ACT8 BD Biosciences Cat# 746472
Anti-FoxP3 PE-Cy5 236A/E7 Invitrogen Cat# 15-4777-42
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DISCUSION INTEGRADA

Durante la presente tesis doctoral nos hemos centrando en estudiar los mecanismos
subyacentes a los principales obstaculos que actualmente existen en el manejo de la
infeccion por VIH-1: la disminucion de la inflamacion cronica persistente y la cura de
esta infeccion. A pesar de que el avance en los tratamientos y en el manejo clinico de la
enfermedad ha sido realmente abrumador en los dltimos 40 afios, convirtiendo una
infeccion mortal en una patologia cronica, todavia no se ha logrado obtener una

solucién a estas dos cuestiones.

Respecto a la inflamacion crénica durante la infeccion por VIH-1, la evidencia
cientifica ha descrito ampliamente que la presencia del VIH-1 produce un estado de
activacion e inflamacién de bajo grado persistente en las PVVS a pesar de encontrarse
bajo TAR con carga viral indetectable (23, 219). Debido a la existencia de vias comunes
de transmision del virus, muchas de las PVVS también se infectaron con el VHC,
especialmente en nuestro entorno. De hecho, uno de los principales ENOS ha sido la
enfermedad hepatica terminal, causada por el VHC, hasta la introduccién de los AAD
(220, 221). Este estado de co-infeccion VIH-1/VHC produce una disfuncion inmunitaria
que establece unos niveles de activacion e inflamacién en las PVVS co-infectadas
superiores a los de las mono-infectadas, viéndose aumentado el riesgo de padecer
fibrosis hepatica y eventos cardiovasculares (99, 100). En el trabajo realizado durante
esta tesis doctoral hemos podido observar como la erradicacion del VHC, tras el
tratamiento con AAD, es capaz de modular tanto el fenotipo como la funcion de los
monocitos logrando un perfil menos inflamatorio y con una menor activacion y
polifuncionalidad de estos. Consideramos este hecho especialmente importante, ya que

los monocitos parecen ser una de las principales fuentes de biomarcadores solubles de
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inflamacion relacionados con el desarrollo de ENOS en PVVS (23, 101). Uno de los
hallazgos principales de este estudio es la redistribucion de las tres poblaciones de
monocitos hacia un perfil menos pro-inflamatorio debido a la disminucion de los
monocitos CD16+ tras el tratamiento con AAD. Este hecho es muy beneficioso ya que
en trabajos anteriores, se han relacionado los monocitos CD16+ con el desarrollo de
eventos cardiovasculares tanto en sujetos mono-infectados VIH-1 como co-infectados
VIH-1/VHC (102). Por otro lado también observamos que el tratamiento con AAD era
capaz de disminuir el fenotipo de immunosenescencia, inducido por la co-infeccion
VIH-1/VHC (29, 97), mediante la reduccién de determinados marcadores (CD49d,
CD40 y CX3CRL1) o el incremento de otros (CD62L). Esto junto con la disminucién en
los niveles de CD163 soluble, B2M vy dimeros-D, asociados directamente con la
mortalidad durante la infeccion por VIH-1 (35, 107), muestra los grandes beneficios de
la erradicacién del VHC mediante el tratamiento con AAD. Sin embargo, aunque
observamos un incremento en la calidad de la respuesta a LPS por parte de los
monocitos tras el aclaramiento del VHC, que se vio reflejado en una disminucion en la
produccion de citoquinas y consecuentemente en la polifuncionalidad, produccién
simultanea de citoquinas, no detectamos una reduccion en la produccién de TNF-a, IL-6
e IL-10, los cuales permanecieron elevados en todas las poblaciones de monocitos. Esto
es importante ya que la IL-6 esta considerada un marcador predictivo tanto de
progresion de la enfermedad a SIDA como del desarrollo de ENOS (109, 222). Es
posible que estos marcadores no lleguen a alcanzar los niveles de las PVVS mono-
infectadas debido al dafio irreversible producido en el sistema inmunitario durante la co-
infeccion de ambos virus (VIH-1/VHC) o que requieran mas tiempo tras del
aclaramiento del VHC para disminuir sus niveles. Finalmente, y debido a las

caracteristicas de nuestra cohorte de estudio, no observamos un impacto en los niveles
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de reservorio en sangre periférica. Sin embargo, si que pudimos detectar que el fenotipo
activado de los monocitos antes del aclaramiento del VHC se asociaba directamente con
este. Estableciéndose asi una relacion entre la activacion celular y la preservacion del
reservorio, la cual se rompe cuando esta activacion disminuye. Es importante resaltar
que este estudio muestra la importancia del aclaramiento del VHC en los individuos co-
infectados VIH-1/VHC produciendo un potente efecto anti-inflamatorio sobre los
monocitos. No obstante, al menos a corto plazo, no se observa una normalizacion total
en todos los parametros. La co-infeccion produce un estado inflamatorio adicional al de
la infeccion por VIH-1 y su erradicacién es muy importante de cara a la disminucion del
riesgo a desarrollar ENOS, no solo hepaticos sino también extrahepaticos, en estos

sujetos (100).

Otro de los objetivos prioritarios en la investigacion del VIH-1 es la consecucion de una
remision virologica persistente o cura funcional de la infeccion. Para esto se estan
invirtiendo grandes esfuerzos en encontrar moléculas que junto con el TAR habitual
potencien la actividad natural antiviral del sistema inmunitario y alcanzar asi, tras una
intervencion terapéutica temporal, la cura funcional de la infeccion por VIH-1. En esta
tesis doctoral hemos investigado mediante un ensayo in vitro y otro in vivo las
posibilidades y los mecanismos ceulares y moleculares en este contexto empleando: los
agonistas de TLR (AT-2, CpG-A, CpG-C y GS-9620) y el anticuerpo monoclonal

humanizado Vedolizumab.

La evidencia cientifica recoge ampliamente la importancia de las pDCs en la infeccion
por VIH-1 asociandose tanto al control natural de la infeccién como a su progresion (73,
128, 129). De hecho, en los resultados mostrados en la presente tesis doctoral,
describimos como el fenotipo ex vivo de estas pDCs se asocia tanto a biomarcadores

solubles de inflamacion como a marcadores de agotamiento celular expresados en
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linfocitos T. Presentando los grupos INR y VIR un fenotipo similar ex vivo mas
activado y exhausto que el resto de grupos de estudio. Este agotamiento celular surge de
la activacion constante de los linfocitos T debido a una exposicion a antigenos del VIH-
1 que conducen a un estado de disfuncion linfocitaria. Ademas, algunos autores indican
que contribuyen de forma importante al reservorio celular (49, 130-133) ya que la
expresion simultanea de varios de estos marcadores se ha asociado con la carga viral y
con niveles bajos de produccién de citoquinas en respuesta a antigenos propios del VIH-
1 (126). Nosotros hemos observado asociaciones entre el fenotipo de las pDCs ex vivo
de los distintos grupos de estudio con los niveles de biomarcadores solubles de
inflamacién y la expresion de estos marcadores de agotamiento celular en linfocitos T
tanto CD4+ como CD8+. Estos resultados sugieren la relacion entre el estado de
activacion de la pDC y el fenotipo de agotamiento celular de los linfocitos T en PVVS.
De hecho, durante la infeccién aguda la expresion de TIM3 en los linfocitos T es
elevada, sin embargo, en PVVS bajo TAR no se encuentran diferencias en la expresion
de este marcador respecto a individuos no infectados pudiendo indicar que el TAR es
efectivo también en cuanto a la reduccion de la expresion de este marcador (133, 134).
En este contexto, el uso de agonistas de TLR como potenciadores de la actividad
antiviral natural de la pDC y gracias a su potencial funcion como agente reversor de la
latencia pueden ser una potente herramienta en el disefio de intervenciones terapéuticas
con el fin de lograr la cura funcional de la infeccion por VIH-1. Respecto a los
mecanismos moleculares de los agonistas de TRL-7 y -9 hemos podido observar que
estos inducen en las pDCs un fenotipo maduro activado mediante el incremento de la
expresion de marcadores de activacion, transcripcion de genes relacionados con la via
del interferdn, factores de restriccion y produccion de citoquinas. Incluso los grupos de

estudio INR y VIR lograron niveles de activacién similares a los EC.
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Adicionalmente, el resultado mas importante de este ensayo in vitro fue el incremento
en los linfocitos T CD4+ y CD8+ con respuesta VIH-1 especifica mediada por las pDCs
previamente estimuladas via TLR. Los grupos de estudio IR y EC presentaron los
niveles mas elevados de respuesta pero, es interesante destacar que incluso los
individuos INR y VIR incrementaron su produccion de citoquinas en respuesta a
antigenos propios del VIH-1 tras el co-cultivo de sus linfocitos con pDCs previamente
estimuladas con GS-9620. Es decir, el potenciamiento de la funcionalidad de la pDC a
través de la estimulacion de los TLR puede alcanzar un fenotipo similar en relacion con
la respuesta VIH-especifica al del control espontaneo del VIH-1, siendo especialmente
[lamativo en el caso de los estimulos CpG-C y GS-9620. Ademas, estos resultados,
junto con otros estudios publicados recientemente, muestran el importante papel de la
pDC como célula presentadora de antigenos capaz de inducir una potente respuesta T
(160-162). Hay que destacar también que este estudio nos ha permitido observar
asociaciones directas entre el incremento de la respuesta VIH-1 especifica por parte de
los linfocitos T con la transcripcion de factores de restriccion (BST2, SAMHD1,
APOBEC3G y TRIM5a) y de TNF-a, IFN-a, IRF3 e IRF7 por parte de las pDCs. Por
tanto, los resultados obtenidos en este ensayo no solo demuestran que los agonistas de
TLR actian como potenciadores de las pDCs con la consecuente induccion de una
potente respuesta VIH-1 especifica en los linfocitos T, sino que ejercen un efecto
adicional antiviral mediante la induccion de la expresion de factores de restriccion y

moléculas implicadas en la via de los IFN-I.

Perseverando en el andlisis de moléculas que puedan administrarse junto con el TAR
para alcanzar la cura funcional de la infeccién por VIH-1, llevamos a cabo un ensayo
clinico con una intervencién conjunta de TAR junto con Vedolizumab en PVVS en

infeccion reciente sin TAR previo. A pesar de que seis de los diez participantes
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concluyeron el ensayo sin criterios de reintroduccion del TAR, no se obtuvo una
remision virolégica completa en ningin individuo. Si que pudimos corroborar que
Vedolizumab es un farmaco bien tolerado y seguro para las PVVS, tal y como ya se
habia descrito en infeccion cronica (85). No obstante, este ensayo clinico nos ha
permitido obtener informacion valiosa sobre la dindmica del reservorio VIH-1 tras el
inicio de TAR tanto en sangre periférica como en GIT, y acerca del papel de la integrina
a4B7 en su establecimiento. A diferencia de la dinamica observada en individuos en
infeccion crénica (85), en esta tesis si que observamos durante el seguimiento una
disminucion de los niveles de reservorio VIH-1 en sangre periférica muy similar a
resultados publicados de dinamicas tras el inicio temprano de TAR (193-195). Respecto
al reservorio en ileon y ciego, no sélo detectamos una disminucién similar a la
observada en sangre periférica, sino que tal y como otros estudios en modelos animales
ya habian sugerido (53), encontramos una fuerte asociacion entre el reservorio en tejido
y la viremia, reafirmando su importancia no solo en la contribucion al reservorio

anatomico del VIH-1 sino también a los niveles de carga viral periférica.

Por otro lado, la evidencia cientifica respalda el hecho de que una de las dianas iniciales
en la infeccion por VIH-1 son los linfocitos de memoria T CD4+ a4p7+ (176, 177, 202,
203), nuestros resultados son coherentes con estos estudios en modelo animal, hallando
niveles mas elevados de reservorio en los linfocitos de memoria T CD4+ a4f37+ que en
los a4B7-. A pesar de no observar una variacion en la expresion de esta integrina en los
linfocitos T CD4+ de sangre periférica, si que detectamos una disminucién de su
expresion en ileon y ciego. En este contexto, la estrategia de analisis elegida para la
cuantificacion de la integrina 04p7 nos permitié detectar que Vedolizumab bloqueaba
completamente la integrina 04p7 en sangre periférica pero no en ileon y ciego. En este

ensayo clinico la dosis de Vedolizumab fue la aprobada para su uso en sujetos con
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enfermedad inflamatoria intestinal (78, 79), 1.3mg/kg [3.6-5.02]. En cambio en ensayos
anteriores, en los que si que se ha observado un bloqueo completo de la integrina en
GIT, la dosis suministrada era hasta 10 veces superior (50mg/kg) (178, 204-206). De
hecho, los niveles de ADN-VIH-1 en ileon de nuestros sujetos se correlacionaban
fuertemente con los niveles plasmaticos de Vedolizumab en la semana 24, sugiriendo
que la reduccion del reservorio VIH-1 puede ser dosis dependiente y que quizés con una

dosis mayor de Vedolizumab habriamos obtenido resultados virolgicos mas eficaces.

Otro resultado importante obtenido de este ensayo clinico es la asociacion de la co-
expresion de los marcadores de agotamiento celular (LAG3, PD1, TIM3 y TIGIT) junto
con la integrina 04p7 con los niveles de reservorio en linfocitos T CD4+ de memoria.
De hecho, en nuestra cohorte los sujetos que reintroducian el TAR, no solo presentaban
niveles méas elevados de estas moléculas sino también de reservorio periférico VIH-1.
Como se ha comentado anteriormente estas moléculas ya se han relacionado con el

establecimiento del reservorio (49, 126).

Globalmente, podemos concluir que el bloqueo de la integrina a4f7 por Vedolizumab
no ha logrado obtener una remision virolégica completa tras la IAT en PVVS en
infeccion reciente sin TAR previo. No obstante, los resultados obtenidos muestran la
gran importancia de la integrina a4f7 en el establecimiento del reservorio en sangre
periférica y en GIT, y por tanto justifican su bloqueo en futuras estrategias

inmunoterapéuticas para conseguir una remision viroldgica persistente en PVVS.

En resumen, en la presente tesis doctoral hemos identificados factores inmunologicos
asociados al estado de activacion e inflamacion persistente junto con el establecimiento
y mantenimiento del reservorio VIH-1, tanto periférico como en tejido gastrointestinal.

Estos resultados establecen las bases celulares y moleculares para el disefio de futuras
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estrategias inmunomoduladoras con el fin de obtener el control de la viremia VIH en
ausencia de tratamiento antirretroviral y consecuentemente la cura funcional de esta

infeccion.
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CONCLUSIONES

1 La erradicacion del VHC tras el tratamiento con AAD en PVVS promueve una
redistribucion mas favorable de las subpoblaciones de monocitos (disminuyendo el
porcentaje de monocitos CD16+), la reduccion de marcadores superficiales de
activacion en las diferentes subpoblaciones (CD40, CX3CR1, CCR5 y CD49d) y la
disminucion de la produccion de citoguinas inflamatorias y consecuentemente del indice

de polifuncionalidad.

2_ Pese a que se observa una disminucion de los marcadores de inflamacién tras el
tratamiento con AAD, algunos parametros no llegan a normalizarse, este dafio
inmunoldgico puede tener implicaciones en el desarrollo de eventos no SIDA aunque

desconocemos si es irreversible a largo plazo.

3_ Laestimulacion a través de los receptores TLR-7 y -9 mediante agonistas inducen la
maduracion y activacion de las pDCs, incrementandose la expresion de genes de la via
del interferon (IFN-a, IRF7 o IRF3), factores de restriccion, marcadores superficiales de

activacion y presentacion antigénica y produccion de citoquinas.

4 Las pDCs previamente estimuladas con agonistas de TLR-7 y -9 son capaces de
inducir un incremento en la respuesta VIH-1 especifica por parte de linfocitos T CD4+
y CD8+ en términos de produccion de citoquinas, siendo esta respuesta especialmente
potente en PVVS bajo TAR, lograndose niveles similares a los correspondientes a un
fenotipo de controlador espontaneo del VIH-1 o controlador de élite. Esto se consigue
especialmente tras la estimulacion de las pDCs con los agonistas de TLR, CpG-C y GS-

9620.
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5 La administracion de Vedolizumab en PVVS en estadios iniciales de la infeccién sin
TAR previo es segura y bien tolerada. Sin embargo, no se obtuvo una remision

virologica completa tras la IAT.

6_ El 60% de los participantes en el ensayo clinico lo finalizaron con cargas virales no
lo suficientemente altas como para reintroducir el TAR. Sin embargo, al no poseer un
grupo control, no podemos establecer una relacion entre la intervencion conjunta
(Vedolizumab + TAR) y el “set point” viral tras la IAT o el establecimiento del
reservorio. No obstante, los individuos que concluyeron el ensayo sin TAR presentaban
niveles méas bajos de marcadores de agotamiento celular (PD1, LAG3, TIM3y TIGIT) y

de linfocitos CD4+04p7+.

7 El papel de la integrina a4B7 en el establecimiento del reservorio VIH-1 queda
patente con la asociacion entre el porcentaje de integrina o4p7 bloqueada por
Vedolizumab en GIT con los niveles de reservorio ADN y ARN en ambas
localizaciones. Ademas, la correlacion inversa entre los niveles séricos de Vedolizumab
y el reservorio ADN en ileon sugiere que con mayores de dosis de farmaco podriamos

haber observado una mayor eficacia viroldgica.

8 En conjunto, estos resultados pueden tener importantes implicaciones en el
desarrollo de futuras estratégicas tanto para la reduccién de la inflamacion crénica que
conducen al desarrollo de ENOS como para con la reduccion de los niveles de

reservorio y la cura funcional del VIH-1.
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